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Popis oznaka, kratica i simbola

OZNAKE:

A — apsorbancija

¢ — masena koncentracija analizirane tvari u ekstraktu [mg/mL]
¢’ - mnoZzinska koncentracija tvari u ekstraktu
C — maseni udio tvari u ekstraktu [mg/gs.t.]
DF — faktor razrjedenja

lo— intenzitet ulazne svjetlosti

lp — intenzitet propustene svjetlosti

| = duljina kivete; 1 cm

M — molekularna masa

R — koeficijent povezanosti

KRATICE:

AA — antioksidacijska aktivnost

CE — ekvivalenti (+)-katehina

DPPH — 2,2-difenil-1-pikrihidrazil radikal
FC — Folin — Ciocalteu metoda/reagens
GAE — ekvivalenti galne kiseline

PB — Prussian Blue metoda

s.t. —suha tvar

UF — ukupni flavonoidi

UFS — ukupni fenolni spojevi

UPA — ukupni proantocijanidini

SIMBOLI:

A —valna duljina

e — koeficijent molarne ekstinkcije (apsorbancije), [m3/mol-m]
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1. Uvod

Tijekom procesa prerade grozda u vino zaostaju znacajne koli¢ine nusproizvoda tzv. tropa
grozda. Trop grozda se u Republici Hrvatskoj nepravedno tretira kao otad, te se kao takav u
vecini sluajeva bez dodatne obrade odlaze na deponije. Prema direktivama Europske unije
takav nacin zbrinjavanja tropa groida je ekoloski i ekonomski neprihvatljiv. S obzirom na
¢injenicu da je trop grozda potencijalni izvor visokovrijednih produkata poput bioloski aktivnih
polifenolnih spojeva, etanola, Seéera, proteina, organskih kiselina, ulja, te vlakana, trop grozda

moze se tretirati kao visokovrijedna sirovina.

S obzirom na to da je dospijevanje grozda sezonskog karaktera, iskoriStavanje tropa grozda
zahtjeva njegovo skladistenje do prerade u krajnji proizvod. Trop grozda ima relativno visoku
vlaznost koja iznosi oko 65 %, stoga se u tropu grozda tijekom skladistenja nastavljaju odvijati
enzimski, kemijski i fizioloSki procesi koji mogu narusiti kakvocu izvorne sirovine. Navedene
procese moguce je usporiti operacijom susenja. U prehrambenoj industriji susenje se provodi
u cilju prerade i/ili konzerviranja hrane, pri ¢emu je konacan proizvod susSenja ili gotov
proizvod ