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1.UVOD



U prehrambenoj industriji nastaju velike koli¢ine visokovrijednih nusproizvoda koji
predstavljaju veliku koli¢inu otpada te negativno utjecu na okoli§, drustveni i gospodarski
sektor. Nastali nusproizvodi industrije ve¢inom se odlazu na odlagaliSta za otpad te se
zanemaruje njihova potencijalna primjena i daljnje koriStenje u svrhu maksimalnog
iskoristenja. Nusproizvodi prerade voca ¢ine vise od polovice svjezeg voca, a ponekad sadrze i
puno bolji funkcionalni ili nutritivni sadrzaj nego onaj u konacnom proizvodu (Pleadin i sur.

2022).

Velike koli¢ine nusproizvoda u prehrambenoj industriji stvara industrija vina. Prema Drzavnom
zavodu za statistiku u 2023. godini proizvedeno je 94.905 t grozda te 612.000 hl vina
(“Ministarstvo Poljoprivrede, Sumarstva i Ribarstva - Vinogradarstvo i Vinarstvo”). Porastom
proizvodnje grozda i vina raste i koli¢ina nusproizvoda te industrije. Grozde (glavna sirovina
za proizvodnju vina) je vocée bogato bioaktivnim komponentama koje velikim dijelom zaostaju
u komini nakon proizvodnje vina, stoga imaju veliki potencijal daljnje primjene u drugim
industrijama. Primjenom suvremenih metoda ekstrakcije na takvom i slicnim nusproizvodima
prehrambene industrije upotpunjuju se neka od nacela zelene kemije; smanjena primjena
organskih, Stetnih otapala te smanjene koli¢ine otpada u okolisu (Ferreira i sur. 2023). Osim
ispunjavanja zahtjeva zelene kemije primjena suvremenih metoda ekstrakcije omogucava
ekstrakciju vrlo vaznih komponenata za ljudsko zdravlje. Polifenolni spojevi mogu imati
blagotvorne ucinke na sprjecavanje bolesti poput tumora, dijabetesa, kardiovaskularnih bolesti,
raznih kroni¢nih bolesti. Antioksidacijski uc¢inak polifenola temelji se na njihovoj sposobnosti
vezanja vodikova peroksida, peroksidnih iona i lipidnih peroksi radikala koji Stetno djeluju na
ljudsko zdravlje. Vezanjem polifenola na slobodne radikale smanjuje se Stetno djelovanje
slobodnih radikala u organizmu te na taj nacin polifenoli doprinose ukupnom smanjenju
oksidacijskog stresa organizma. Takoder su ucinkoviti pri prevenciji neurodegenerativne

patologije te pri prevenciji neurokognitivnih disfunkcija (Kamenjasevi¢ i sur. 2017).

Maksimalnim iskoriStenjem nusproizvoda industrija povecava ekonomicnost te se potice
kruzno gospodarstvo. Suvremenim metodama ekstrakcije smanjuje se vrijeme potrebno za
ekstrakciju i povecava se njezina ucinkovitost $to olakSava iskoriStenje nusproizvoda industrije.
Stoga je cilj ovog rada odrediti polifenolne spojeve iz komine grozda ekstrakcijom
potpomognutom ultrazvukom kako bi komina, zbog svojih vrijednih komponenti, pronasla

svoju daljnju primjenu u razvoju novih funkcionalnih, kozmetickih i drugih proizvoda.
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2.Teorijski dio

2.1. Grozde

Grozde je bobi¢asto voée koje potjete od drvenaste biljke -vinove loze. Cokot (pojedina¢na
biljka vinove loze) se sastoji od generativnih i vegetativnih organa. Vegetativni organi su:
korijen, list, pupovi, stablo i vitice dok su generativni organi: sjemenka, bobica, cvast, cvat i
grozd. Grozd se razvija iz cvjetnog pupa vinove loze. Iz cvjetnog pupa se razvija cvijet vinove

loze koji se, nakon oplodnje, formira u bobicu (Zunié, 2008).

Bobica grozda sastoji se od: koZice ili epikarpa, mesa ili mezokarpa te sjemenke. Na povrSini
kozice nalazi se kutikula a ispod nje nalaze se stanice bogate taninskim tvarima. Najve¢i dio
bobice ¢ini meso, odnosno mezokarp (70-80%) koji se sastoji od viSe slojeva stanica te sadrzi
vodu, organske kiseline, Secere, aromaticne tvari i dr. U srediStu bobice su sjemenke, u jednoj
bobici nalaze se jedna do Cetiri sjemenke. Sjemenke su pri pocetnim fazama u razvoju bobice

meke i zelene, dok nakon sazrijevanja poprimaju Zuto-smedu boju i &vrstu opnu (Zunié, 2008).

Grozde predstavlja glavnu sirovinu za proizvodnju vina. Nakon sazrijevanja grozda i njegovog
branja u trenutku tehnoloske zrelosti slijedi muljanje grozda koje se provodi u cilju otpustanja
grozdanog soka ili mosta. Nakon muljanja slijedi preSanje te sumporenje. Most nastao nakon
presanja se sumpori kako bi se sprijecilo djelovanje nepozeljnih bakterija i kvasaca te kako bi

se, uz pomo¢ sumpora, potpomoglo koagulacijai taloZzenje tvari mutnoc¢e (Maleti¢ i sur. 2015).

Glavni postupak u proizvodnji vina je alkoholna fermentacija pri kojoj se, s pomocu kvasaca,
Seceri prisutni u vinu prevode u glavne produkte: uglji¢ni dioksid i etilni alkohol. Kvasac
odgovoran za fermentaciju vina je Saccharomyces cerevisiae koji se nalazi na pokozici bobica
grozda. Zavrsni koraci u proizvodnji vina su: pretakanje, filtracija i na kraju punjenje vina u
boce. Kao vrijedni nusprodukt proizvodnje vina zaostaje komina grozda koja, zbog svog

sastava, moze imati veliku primjenu u prehrambenoj industriji (Maleti¢ i sur. 2015).

Pinot crni je sorta grozda Vitis vinifera koja potjece iz Francuske pokrajine Burgundije. Prema
tome, naziv mu potjece od frnacuskog jezika gdje Noir oznacava njegovu tamnu boju, a Pinot
grozdove u obliku ¢esera (Herrero i sur. 2016). U Republici Hrvatskoj sorta grozda Pinot crni
znacajno se proizvodi u podregiji Slavonija (poZesko-pleternicko i kutjevacko vinogorje), zatim

u podregiji Moslavina te u podregiji Istra (Vinopedia, 2022)



2 Teorijski dio

2.2. Komina grozda

Komina je ¢vrsta tvar koja zaostaje nakon preSanja grozda u proizvodnji vina, ¢ini 75% krutog
otpada koji nastaje preradom u vino te 20-30% pocetne mase grozda. Komina se sastoji od 55-
75% vode, 30% polisaharida te 6-15% lipida, proteina, nezasi¢enih masnih kiselina i Secera.
Tijekom proizvodnje vina 70% ukupnih bioaktivnih spojeva zaostaje u komini $to je ¢ini vrlo
vrijednim nusproizvodom. Zbog bioaktivnih spojeva koji se nalaze u komini sve vise se
primjenjuje njezina daljnja prerada i primjena u farmaceutskoj, prehrambenoj te drugim
industrijama u cilju Sto veceg iskoriStenja nusproizvoda te obogacivanja novih proizvoda
bioaktivnim komponentama. NajceSée se komina zbrinjava odlaganjem, spaljivanjem i
kompostiranjem dok se dijelom tezi novim primjenama u industriji poput proizvodnje likera
gdje se dodaje u procesu destilacije. Pored proizvodnje likera komina svoju primjenu nalazi i u
proizvodnji tjestenina i brasna, krema u kozmetickoj industriji, u proizvodnji gnojiva i stocne
hrane (Ferreira i sur. 2023; Gonzalez-Centeno i sur. 2015). Neki od nacina primjene komine

grozda prikazani su na Slici 1.

o : o Odlagalista otpada
Kompostiranje ~amE
. . m

Komina grozda

Farmeceutski proizvodi

Gnojiva

Spaljivanje
——

Izvor bioaktivnih spojeva

-~ — Proizvodnja likera
——

Slika 1 Nacini iskoriStenja komine grozda (Ferreira i sur. 2023)



2.Teorijski dio

2.2.1. Sjemenke grozda

Presana komina sadrzi oko 20-30 % sjemenki grozda. U sjemenci se nalaze rezervni sastojci
koji su potrebni za ishranu klice, a osim toga nalaze se i brojne taninske tvari. Sjemenke grozda
sadrze flavonoide miricetin i kvarcetin, a u sluzavom filmu koji se nalazi oko sjemenke nalaze

se procijanidi (Nowshehri, Bhat i Shah 2015).
Tablica 1 prikazuje osnovni kemijski sastav sjemenke grozda.

Tablica 1 Kemijski sastav sjemenki grozda (Ribéreau-Gayon i sur. 2005)

Sastojak %
Voda 25-45
Ugljikohidrati 34-36
Ulja 13-20

Tanini 4-6
Dusiéni spojevi 4-6,5

Minerali 2-4

Masne kiseline 1

1z kemijskog sastava sjemenki vidljivo je kako se udio ulja u sjemenkama kre¢e od 13 do 20 %
zbog Cega se sve viSe primjenjuje za proizvodnju ulja sjemenki grozda. Dobar su izvor
nezasi¢enih masnih kiselina, tokoferola i sterola (Gornas i sur. 2025). Ulje sjemenki grozda je
korisno pri lijeCenju odredenih metabolickih komplikacija poput pretilosti, dijabetesa,

metabolickog sindroma i slicno (Shiri-Shahsavar i sur. 2023).

2.2.2. Kozica grozda

Kozica predstavlja omota¢ bobice grozda koji se sastoji od 6 do 10 slojeva gradenih od
elasti¢nih stanica. Sastoji se od hipoderme, epiderme i kutikule. Epiderma se sastoji od jedne
regije koja sadrzi izduZene stanice, a hipoderma se sastoji od vanjske i unutarnje regije. Vanjska
regija hipoderme sadrzi pravokutne stanice dok unutarnja sadrzi poligonalne stanice. Debljina
kozice ovisi o sorti grozda, za sorte Vitis Vinifera se krece od 1,5 do 4 pm dok za pojedine vrste

doseze i do 10 pm debljine (Ribéreau-Gayon i sur. 2005).

Fenolni spojevi kozice grozda su: cimetna i benzojeva kiselina, tanini i flavonoidi. U

hipodermalnim stanicama nalaze se pigmenti antocijani koji daju tamnu boju grozda. Kozica
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sadrzi velike koli¢ine prekursora arome, aromati¢nih tvari i ve¢inu slobodnih terpena bobice

(Ribéreau-Gayon i sur. 2005).

2.2.3. Fenolni spojevi

Fenoli su organski spojevi koji sadrze hidroksilnu (-OH) skupinu vezanu na benzenski prsten

(“Fenoli - Hrvatska Enciklopedija”). Osnovna podjela fenola prikazana je na Slici 2.

Vrlo su znacajni zbog svojih bioaktivnih svojstava, djeluju antioksidativno, protuupalno,
antikarcinogeno, vazodilatacijski itd. (Machado i sur. 2024) a u komini grozda nalaze se unutar
kozice, sjemenki pa i peteljki grozda. U grozdu se nalaze dvije skupine polifenola a to su:
neflavonoidi i flavonoidi. Neflavonoidi su zastupljeni u mesu grozda dok su flavonoidi
zastupljeni u koZici, sjemenki i peteljki grozda. Karakteristi¢ni flavonoidi za koZicu grozda su:
flavonoli i antocijani dok su flavan-3-oli karakteristicni za sjemenke i peteljke grozda

(Ribéreau-Gayon i sur. 2005).

Antocijani su biljni pigmenti koji daju ljubicastu boju grozda, gradeni su od antocijanidina i
Secera. U grozdu se nalaze u obliku delfinidina, cijanidina, petunidina, peonidina i malvidina.
Boja grozda sorte Pinot crni dolazi upravo od antocijana. pH medija utjece na boju antocijana,
pa tako u kiselom mediju se nalaze u obliku flavilijum kationa koji su crveno obojeni, rastom
pH prelaze u ljubiCaste kinoidalne baze a daljnjim porastom pH prelaze u hidratizirani

(bezbojni) oblik (Ribéreau-Gayon i sur. 2005).

Takoder se u grozdu nalaze i tanini koji daju opor okus grozda. To su polimeri neflavonoidnih
i flavonoidnih fenola a nalaze se u sjemenkama i u kozici grozda. Razlikujemo kondenzirane i
hidrolizirajuée tanine. Kondenzirani tanini ili proantocijanidini se pretezito nalaze u grozdu,
nastaju kao produkt kondenzacije flavan-3-ola ili kao produkt kondenzacije flavan-3,4-diola

(Ribéreau-Gayon i sur. 2005).
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FENOLNI SPOJEVI
’ | Osnovna klasifikacija |
[ ]
Jednostavni fenoli Polifenoli
| ; [ |
[ ]
Hidroksicinaminske ~ Hidroksibenzojeve =~ Flavonoidi Stilbeni Tanini
kiseline kiseline l l
l Resveratrol Proantocijanidini
: . ; . Galotanini
p-kumarinska kiselina | | Protokatehuinska kiselina Elagitanini

Kofeinska kiselina Galna kiselina

v

Feruli¢na kiselina
Sinapinska kiselina

Siringinska kiselina
Gentizinska kiselina * Flavonoli: kempferol, kvercentin, miricetin
* Flavanoli: katehin, epikatehin, epigalokatehin, galokatehin

* Antocijani: malvidin, delfinidin, cijanidin

Slika 2 Polifenolni spojevi (Izvor: Ferreira i sur. 2023)

Grozde je vrlo dobar izvor polifenola a njihov sadrzaj ovisi o: sorti grozda, stupnju zrelosti

grozda, regiji te o agroekoloskim uvjetima.

2.3. Ekstrakcija

Ekstrakcija podrazumijeva odvajanje odredene tvari iz smjese tvari uz pomo¢ otapala ili u
otapalu otopljenih organskih reaktanata. Princip kruto-tekuce ekstrakcije temelji se na
topljivosti razlic¢itih tvari u otapalu a kao preduvjet ekstrakcije potrebna razlika u koncentraciji
izmedu grani¢nog sloja i sredis$njeg sloja otapala. Prilikom otapanja Cestice krute tvari u otopini
uz povrsinu Cestice nastaje granicni sloj otopine (Ce) koji je zasi¢en otopljenom tvari, odnosno
ima vecu koncentraciju otopljene tvari u odnosu na ostatak otopine (C). Uslijed razlike u
koncentraciji otopljena tvar difundira iz podru¢ja vece koncentracije u podrucje manje
koncentracije i na taj nacin se ekstrahira iz krute tvari u otopinu (Buci¢-Koji¢, 2008). Na Slici

3 prikazan je granicni sloj otopine uz ¢esticu krute tvari u otapalu.
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Slika 3 Shematski prikaz Cestice u otapalu prilikom ekstrakcije (Sigal i Zhang 2022)

Brzina ekstrakcije moze se izraunati s pomocu sljedeceg izraza (1):

L=g-A-(Ce-OF (1)

Gdje je: dm/dt [kg/s] brzina prijenosa tvari, o [ m/s] koeficijent prijenosa tvari, A [m?]
povr§ina dodirne plohe izmedu &vrste tvari i otapala, C. [kg/m?] koncentracija u grani¢nom

sloju te C [kg/m?] koncentracija u ostatku otopine (Buci¢-Koji¢, 2008).
Postupak ekstrakcije moze se ubrzati na nekoliko nacina:

1) Usitnjavanjem krutog materijala prilikom cega se povecava kontaktna povrsina izmedu
materijala i otopine

2) Povecanjem gradijenta koncentracije §to se moZe posti¢i konstantnim dovodenjem
Cistog otapala te povecanjem temperature

3) Mijesanjem ¢ime se povecava koeficijent prijenosa tvari

Otapala koja se koriste za ekstrakciju moraju biti:

1) Selektivna

2) Ucinkovita

3) Kemijski inertna

4) Nize viskoznosti i povrSinske napetosti
5) Nekorozivna

6) Nizeg vrelista

7) Netoksicna i ekoloski prihvatljiva

8) Ne smiju biti zapaljiva
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Najces¢e koriStena otapala za ekstrakciju u prehrambenoj industriji su: voda, heksan,
cikloheksan, etanol te superkriti¢ni fluidi poput butana, propana i uglji¢nog dioksida (Buci¢-

Koji¢, 2008).

Ekstrakcija ima veliku primjenu u prehrambenoj industriji a njezina ucinkovitost moze se
izraziti distribucijskim omjerom, odnosno omjerom ekstrahirane tvari u vodenoj i u organskoj
fazi nakon ekstrakcije. Zbog velike primjene u prehrambenoj industiji javlja se sve veca potreba
za novijim tzv. zelenim tehnikama ekstrakcije. Neke od suvremenih tehnika su: ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima i ultrazvukom te ekstrakcija superkriti¢nim fluidima. Primjenom
suvremenih metoda smanjena je upotreba organskih, Stetnih otapala, smanjeno je vrijeme
potrebno za provodenje ekstrakcije te su potrebne nize temperature prilikom ekstrahiranja $to

ukljucuje manji utrosak energije prilikom primjene navedenih metoda (Banozi¢, 2022).

2.3.1. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Ultrazvuk ¢ine mehanicki zvucni valovi koji nastaju molekularnim pokretima u mediju u kojem
se Sire. Za klasifikaciju primjene ultrazvuka kljucni kriterij lezi u koli¢ini proizvedene energije,
snazi zvuka [W] te intenzitetu snage [W/m?]. S obzirom na intenzitet, razlikujemo
visokointenzivne i niskointenzivne zvucne valove (Gallo, Ferrara i Naviglio 2018). Ultrazvuk
niskog intenziteta koristi visoku frekvenciju (od 100 kHz do 1 MHz), slabiju snagu (<1W/cm?)
te se koristi za nedestruktivne analize i procjenu kvalitete. Nasuprot tome, ultrazvuk visokog
intenziteta koristi nisku frekvenciju (16-100 kHz) i ja¢u snagu (10-1000 W/cm?) a upotrebljava

se ve¢inom za ubrzavanje i progresiju efektivnosti pripreme uzoraka (Holban, 2017).

Razlika izmedu ultrazvuka i zvuka je u frekvenciji vala. Valovi zvuka su pri frekvencijama koje
ljudsko uho moze ¢uti (od 16 Hz do 20 kHz), dok ultrazvuk ¢ine mehanicki valovi frekvencija
iznad ljudskog sluha ali ispod mikrovalnih frekvencija (od 20 kHz do 10 MHz) (Han i sur.
2018).

Razaranje ¢vrstog materijala, do kojeg dolazi prilikom kruto-tekuée ekstrakcije potpomognute
ultrazvukom, odvija se na tri nacina. U otopini, pod djelovanjem ultrazvuka, dolazi do stvaranja
asimetricnih mjehuric¢a. Mjehurié¢i intenzivno pucaju u blizini ¢vrstog materijala i na taj nacin
povecavaju propusnost ¢vrstog materijala te oslobadanje unutarstani¢nog materijala. Prilikom

implozije mjehurica dolazi do naglog porasta tlaka i temperature $to dovodi do bolje topljivosti

10
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¢vrste tvari u otopini. Mikrostrujanje u otopini uzrokovano ultrazvukom povecava difuziju
¢vrste tvari u otapalo (Gonzalez-Centeno i sur. 2015). Implozija mjehurica prilikom primjene
ultrazvuka u postupku ekstrakcije prikazana je na Slici 4 gdje "K" oznacava kompresiju a "R"

oznacava razrijedivanje.

N AN NN
{AVARVARVARVAR

K R K R K R K R IMPLOZIJA

Slika 4 Fenomen akusti¢ne kavitacije,prikaz formacije, rasta i implozije mjehuri¢a(Holban,

2017)

Ultrazvuk se, u prehrambenoj industriji, najceS¢e generira s pomocu elektricne energije.
Istosmjerna struja se, uz pomo¢ ultrazvucnih pretvaraca ili generatora, prevodi u visoke
frekvencije. Postoje ultrazvucne sonde te ultrazvucne kupelji. Ultrazvuéne sonde mogu biti

kontinuirane (Slika 6) i diskontinuirane (Slika 5) (Tiwari, 2015).

Ultrazvuk visokog intenziteta koji djeluje u rasponu frekvencija od 20 do 100 kHz uzrokuje
kemijske reakcije te promjene materijala u kojem se primjenjuje. Koristi se za otplinjavanje i
¢is¢enje tekucina, suSenje, emulgiranje, destilaciju, ekstrakciju, sterilizaciju itd. Primjena
ultrazvuka vrlo je bitna u prehrambenoj industriji kao netermicka metoda obrade uzorka a veliki
potencijal ultrazvuka je u njegovoj sposobnosti inaktivacije mikroorganizama i enzima,
poboljsanja emulgiranja i dispergiranja te ubrzavanja kemijskih reakcija (Drmi¢ i Rezek

Jambrak 2010).

voda

sonda

generator
ultrazvuka

I

= voda

Slika 5 Diskontinuirani ultrazvuéni ekstraktor sa sondom (Tiwari, 2015)
11
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sonda L

1

generator
ultrazvuka

izlaz -

Slika 6 Kontinuirani ultrazvuéni ekstraktor sa sondom (Tiwari, 2015)

Zbog jednostavnosti, nize cijene te visoke ucinkovitosti ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

sve cesce se primjenjuje u praksi a osobito za ekstrakciju polifenolnih spojeva (Buci¢-Koji¢ i

sur. 2013). Osim toga, moguce je simultano provesti viSe ekstrakcija te je relativno jeftina

laboratorijska tehnika za razliku od ostalih modernih ekstrakcijskih metoda. Zbog svojih

karakteristika, ultrazvuc¢na ekstrakcija moze se koristiti i kao predtretman sofisticiranijim

metodama ekstrakcije (Holban, 2017). Primjena ultrazvuka pri ekstrakciji nalazi sve vecu

primjenu, u Tablici 2 prikazani su neki od radova na uzorcima bobica, kozice i sjemenki grozda.

Tablica 2 Prikaz odabranih znanstvenih radova na fenolnim spojevima grozda (bobica,

sjemenka, kozica) primjenom UAE

Uzorak Uvjeti UAE Fenf)ln.l Referenca
spojevi
otopina vode,
. etano?} tociiani Carrera et al.,
Bobice grozda orovociene anosam 2012
kiseline tanini
0-75°C
200 W, 24 kHz
80% etanol
alna
Kozice grozda sorte Syrah 25-60°C k?selina de Irz(éz le tal,
55 kHz miricetin
70% etanol e Sun et al
Sjemenke grozda 50°C procijanidin 2024 ’
200 W

12




2.Teorijski dio

2.3.2. Parametri koji utjecu na ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom

Na ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom utjecu sljedeéi faktori: snaga i frekvencija
ultrazvuka, temperatura i vrijeme ekstrakcije, karakteristike uzorka te otapalo. Ultrazvu¢no
zracenje pridonosi razgradnji ¢vrste tvari i pobolj$anju ekstrakcije, medutim, prevelik intenzitet
ultrazvuka moZe dovesti do degradacije pojedinih komponenti. Duze vrijeme tretiranja
ultrazvukom moze dati ekstrakt s vec¢im udjelom Zeljene tvari, ali s druge strane predugo
vrijeme tretiranja moze dovesti do kemijske interakcije komponenata te promjena u nastalom
ekstraktu. Veli¢ina Cestica kao 1 omjer tekuce/kruto glavne su karakteristike uzorka koje mogu
utjecati na ishod ekstrakcije potpomognute ultrazvukom. Velike dimenzije ¢estica usporavaju
difuziju tvari zbog manje kontaktne povrSine s otapalom, zbog cega je uzorak potrebno usitniti
prije provodenja ekstrakcije. Takoder, nedovoljna koli¢ina otapala moze dovesti do usporavanja

difuzije a samim time i procesa ekstrakcije (Banozi¢, 2022).

Fizikane karakteristike odabranog otapala za ekstrakciju poput viskoziteta, povrSinske
napetosti, tlaka para iznad otapala, i dielektri¢ne konstante, izravno utjecu na selektivnost
ekstrakcije kao i na kona¢ni kemijski sastav ekstrakata. Tako je kod otapala veceg viskoziteta i
povrsinske napetosti smanjen utjecaj ultrazvucne kavitacije na fenomene prijenosa te je
preporucljivo u tim slu¢ajevima primijeniti zracenje veceg intenziteta (Beach i Kundu, 2017).S
obzirom na navedene Cimbenike koji utjeCu na ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom,
potrebno je pazljivo odrediti procesne parametre kako bi dobili maksimalan prinos Zeljene

komponente.

2.4. Optimiranje procesnih parametara metodom odzivnih povrsina

Optimizacija je poboljSanje karakteristika odredenog sustava u svrhu njegovog maksimalnog
iskoriStenja. Prilikom optimizacije odreduju se procesni parametri te se prati njihov utjecaj na
dobivene rezultate analize. Na taj nacin se odreduju procesni parametri koji daju najtocnije
rezultate. Tradicionalno se optimizacija radila promjenom samo jednog od parametara dok su
drugi bili konstantni. Medutim, takav nacdin optimizacije nije uklju¢ivao utjecaj jednog
parametra na drugi zbog Cega nije davao najbolje rezultate, osim toga, pracenje jednog po
jednog procesnog parametra iziskuje puno veéi utroSak vremena, materijala te reagensa. Kako
bi se izbjegao gubitak vremena i resursa koji su se javljali pri tradicionalnim metodama

optimizacije uvedene su metode multivarijantne statistike medu kojima veliku primjenu u
13
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odredivanju optimalnih parametara analize zauzima metoda odzivnih povr$ina (engl. Response

Surface Metodology - RSM) (Bezerra i sur. 2008).
Provodenje RSM metode odvija se u tri koraka:

1) Preliminarna faza kojom se odreduju nezavisni parametri te njihove razine.

2) Drugi korak ukljucuje izbor eksperimentalnog dizajna i formiranje modela koji opisuje
odnos nezavisnih i zavisnih varijabli zatim i njegovu verifikaciju.

3) U tre¢em koraku aproksimiraju se rezultati funkcijama drugog ili prvog reda, ovisno o

procesu te o nezavisnim varijablama (Bas i Boyaci, 2007).

2.4.1. Box-Behnken plan pokusa

RSM metoda ukljucuje Box-Behnken plan pokusa koji se primjenjuje kada je broj faktora, pri
odredivanju broja eksperimenata, ve¢i od dva. Box-Behnken plan predlaze nacin odabira tocki
iz faktorijela rasporedenih na tri razine. Eksperimentalne tocke nalaze se na hipersferi na
jednakoj udaljenosti od sredi$nje tocke kao Sto je prikazano na Slici 6. Odredivanje broja

eksperimenata prema Box-Behnken planu pokusa vrsi se prema formuli (2):
N=2k-(k—1)+Cp 2)
Gdje N oznacava broj eksperimenata, k broj faktora, a Cp broj sredisSnjih tocaka.

Razine faktora svode se na tri razine (-1, 0, 1) s medusobno jednakim intervalom (Bezerra i sur.

2008).

{a) # ()

L

Y

X1 X3 X

Slika 7 Prikaz trorazinskog dizajna pri optimizaciji s tri varijable (Izvor: Bezerra i sur. 2008)
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3.1. Zadatak

Ciljevi ovog rada su:

1) Provesti ultrazvucnu ekstrakciju na uzorcima sjemenki i koZice grozda sorte Pinot crni,
te odrediti kako razliCiti parametri ultrazvucne ekstrakcije utjecu na antioksidacijsku
aktivnost, te sadrzaj fenola u dobivenim ekstraktima.

2) Odrediti antioksidacijsku aktivnost u dobivenim ekstraktima.

3) Odrediti udio ukupnih fenola u dobivenim ekstraktima.

4) Identificirati i kvantificirati pojedinacne fenole s pomocu tekucéinske kromatografije
visoke djelotvornosti (HPLC-DAD) u ekstraktima dobivenim ultrazvu¢nom
ekstrakcijom

5) Optimirati proces ultrazvucne ekstrakcije metodom odzivnih povrsina.

3.2. Materijali

3.2.1. Komina groZda sorte Pinot crni

Komina grozda sorte Pinot crni dobivena je iz vinarije Belje (Knezevi Vinogradi, Hrvatska)

2023. godine. Na Slici 8 je prikazana komina grozda prethodno osusena 24 sata na 60°C.

Slika 8 Komina grozda sorte Pinot crni (Izvor: autor)
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3.2.2. Reagensi

3.2.3.

Destilirana voda,

96%-tni etanol Gram Mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)

48%tna vodena otopina etanola (vodene otopine reagensa pripremljene s ultracistom
Milli-Q vodom, Millipore/Simplicity 185 sustav),

1,1-difenil-pikrilhidrazil (DPPH), Sigma Aldrich (Steiheim, Njemacka),

Na2CO03, Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska),

Folin-Ciocalteu reagens, Sigma-Aldrich (Steiheim, Njemacka),

Metanol, HPLC ¢istoc¢e (J. T. Baker, Poljska),

Galna kiselina, Cistoce 97,5 %, Sigma-Aldrich (Steiheim, Njemacka),

0,1%-tna mravlja kiselina u miliQ vodi (Millipore Simplicity 185, Darmstadt,
Njemacka)

0,1%-tna mravlja kiselina u metanolu

Uredaji

Analiticka vaga Crystal - 200 CAL CE (Gibertini Elettronica, Italija)

Uredaj za usitnjavanje uzorka SM-4500C (mrc Sample mill, Njemacka)

Ultrazvucna sonda UP400St (Hielscher Ultrasonics GmbH, Njemacka)

Vakuum upariva¢ SpeedVac SPD1030 (TermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD)

HPLC sustav Agilent 1260 Infinity 0 II (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornija,
SAD)

Spektrofotometar UV/VIS LLG-uniSPEC 2 (LLG Labware, Wilmington, Delaware,
SAD)

17
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3.3. Metode

3.3.1. Priprema uzorka za ekstrakciju

Nakon c¢is¢enja komine od necisto¢a i odvajanja kozZice od sjemenki dobiveni su uzorci na

Slikama 9 1 10.

Slika 9 Kozica grozda (Izvor: autor) Slika 10 Sjemenke grozda (Izvor: autor)

Sljede¢i korak u pripremi uzorka je njegovo usitnjavanje koje je provedeno na uredaju za
usitnjavanje (SM-4500C) jednu minutu pri 4000 rpm. Usitnjavanje, pri pripremi uzorka za
ekstrakciju, je vazno zbog ucinka ekstrakcije. Nakon usitnjavanja dobije se veca koli¢ina
sitnijih Cestica ¢ime se povecava kontakt izmedu Cestice i otapala i povecava brzina ekstrakcije.
Na Slici 11 i Slici 12 prikazan je postupak usitnjavanja uzorka (sjemenki grozda). Uzorak

kozice grozda i uzorak sjemenki grozda zasebno su usitnjavani.

Slika 11 Postupak usitnjavanja sjemenki grozda Slika 12 Usitnjen uzorak sjemenki grozda

(Izvor: autor) (Izvor: autor)
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3.3.2. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

U epruvete je odvagano 1,5 g usitnjenog uzorka te dodano 30 mL otapala. Koristena otapala su:
destilirana voda, 96%- tni etanol te 48%-tna vodena otopina etanola. Na taj na¢in pripremljeno
je 17 uzoraka s razli¢itim koncentracijama otapala prema Box-Behnkenovom planu pokusa
(Tablica 3). Nadalje su uzorci homogenizirani te podvrgnuti ultrazvucnoj ekstrakciji.
Ultrazvuéna ekstrakcija provedena je uz pomo¢ ultrazvucne sonde Hielscher UP400St (Slika
13). Vrijeme izlaganja uzorka ultrazvuku bilo je 120 sekundi (konstantni parametar) uz primjenu
razli¢itih vrijednosti amplituda te impulsa. Omjer usitnjenog uzorka [g] i otapala [mL] bio je

1:20 (konstantni parametar).

Tablica 3 Procesni parametri za ultrazvucnu ekstrakciju

R [‘,(/?)t;‘:l:gﬁ] Amplituda [%]  Tmpuls [%]
i 43 60 60
2 43 60 60
3 43 60 60
4 43 20 100
5 48 20 20
6 0 60 100
7 43 60 60
8 48 100 20
9 43 100 100
10 96 100 60
1 0 100 60
12 96 20 60
13 0 20 60
14 96 60 100
15 0 60 20
16 43 60 60
17 96 60 20

19



3.Eksperimentalnii dio

Slika 13 Ultrazvucna sonda (Izvor: autor)

Nakon ultrazvucne ekstrakcije dobiveni ekstrakt filtriran je s pomocu filter papira. Postupak

filtracije prikazan je na Slikama 14 i 15.

Slika 16 Profiltrirani ekstrakt sjemenki grozda Slika 17 Profiltrirani ekstrakt kozice grozda
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Nakon ekstrakcije vidljiva je razlic¢ita boja dobivenih ekstrakta (Slika 16 i Slika 17) Sto ukazuje
na ovisnost ekstrakcije o primijenjenom otapalu. Dobiveni, profiltrirani ekstrakti koristili su se
za daljnju analizu. U prethodno izvagane epruvete otpipetiralo se po 8 mL ekstrakta te su uzorci
postavljeni na uparavanje u uredaju SpeedVac SPD1030, prikazanom na Slici 18, pri

temperaturi 40-45°C i tlaku od 7,5 bara.

Slika 18 Uparavanje u uredaju SpeedVac (Izvor: autor)

3.3.3. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Antioksidacijska aktivnost uzoraka ekstrakta sjemenki i koZice grozda odredena je
spektrofotometrijski, DPPH metodom. Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti pripremljene
su otopine ekstrakta dobivenog ultrazvu¢nom ekstrakcijom i svjeze pripremljene DPPH
otopine. U epruvetu je dodano 1,2 mL razrijedenog ekstrakta koncentracije 0,5 mg/mL te 0,5
mL DPPH u tri ponavljanja. Za slijepu probu koriSten je metanol, u epruvetu je dodano 1,2 mL
razrijedenog ekstrakta koncentracije 0,5 mg/mL te 0,5 mL metanola. Za kontrolu apsorbancije
pripremljena je otopina 1,2 mL metanola i 0,5 mL DPPH. Tako pripremljeni uzorci prikazani
na Slici 20 stajali su 30 min na tamnom i zatim im je izmjerena apsorbancija na

spektrofotometru UV/VIS LLG pri 517 nm prikazanom na Slici 19.

Slika 19 Spektrofotometar UV/VIS LLG Slika 20 Pripremljeni uzorci

(Izvor: autor) (Izvor: autor)
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Antioksidacijska aktivnost odredena je prema jednadzbi (3):

9%DPPH = LppPHE Ab)7As 4000, 3)

ApppH
Gdje je:
Apppr - kontrola apsorbancije
Ay - slijepa proba
As—apsorbancija uzorka

Dobiveni rezultati izrazavaju se u postotku (%) redukcije slobodnog radikala DPPH.

3.3.4. Odredivanje ukupnih fenola

Ukupni fenoli odredeni su spektrofotometrijski, metodom s Folin-Ciocalteuovim reagensom.
Folin-Ciocalteuov reagens smjesa je fosfomolibdenske i fosfovolframove kiseline. U reakciji s
fenolnim spojevima dolazi do redukcije fosfomolibdenske i fosfovolframove kiseline u

molibdenov i volframov oksid.

Za odredivanje ukupnih fenola pripremljene su otopine od ekstrakta dobivenog ultrazvu¢nom
ekstrakcijom, Folin-Ciocalteuovog reagensa, natrijevog karbonata (Na;COj3) te destilirane
vode. U epruvetu je dodano 20 pg razrijedenog ekstrakta koncentracije 0,5 mg/mL, 100 pg
Folin-Ciocalteuovog reagensa te 300 pg 20%-tnog NaCOs;. Nakon dodanog natrijevog
karbonata (nakon 3 min) vidljiva je promjena boje iz zute u plavu (nastaje reducirani oblik
Folin-Ciocalteuovog reagensa) Sto ukazuje na prisutnost fenola. Intenzitet obojenja je
proporcionalan koli¢ini fenola u uzorku. U uzorak je dodano 1580 pg destilirane vode. Nadalje
se uzorak termostatirao 30 min na 40°C te mu je odredena apsorbancija u spektrofotometru
UV/VIS LLG pri 765 nm prikazanom na Slici 19. Uzorci su pripremljeni u tri paralele a rezultati

se izracunavaju prema kalibracijskoj krivulji (Slika 21) galne kiseline.
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Kalibracijski pravac GA
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Slika 21 Graf kalibracijske krivulje galne kiseline

3.3.5. Identifikacija i kvantifikacija pojedinih fenola primjenom tekucinske

kromatografije visoke djelotvornosti s detektorom niza dioda (HPLC-DAD)

Za analizu pojedinih fenola u uzorcima koZice i sjemenki grozda primijenjena je tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC - engl. High Performance Liquid
Chromatography) na uredaju HPLC Agilent 1260 Infinity O II (Agilent Technologies, Santa
Clara, Kalifornija, SAD) (Slika 24). Ekstrakti dobiveni ultrazvu¢nom ekstrakcijom prociséeni
su od necistoca kako eventualni zaostatci krutih Cestica ne bi oStetili kromatografski sustav.
Uzorci su profiltrirani kroz PTFE (politetrafluoroetilen) filtere (Slika 22) kroz pore veli¢ine
0,45 pm u viale od 6 mL. Tako pripremljeni uzorci (Slika 23) analizirali su se HPLC sustavom

prikazanim na Slici 24

= .

My

|

Slika 22 Filtracija uzoraka s PTFE filterima  Slika 23 Pripremljeni uzorci za HPLC analiza
(Izvor: autor) (Izvor: autor)
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Slika 24 (Katalog opreme Prehrambeno-tehnoloskog fakulteta Osijek, 2024)

HPLC sustav Agilent 1260 Infinity II sastoji se od:

1)
2)
3)
4)
5)
6)

kvarterne pumpe (G7111B)

grijaca kolone (G7116A) (raspona temperatura 10°C- 85°C)

DAD detektora (G7115A)

autosamplera (G7129A) (kapacitet: 36 viala po 6 mL)

sakupljaca frakcija (G1364E)

kolone InfinityLab Inertsil ODS-3V (duljina: 250 mm, unutarnji promjer: 4,6 mm,

veli¢ina Cestica: 5 pm)

Odvajanje spojeva u analiziranim uzorcima odvijalo se gradijentnim eluiranjem pri protoku od

ImL/min kroz 55 min. Za fazu A koriStena je 0,1%-tna mravlja kiselina u miliQ vodi (Millipore

Simplicity 185, Darmstadt, Njemacka) a za fazu B koriStena je 0,1%-tna mravlja kiselina u

metanolu. Gradijent eluiranja je postavljen na sljedeci nacin:

0,00-8,00 min 90% A
8,00-16,00 min 75% A
16,00-28,00 min 55% A
28,00-55,00 min 20% A

Nakon navedenih gradijenata uslijedio je period od 20 min gdje su se uvjeti analize vratili na

pocetno stanje. Volumen injektiranja uzoraka iznosio je 10 uL, valna duljina (UV detekcije) je

bila 240, 250, 260, 270, 280, 330 1 360 nm, a pri kojoj se provela analiza je 50 °C.
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Identifikacija i kvantifikacija fenolnih spojeva iz ekstrakata sjemenki i kozice grozda provedena
je racunalnim programom ChemStation u kojemu se, osim obrade podataka, vrsilo i upravljanje
sustavom. Identifikacija je provedena na nadin da su se usporedivala vremena zadrzavanja
pojedinih spojeva sa izdvojenim, dostupnim pikovima stiarda. Kvantifikacija je provedena s
pomocu kalibracijskih krivulja, metodom vanjskog standarda. Vremena zadrzavanja pojedinih

fenolnih spojeva koja su se koristila za identifikaciju spojeva prikazana su u Tablici 4.

Tablica 4 Vremena zadrzavanja pojedinih fenolnih spojeva

FENOLNI SPOJ VRIJEME ZADRZAVANJA [min] R’
Galna Kiselina 6,724 0,99904
Epigalokatehin 12,406 0,99505

Neoklorogenska kiselina 12,613 0,99997
Katehin 12,952 0,99997
Procijanidin B2 13,78 0,99997
Epikatehin 17,773 0,99736
Siringic¢na kiselina 19,84 0,99995
7-hidroksi kumarin 24,436 0,99998
p- kumarinska kiselina 24,962 0,99992
Sinapic¢na kiselina 27,522 0,99986
Benzojeva kiselina 29,833 0,99997
Reservatrol 31,503 0,99939
Elagi¢na Kkiselina 31,708 0,95516
Miricetin 33,402 0,98601
Procianidin A2 25,13 0,99996

Standardne kalibracijske krivulje za sve standarde fenola pripremljene su u rasponu od 1,00-
50,0 pg/mL. Linearnost kalibracijske krivulje potvrdena je s R? vrijednostima prikazanim u

Tablici 4.
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3.3.6. Optimiranje procesa ekstrakcije primjenom metode odzivnih
povrsina
Za optimizaciju ultrazvu¢ne ekstrakcije primijenjena je metoda odzivnih povrSina (engl.

Response Surface Metodology - RSM) pomocu koje se optimiraju utjecaji parametara

ekstrakcije na dobivene odzive.

RSM metoda ukljucila je Box-Behnken plan pokusa. Dizajn je ukljuc¢ivao sedamnaest

eksperimenata s pet ponavljanja u centralnoj tocki.

Procjena koeficijenata regresijskom analizom, analiza znacajnosti parametara na procese
(ANOVA) i numeri¢ka optimizacija provedeni su s pomoéu programa Design-Expert®, v.9 (Stat

Ease, Minneapolis, USA).

Koeficijentom determinacije (R’), p-vrijednostima modela te nedostatkom prilagodavanja

odredena je adekvatnost modela.

Na temelju nastalog polinoma (matematickog modela) odredene su odzivne povrsine kojima se

omogucuje vizualni prikaz ovisnosti ispitivanih parametara i promatranih procesa.
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4. 1. Utjecaj procesnih parametara UAE na udio ukupnih fenola u

dobivenim ekstraktima

Postoje dvije metode odredivanja ukupnih fenola iz biljnog materijala a to su: metoda s pomoc¢u
Folin-Denisovog reagensa i metoda s pomocu Folin-Ciocalteuovog reagensa. Navedene metode
temelje se na reakciji redukcije. Fenolni spojevi reduciraju navedene reagense pri cemu dolazi
do formiranja plavo obojenog kompleksa uslijed oksidacije reagensa. Obje metode, zbog svoje
nespecificnosti, odreduju sve prisutne fenolne skupine u uzorcima (Buci¢-Koji¢, 2008). Nakon
primjene ultrazvucne ekstrakcije pri razli¢itim procesnim parametrima (amplituda, impuls te
otapalo) udio ukupnih fenola u ekstraktu odredio se spektrofotometrijski, Folin-Ciocalteuovom
metodom. U Tablicama 5 i 6 prikazani su primijenjeni procesni parametri te udjeli ukupnih

fenola u uzorcima (izraZeni u mg/L galne kiseline).
Tablica S Udio ukupnih fenola u ekstraktima kozice grozda

Otapalo

Broj uzorka (% etOH] Amplituda [%] Impuls [%] GAE [mg/L]
1 48 60 60 50
2 48 60 60 46,41
3 48 60 60 52,56
4 48 20 100 55,38
5 48 20 20 44,1
6 0 60 100 41,54
7 48 60 60 49,23
8 48 100 20 57,69
9 48 100 100 60,26
10 96 100 60 50
11 0 100 60 46,92
12 96 20 60 49,49
13 0 20 60 36,41
14 96 60 100 46,15
15 0 60 20 44,1
16 48 60 60 46,15
17 96 60 20 23,08
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Iz Tablice S vidljivo je kako je najve¢i udio ukupnih fenola zabiljeZen pri primjeni 48%-tne
vodene otopine etanola, amplitudi od 100% te impulsu od 100% te iznosi 60,26 mg/L GAE.
Najmanji udio ukupnih fenola odreden je pri koriStenju 96%-tne vodene otopine etanola,
amplitudi od 60% te impulsu od 20% te iznosi 23,08 mg/L GAE. Iz navedenog se moze
zakljuciti kako otapalo u kombinaciji s primijenjenim impulsom utjece na udio ukupnih fenola

u uzorcima kozice grozda.
Tablica 6 Udio ukupnih fenola u ekstraktim sjemenki grozda

Otapalo

Broj uzorka [% ctOH] Amplituda [%] Impuls [%] GAE [mg/L]
1 48 60 60 155,13
2 48 60 60 163,08
3 48 60 60 171,03
4 48 20 100 167,95
5 48 20 20 130,51
6 0 60 100 97,69
7 48 60 60 170,26
8 48 100 20 236,67
9 48 100 100 237,95
10 96 100 60 117,18
11 0 100 60 122,31
12 96 20 60 103,08
13 0 20 60 94,62
14 96 60 100 105,9
15 0 60 20 118,97
16 48 60 60 168,97
17 96 60 20 91,03

Iz Tablice 6 vidljivo je kako je najveci udio ukupnih fenola zabiljezen pri primjeni 48%-tne
vodene otopine etanola, amplitudi od 100% te impulsu od 100% te iznosi 237,95 mg/L GAE.
Vrlo sli¢na koli¢ina ukupnih fenola (236,67 mg/L. GAE) dobivena je primjenom 48%-tne
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vodene otopine etanola, amplitude od 100% te impulsa od 20%. Koli¢ina ukupnih fenola se

neznatno smanjila primjenom manjeg postotka impulsa.

Najmanji udio ukupnih fenola zabiljezen je pri koristenju 96%-tne vodene otopine etanola,
amplitudi od 60% te impulsu od 20% te iznosi 91,03 mg/L GAE. Pri odredivanju ukupnih fenola
u ekstraktima iz uzoraka sjemenki grozda znacajan utjecaj je imao izbor otapala, u ovom slucaju
koncentracija etanola. [z Tablice 6 je vidljivo kako su najvece koli¢ine ukupnih fenola odredene
pri 48%-tnoj vodenoj otopini etanola kao otapala. Opcenito, udio ukupnih fenola znatno je veci

u uzorcima sjemenki grozda u odnosu na uzorke kozice grozda.

Za odredivanje udjela ukupnih fenola ultrazvu¢nom ekstrakcijom najbolje su se pokazali

parametri: 48%-tna vodena otopina etanola, amplituda 100% i impuls 100%.

Carrera i sur. (2012) proveli su ekstrakciju fenolnih spojeva na uzorcima bobica grozda.
Ekstrakciju su proveli na dva nacina: ekstrakcija konvencionalnom metodom te ekstrakcija
potpomognuta ultrazvukom te su utvrdili kako je udio ukupnih fenola ve¢i u uzorcima koji su

ekstrahirani s pomocu ultrazvuka.

4.2. Utjecaj procesnih parametara ultrazvucne ekstrakcije na

antioksidacijsku aktivnost

Antioksidansi su tvari koje S$tite organizam od Stetnog djelovanja slobodnih radikala.
Antioksidansi se vezu na slobodne radikale i na taj nacin sprjeavaju njihovo oksidacijsko
djelovanje. Fenolni spojevi imaju antioksidacijsko svojstvo, a njihova antioksidacijska
aktivnost ovisi o koli¢ini hidroksilnih skupina, strukturi konjugacija, te prisutnosti elektron-
donorskih i elektron-akceptorskih supstituenata na benzenskom prstenu. Postoji nekoliko

metoda odredivanja antioksidacijske aktivnosti u biljnim uzorcima:

1) TEAC (engl. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity),
2) FRAP (engl. Ferric Reducing/Antioxidant Power),
3) DPPH metoda (Jakobek i sur. 2007; Buci¢-Koji¢ 2008).

U ovom radu primijenjena je DPPH metoda primjenom koje dolazi do redukcije slobodnog
radikala 2,2-difenil-1-pikrilhidrazila (DPPH) u prisustvu antioksidanasa pri ¢emu dolazi do

postupne promjene boje od ljubicaste preko zelene pa do Zute.

30



4.Rezultati i rasprava

U Tablicama 7 i 8 prikazani su primijenjeni procesni parametri te antioksidacijska aktivnost u

uzorcima (izrazena u % DPPH)

Tablica 7 Antioksidacijska aktivnost u ekstraktima kozice grozda

Broj uzorka [%tzfgll‘;] Amplituda [%]  Impuls [%] % DPPH
1 48 60 60 22,873
2 48 60 60 22,092
3 48 60 60 22,756
4 48 20 100 21,077
5 48 20 20 20,414
6 0 60 100 17,447
7 48 60 60 21,624
8 48 100 20 21,311
9 48 100 100 24,161
10 96 100 60 11,397
11 0 100 60 5,386
12 96 20 60 8,275
13 0 20 60 1,444
14 96 60 100 13,154
15 0 60 20 1,093
16 48 60 60 22,795
17 96 60 20 10,5

Iz Tablice 7 vidljivo je kako je najveca antioksidacijska aktivnost pri koriStenju 48%-tne
vodene otopine etanola, primjeni amplitude od 100% te impulsa od 100% te iznosi 24,161%
DPPH. Primjenom 48%-tnog etanola te amplitude i impulsa od 60% odredena je manja
antioksidacijska aktivnosti (22%) $to ukazuje na ¢injenicu da smanjenje amplitude i impulsa
utjece na smanjenje antioksidacijske aktivnosti. Najmanja antioksidacijska aktivnost odredena
je pri primjeni Ciste vode kao otapala, amplitudi od 60%, impulsu od 60% te iznosi 1,0935%
DPPH. Najvece vrijednosti antioksidacijske aktivnosti zabiljezene su pri koristenju 48%-tne
vodene otopine etanola $to ukazuje na ¢injenicu da izbor otapala uvelike utjece na oksidacijsku

aktivnost.
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Tablica 8 Antioksidacijska aktivnost u ekstraktima sjemenki grozda

Broj uzorka [8:?:?)11?1] Amplituda [%]  Impuls [%] %DPPH
1 48 60 60 65,886
2 48 60 60 67,018
3 48 60 60 66,706
4 48 20 100 61,007
5 48 20 20 60,109
6 0 60 100 54,45
7 48 60 60 66,237
8 48 100 20 64,169
9 48 100 100 77,83
10 96 100 60 54,333
11 0 100 60 49,766
12 96 20 60 53,63
13 0 20 60 45,941
14 96 60 100 54,801
15 0 60 20 43911
16 48 60 60 67,096
17 96 60 20 48,322

Iz Tablice 8 vidljivo je kako je najveca antioksidacijska aktivnost pri koristenju 48%-tne
vodene otopine etanola, primjeni amplitude od 100% te impulsa od 100% (uzorak broj 9) te
iznosi 77,83% DPPH. Kod uzorka broj 4, uz 48%-tni etanol i impuls od 100%, primijenjena je
amplituda od 20% te je odredena antioksidacijska aktivnost od 61,077% DPPH S$to je znatno
manje u odnosu na uzorak broj 9. 1z toga se moze zakljuciti kako se primjenom manje amplitude
smanjuje antioksidacijska aktivnost uzoraka. Najmanja antioksidacijska aktivnost odredena je
pri koriStenju vode kao otapala pri amplitudi od 60% 1 impulsu od 20%. Opcenito,
antioksidacijska aktivnost sjemenki grozda znatno je ve¢a u odnosu na antioksidacijsku
aktivnost koZice grozda Sto se moze pripisati veCem udjelu ukupnih polifenola u sjemenkama

grozda.

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti ultrazvu¢nom ekstrakcijom najbolje su se pokazali

parametri: 48%-tna vodena otopina etanola, amplituda 100% i impuls 100%.
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Gonzalez-Centeno i sur. (2015) usporedili su konvencionalne metode ekstrakcije sa
ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom na uzorku komine grozda sorte Syrah. Obje vrste
ekstrakcija provedene su pri razliitim temperaturama (20°C, 35°C, 50°C) i vremenu gdje su
alikvoti ekstrakta uzimani nakon 2,5, 5, 7,5, 10, 12,5, 15, 20, 25, 30, 40, 50 i 60 minuta te uz
vodu kao otapalo. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom provedena je pri frekvenciji od
55 + 5 kHz. Pri konvencionalnim metodama mijesanje uzorka se odvijalo mehani¢kim putem
dok je pri ultrazvucnoj ekstrakciji to mijeSanje zamijenila ultrazvucna sonda. Uoceno je
znacajno povecanje antioksidativnog kapaciteta te udjela ukupnih fenola porastom temperature,
a osobito primjenom ultrazvuka. Nakon ultrazvuéne ekstrakcije od 1 sata pri temperaturi od
50°C ukupni sadrzaj fenolnih spojeva bio je 3,3 puta veci, dok je antioksidativni kapacitet bio

2,5 puta veci u odnosu na konvencionalne metode.

Gonzalez-Centeno i sur. (2015) zakljucuju kako ultrazvucna ekstrakcija daje bolje rezultate u
pogledu ukupnih sadrzaja fenola i antioksidacijske aktivnost, te da je brzina ultrazvuéne

ekstrakcije ve¢a u odnosu na konvencionalne metode.
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4.3. Statisticka analiza procesnih parametara ekstrakcije potpomognute

ultrazvukom

S pomoéu programa Design-Expert® provedena je optimizacija procesa ekstrakcije
potpomognute ultrazvukom, metodom odzivnih povrsina. Cilj je bio pronaci optimalne uvjete
ekstrakcije u odnosu na udio ukupnih fenola i antioksidacijsku aktivnost u dobivenim
ekstraktima. StatistiCka analiza znaCajnosti parametara na procese (ANOVA) provedena je za

promatrane odzive.

Statisticka analiza (ANOVA) za odredivanje ukupnih fenola iz uzoraka kozice grozda prikazana
je u Tablici 9. Kada je p-vrijednost manja od 0,05 tada taj parametar ima statisticki znacajan

utjecaj na promatrani odziv.

Tablica 9 Statisticka analiza (ANOVA) za ukupne fenole kozice grozda

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 979,59 9 108,84 4,39 0,032
Otapalo-X; 0,0078 1 0,0078 0,0003 0,9863
Amplituda-X; 108,71 1 108,71 4,38 0,0745
Impuls-X; 147,58 1 147,58 5,95 0,0448
XX 25 1 25 1,01 0,3487
XX 164,22 1 164,22 6,62 0,0368
X2X; 18,97 1 18,97 0,765 0,4108
X2 372,24 1 372,24 15,01 0,0061
X5’ 163,82 1 163,82 6,61 0,037
X;? 2,37 1 2,37 0,0955 0,7663
Ostatak 173,56 7 24,79
Nedostatak modela 145,08 3 48,36 6,79 0,0476
Pogreska 28,47 4 7,12
Ukupno 1153,15 16
R’ 0,9607
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Iz Tablice 9 vidljivo je da je regresijski model statisticki znacajan s obzirom na p-vrijednost
koja iznosi: 0,032 te s R’ vrijednosti koja iznosi: 0,9607. Promatranjem pojedina¢nih
parametara na odziv vidljivo je kako impuls, interakcija otapala i impulsa, kvadratni ¢lan
otapala te kvadratni ¢lan amplitude imaju statisticki znacajan utjecaj na promatrani odziv. Od
navedenog, najveci statisticki utjecaj ima kvadratni ¢lan otapala. Slika 25 i Slika 26 prikazuju

3D model odzivnih povrsina za ukupne fenole kozice grozda.
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Slika 25 3D model utjecaja amplitude i otapala na udio ukupnih fenola u kozici grozda
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Slika 26 3D model utjecaja impulsa i otapala na udio ukupnih fenola u kozici grozda

1z Slike 25 i Slike 26 vidljivo je kako porastom amplitude raste i udio ukupnih fenola u kozici
grozda dok porast postotka impulsa nema znac¢ajan utjecaj na udio ukupnih fenola. Takoder je

vidljivo kako je najve¢i udio ukupnih fenola pri koristenju 48%-tne vodene otopine etanola.
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Statisticka analiza (ANOVA) za odredivanje ukupnih fenola iz uzoraka sjemenki grozda

prikazana je u Tablici 10.

Tablica 10 Statisticka analiza (ANOVA) za ukupne fenole sjemenki grozda

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 30275,13 9 3363,9 8,54 0,0049
Otapalo-X; 33,62 1 33,62 0,0854 0,7786
Amplituda-X; 5937,78 1 5937,78 15,08 0,006
Impuls-X; 130,49 1 130,49 0,3314 0,5829
XXz 46,17 1 46,17 0,1173 0,7421
XiX; 326,71 1 326,71 0,8297 0,3927
X2X; 326,89 1 326,89 0,8301 0,3925
X7’ 22520,65 1 22520,65 57,19 0,0001
X7? 1179,62 1 1179,62 3 0,1271
X3’ 494,58 1 494,58 1,26 0,2994
Ostatak 2756,46 7 393,78
Nedostatak modela 2577,97 3 859,32 19,26 0,0077
Pogreska 178,48 4 44,62
Ukupno 33031,59 16
R’ 0,9166

Iz Tablice 10 vidljivo je da je regresijski model statisticki znacajan s obzirom na p-vrijednost
koja iznosi: 0,0049 te s R’ vrijednosti koja iznosi: 0,9166. Promatranjem pojedina¢nih
parametara na odziv vidljivo je kako amplituda te kvadratni Clan otapala statisticki imaju
znacajan utjecaj na promatrani odziv. Od navedena dva parametra veci statisticki utjecaj ima

kvadratni ¢lan otapala.

Slika 27 i Slika 28 prikazuju 3D model odzivnih povrSina za odredivanje ukupnih fenola u

uzorcima sjemenki grozda.
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Slika 28 3D model utjecaja impulsa i otapla na udio ukupnih fenola u sjemenkama grozda

Iz Slike 27 i Slike 28 vidljivo je kako porastom amplitude raste i udio ukupnih fenola u
sjemenkama grozda dok porast postotka impulsa nema znacajan utjecaj na udio ukupnih fenola.

Takoder je vidljivo kako je najveéi udio ukupnih fenola pri koristenju 48%-tne vodene otopine

etanola.
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Statisticka analiza (ANOVA) za odredivanje antioksidacijske aktivnosti iz uzoraka kozice

grozda prikazana je u Tablici 11.

Tablica 11 Statisticka analiza (ANOVA) za antioksidacijsku aktivnost kozice grozda

vari;zzlri)l:los " SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 975,02 9 108,34 19,02 0,0004
Otapalo-X; 40,3 1 40,3 7,08 0,0325
Amplituda-X; 15,25 1 15,25 2,68 0,1458
Impuls-X; 63,4 1 63,4 11,13 0,0125
XiXz 0,1681 1 0,1681 0,0295 0,8685
XiX; 46,92 1 46,92 8,24 0,024
X2X; 1,2 1 1,2 0,21 0,6607
Xi? 767,07 1 767,07 134,69 <0,0001
X5’ 22,37 1 22,37 3,93 0,0879
X5’ 11,02 1 11,02 1,94 0,2068
Ostatak 39,86 7 5,69
Nedostatak 38,67 3 12,89 42,98 0,0017
Pogreska 1,2 4 0,2999
Ukupno 1014,88 16
R’ 0,9607

Iz Tablice 11 vidljivo je da je regresijski model statisticki znacajan s obzirom na p-vrijednost
koja iznosi: 0,0004 te s R’ vrijednosti koja iznosi: 0,9607. Promatranjem pojedina¢nih
parametara na odziv vidljivo je kako otapalo, impuls, interakcija otapala i impulsa te kvadratni
¢lan otapala imaju znacajan utjecaj na promatrani odziv. Od navedenog, najveci statisticki

utjecaj ima kvadratni ¢lan otapala (p = 0,0001).

Slika 29 i Slika 30 prikazuju 3D model odzivnih povrSina za odredivanje antioksidacijske

aktivnosti u uzorcima kozice grozda.
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DPPH (%)

DPPH (%)

Slika 30 3D model utjecaja impulsa i otapala na antioksidacijsku aktivnost u kozici grozda

Iz Slike 29 i Slike 30 vidljivo je kako porastom impulsa raste i antioksidacijska aktivnost u
kozici grozda dok porast amplitude nema znaCajan utjecaj na antioksidacijsku aktivnost.

Takoder je vidljivo kako je najvecéa antioksidacijska aktivnost pri koristenju 48%-tne vodene

otopine etanola.
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Statisticka analiza (ANOVA) za odredivanje antioksidacijske aktivnosti iz uzoraka sjemenki
grozda prikazana je u Tablici 12.

Tablica 12 Statisticka analiza (ANOVA) za antioksidacijsku aktivnost sjemenki grozda

Izvor

i b SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 1319,53 9 146,61 24,27 0,0002
Otapalo-X; 36,2 1 36,2 59 0,0442
Amplituda-X; 80,71 1 80,71 13,36 0,0081
Impuls-X; 124,64 1 124,64 20,63 0,0027
XX 2,44 1 2,44 0,4034 0,5455
X1X; 4,12 1 4,12 0,6822 0,4361
X2X; 40,72 1 40,72 6,74 0,0356
X7? 1016,73 1 1016,73 168,32 0,0001
X’ 0,073 1 0,073 0,0121 0,9155
X;? 1,94 1 1,94 0,3206 0,5889
Ostatak 42,28 7 6,04
Necostatak 4121 3 13,74 51,22 0,0012
Pogreska 1,07 4 0,2682
Ukupno 1361,82 16
R’ 0,9689

Iz Tablice 12 vidljivo je da je regresijski model statisticki znacajan s obzirom na p-vrijednost
koja iznosi: 0,0002 te s R’ vrijednosti koja iznosi: 0,9689. Promatranjem pojedina¢nih
parametara na odziv vidljivo je kako linearni ¢lan otapala, te amplitude i impulsa, kao i
interakcija otapala i impulsa te kvadratni Clan otapala imaju statisticki znacajan utjecaj na
promatrani odziv. Od navedenog, najveci statisticki utjecaj ima kvadratni ¢lan otapala

(p=0,0001).

Slika 31 i Slika 32 prikazuju 3D model odzivnih povrSina za antioksidacijsku aktivnost uzoraka

sjemenki grozda.
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Slika 32 3D model utjecaja impulsa i otapala na antioksidacijsku aktivnost u sjemnkama

grozda

Iz Slike 31 i Slike 32 vidljivo je kako porastom impulsa i amplitude raste antioksidacijska
aktivnost u sjemenkama grozda. Takoder je vidljivo kako je najveca antioksidacijska aktivnost
pri koristenju 48%-tne vodene otopine etanola.

Statistickom obradom podataka utvrdeno je kako su optimalni uvjeti pri provodenju ultrazvucne
ekstrakcije za uzorke sjemenki i kozice grozda: 48%-tna vodena otopina etanola, amplituda

100% te impuls 100%.
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4.4. Identifikacija i kvantifikacija pojedinih fenolnih spojeva primjenom
tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti s detektorom niza dioda
(HPLC-DAD)

Kromatografija je metoda kojom se komponente iz smjese razdjeljuju u dvije faze: mobilna ili
pokretna faza i stacionarna ili nepokretna faza. Prema mobilnoj fazi razlikujemo: plinsku i
tekucinsku kromatografiju te kromatografiju u superkriticnim uvjetima. U ovom radu
primijenjena je tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti s pomocu koje su identificirani

i kvantificirani pojedini fenolni spojevi.

HPLC analizom uzoraka kozice grozda utvrdeno je 14 spojeva za koje su nam bili dostupni
standardi (Tablica 13). Medu odredenim spojevima u najve¢im koncentracijama prisutni su:
katehin i epikatehin. U nizim koncentracijama prisutni su: epigalokatehin i procijanidin B2,
dok su medu najnizim koncentracijama prisutni: neoklorogenska kiselina, p-kumarinska
kiselina, sinapi¢na kiselina te resveratrol. Najve¢a koncentracija katehina (231,01 mg/L)
odredena je pri uvjetima ultrazvu¢ne ekstrakcije: 48%-tna vodena otopina etanola, amplituda
100% te impuls 100%. Dok je najmanja koncentracija katehina (55,68 mg/L) odredena pri
uvjetima ultrazvucne ekstrakcije: voda kao otapalo, amplituda 20% te impuls 60%. Najveca
koncentracija epikatehina (154,34 mg/L) odredena je pri uvjetima ultrazvucne ekstrakcije:
koncentracija etanola od 48%, amplituda 100% te impuls 100%. Dok je najmanja koncentracija
epikatehina (48,43 mg/L) odredena pri uvjetima ultrazvucne ekstrakcije: 96%-tna vodena

otopina etanola, amplituda 20% te impuls 60%.

S obzirom na navedeno, moze se zakljuciti kako su najvece koncentracije pojedinacnih spojeva
odredene pri uvjetima ultrazvucne ekstrakcije: 48%-tna vodena otopina etanola, amplituda

100% te impuls 100%.

HPLC analizom uzoraka sjemenki grozda utvrdeno je 11 spojeva (Tablica 14). Medu odredenim
spojevima u najvec¢im koncentracijama prisutni su: epigalokatehin, katehin i epikatehin. U nizim
koncentracijama prisutan je procijanidin B2, dok su medu najnizim koncentracijama prisutni:
sinapicna kiselina i resveratrol. Najveca koncentracija epigalokatehina (120,09 mg/L) odredena
je pri uvjetima ultrazvuéne ekstrakcije: 48%-tna vodena otopina etanola, amplituda 100% te
impuls 20%. Dok je najmanja koncentracija epigalokatehina (19,83 mg/L) odredena pri

uvjetima ultrazvucne ekstrakcije: 96%-tna vodena otopina etanola,

42



4.Rezultati i rasprava

amplituda 20% te impuls 60%. Najveca koncentracija katehina (530,51 mg/L) odredena je pri
uvjetima ultrazvucne ekstrakcije: 48%-tna vodena otopina etanola, amplituda 100% te impuls
20%. Najmanja koncentracija katehina (157,02 mg/L) odredena pri uvjetima ultrazvucne
ekstrakcije: voda kao otapalo, amplituda 20% te impuls 60%. Najveca koncentracija epikatehina
(333,94 mg/L) odredena je pri uvjetima ultrazvucne ekstrakcije: 48%-tna vodena otopina
etanola, amplituda 100% te impuls 20%, dok je najmanja koncentracija epikatehina (80,43
mg/L) odredena pri uvjetima ultrazvuéne ekstrakcije: 96%-tna vodena otopina etanola,

amplituda 60% te impuls 20%.

S obzirom na navedeno, moZze se zakljuciti kako su najvece koncentracije pojedinacnih spojeva
odredene pri uvjetima ultrazvucne ekstrakcije: 48%-tna vodena otopina etanola kao otapalo,

amplituda 100% te impuls 20%.

U uzorcima kozice grozda, za razliku od uzoraka sjemenki, pronadeni su: siringi¢na kiselina, p-
kumarinska kiselina, elagi¢na kiselina, miricetin. U uzorcima sjemenki, za razliku od uzoraka
kozice, pronaden je procijanidin A2. Opéenito, veci broj pojedinacnih spojeva odreden je u
kozici grozda u odnosu na sjemenku ali ve¢e koncentracije pojedinacnih spojeva odredene su u
sjemenkama grozda. I u sjemenkama i u kozici grozda se u najve¢im koncentracijama nalaze:
fenolni spojevi - katehin i epikatehin ¢ije su najvece koncentracije odredene pri koriStenju 48%-
tne vodene otopine etanola te amplitude od 100% tijekom ultrazvuc¢ne ekstrakcije. Vrlo vazan
polifenolni spoj, odreden i u sjemenkama i u kozici grozda, je resveratrol. U ekstraktima
sjemenki grozda prisutan je u nesto vecoj koncentraciji u odnosu na ekstrakte kozice grozda, a
najveca koncentracija (1,94 mg/L) odredena mu je u ekstraktu dobivenom primjenom 48%-tne
vodene otopine etanola kao otapala, amplitude od 100% te impulsa od 20%. Resveratrol je vrlo
vazan zbog svog visokog antioksidativnog djelovanja, takoder moze se koristiti u lijecenju
tumora te se smatra potencijalnim polifenolnim spojem za lijecenje i prevenciju odredenih vrsta
raka. Njegova antikarcinogena svojstva isticu se ¢injenicom da mogu inhibirati sve faze razvoja
raka od inicijacije do progresije. Nadalje, zabiljezeni su i drugi vazni u€inci resveratrola poput
protuupalnih, kardioprotektivnih, vazorelaksantnih i neuroprotektivnih ucinaka (Salehi i sur.

2018).
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Tablica 13 Rezultati HPLC analize ekstrakata koZice grozda prema BBD

.g E é £ s = 47 2 = =
255 |E< |BEo|=s. B |5 |BEo|ffofzo|fzo Bz 5. |E:-%
CZ| 2% |29 |23F| D |ZeP|ET |BST|SET|EST|EET TSR GD |85E| 2%
23| s 3 S 2 3 5 _—E-E :E'EE =§E gﬁa.iﬁg E,EE %E éﬁEEE
= | = = g = S: = n = —f »n =) I~
< = z A
RT | 6,724 | 12,406 | 12,613 | 12,952 | 13,780 | 17,773 | 19,840 | 24,436 | 24,962 | 27,522 | 29,833 | 31,503 | 31,708 | 33,402
1. | 656 | 4897 | 2,12 | 21680 | 2394 | 14435 | 355 | 12,06 | 3,53 | 224 | 11,65 | 134 | 235 | 404
2. | 601 | 4668 | 2,18 | 20908 | 2344 | 13416 | 3,77 | 1084 | 334 | 185 | 1075 | 130 | 178 | 40l
3. | 596 | 4659 | 220 | 2088 | 23,17 | 14225 | 373 | 1096 | 332 | 186 | 1081 | 129 | 191 | 403
4. | 546 | 4174 | 192 | 18694 | 20,71 | 11972 | 332 | 959 | 289 | 1,65 | 973 | 125 | 132 | 414
5. | 620 | 4853 | 233 | 21639 | 2435 | 143,09 | 335 | 11,84 | 393 | 222 | 1142 | 136 | 212 | 403
6. | 1,92 - 055 | 15513 | 875 | 9119 | 294 | 407 | LIl 133 | 740 | 127 | 091 | 382
7. | 609 | 5459 | 208 | 209,57 | 22,79 | 14244 | 3.66 | 810 | 326 | 213 | 1082 | 128 | 199 | 420
8. | 590 | 5303 | 208 | 201,98 | 2236 | 13271 | 3,65 | 1081 | 346 | 152 | 1029 | 126 | 204 | 44l
9. | 661 | 5184 | 244 | 231,01 | 2535 | 15434 | 358 | 752 | 227 | 217 | 11,99 | 143 | 239 | 405
10. | 1,69 - 052 | 12405 | 611 | 6989 | 257 | 38 | 077 | 098 | 612 | 128 | 024 | 380
1L | 572 | 30,66 | 022 | 9335 | 1680 | 7246 | 239 | 028 | 0.5 | 072 | 344 - - -
12. | 182 - 063 | 9684 | 406 | 4843 | 213 | 093 | 096 | 081 | 343 | 1,20 - 3,78
13. | 523 | 2353 | 085 | 5568 | 1275 | 5239 | 2,55 - - 056 | 247 - - -
4. | 173 - 052 | 13225 | 660 | 7338 | 262 | 318 | 078 | 098 | 595 | 126 | 032 | 38l
15. | 519 | 2220 | 080 | 57.16 | 1224 | 5258 | 247 - - 196 | 3.57 - - -
16. | 639 | 47,53 | 220 | 22120 | 2459 | 14682 | 386 | 11,78 | 381 | 211 | 1147 | 130 | 2,18 | 400
17. | 160 - 041 | 1097 | 536 | 6116 | 253 | 2,65 | 067 | 094 | 541 | 121 | 021 | 410
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Tablica 14 Rezultati HPLC analize u sjemenkama grozda

2 2 g = - = = ; - =
=% [3< |2 55. |E< |E.< |35 |Ff< |E.<|f2< Bis |G
S |29 |2% (%% |2% |E2% 5% |EiF |E97E3EF | §5R |:%
=8 |£% |g® |22° |E 2 | EF 22T % O g=° |32° |5°

"8 | & g £ s S £ | 2 2

RT 6,724 12,406 12,613 12,952 13,780 17,773 24,436 27,522 29,833 31,503
1. 11,66 88,98 12,45 439,7 55,94 281,76 3,32 10,94 1,75 1,46 1,60
2. 11,53 91,52 12,77 423,28 54,13 271,66 21,27 9,55 1,80 1,54 1,58
3. 12,21 100,51 14,03 454,71 58,14 290,04 22,98 8,74 1,83 1,50 1,62
4. 12,07 90,76 12,74 419,62 52,59 263,10 27,58 11,75 13,46 2,63 1,80
5. 12,51 104,52 14,7 466,96 59,89 297,67 4,39 8,45 13,53 2,78 1,88
6. 10,83 82,8 12,80 284,59 50,71 180,28 12,99 9,06 0,88 4,05 -

7. 12,77 110,75 15,49 481,21 62,05 307,40 23,61 7,50 1,86 1,55 1,90
8. 13,89 120,09 16,86 530,51 67,11 333,94 123,49 9,16 15,60 2,94 1,94
9. 13,08 113,03 15,86 484,47 61,86 312,59 4,17 10,93 1,99 1,56 1,92
10. 5,26 42,04 1,5 315,52 21,22 174,46 - 11,12 9,22 9,47 1,50
11. 12,23 94,75 13,31 319,10 51,06 214,87 3,06 8,12 0,94 4,49 -

12. 4,04 19,83 1,20 242,22 16,01 130,13 9,66 11,97 0,75 2,17 1,40
13. 10,16 57,06 8,76 157,02 35,86 112,04 - 10,38 15,68 2,75 1,60
14. 5,29 25,61 1,47 308,0 20,89 172,40 - 9,69 0,87 2,85 1,40
15. 10,65 58,63 3,38 166,88 35,73 119,43 1,51 4,557 0,58 2,61 -

16. 12,58 107,01 15,03 464,09 59,14 294,05 111,85 8,92 1,83 1,59 1,61
17. 1,75 - 0,79 163,69 8,59 80,43 3,94 9,55 1,60 - 1,25
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De Irade i sur. (2021) proveli su ultrazvu¢nu ekstrakciju u cilju odredivanja utjecaja razlicitih
parametara ekstrakcije na dobivene ekstrakte na uzorcima komine grozda sorte Syrah. HPLC
analizom ekstrakata utvrdena je najveca koncentracija kaftarinske kiseline u svim ekstraktima.
Fenolna i galna kiselina odredene su u visokim koncentracijama, medutim, te kiseline su
karakteristicne za sjemenke grozda. Resveratrol, koji je takoder karakteristiCan za sjemenke
grozda, nije detektiran ovom analizom. Najzastupljeniji flavonoid, u kozici grozda, odreden
metodom je procijanidin B2. Istrazivanjem je utvrdeno da tretman ekstrakcije od 20 min daje
ekstrakte bogate flavonoidima te ekstrakte antioksidativnog potencijala. Primjenom
temperature od 60°C dobiveni su najbolji rezultati u pogledu ukupnih fenola, fenolnih kiselina,
flavanola i stilbena. Temperatura od 60°C povezana s primjenom ultrazvuka pokazala je losije
rezultate. Iz navedenog se moze zakljuciti kako upotreba ultrazvuka moze pogodovati

ekstrakciji ali je pri tome potrebno odrediti idealne parametre za njezino provodenje (de Irade

isur. 2021).
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5.Zakljucak

Iz ovog rada moze se zakljuciti sljedece:

e Udio ukupnih fenola znatno je ve¢i u uzorcima sjemenki grozda u odnosu na uzorke
kozice grozda sorte Pinot crni.

e Antioksidacijska aktivnost sjemenki grozda znatno je veéa u odnosu na
antioksidacijsku aktivnost kozice grozda Sto ukazuje i na korelaciju izmedu ukupnih
fenola i antioksidacijske aktivnosti.

e Statisticka analiza (ANOVA) pokazala je kako porastom amplitude raste i udio
ukupnih fenola dok porast postotka impulsa nema znacajan utjecaj na udio ukupnih
fenola u uzorcima kozice grozda. Takoder je pokazala kako porastom impulsa raste i
antioksidacijska aktivnost dok porast amplitude nema znaCajan utjecaj na
antioksidacijsku aktivnost u uzorcima kozice grozda.

e Statisticka analiza (ANOVA) pokazala je kako porastom amplitude raste i udio
ukupnih fenola dok porast postotka impulsa nema znacajan utjecaj na udio ukupnih
fenola u uzorcima sjemenki grozda. Takoder je pokazala kako porastom impulsa i
amplitude raste antioksidacijska aktivnost u uzorcima sjemenki grozda.

e Statistickom obradom podataka utvrdeno je kako su optimalni uvjeti pri provodenju
ultrazvucne ekstrakcije: 48%-tna vodena otopina etanola kao otapalo, primjena
amplitude od 100% te impulsa od 100%.

e HPLC analizom vece koncentracije pojedinacnih spojeva odredene su u sjemenkama
grozda.

e Katehin i epikatehin su najzastupljeniji fenolni spojevi i u sjemenkama i kozici grozda.

e FEkstrakcija potpomognuta ultrazvukom predstavlja inovativnu tehniku koja
omogucuje izolaciju vrijednih bioaktivnih spojeva iz komine grozda. Ova tehnika
poboljsava ucinkovitost ekstrakcije, omogucuju¢i da se komina, bogata
antioksidansima, polifenolima, vlaknima i drugim korisnim komponentama, iskoristi
u razvoju novih funkcionalnih proizvoda. Time bi se proces proizvodnje hrane mogao
optimizirati uz maksimalno iskoriStenje otpada sto je i cilj prelaska s modela linearne

na kruznu ekonomiju.
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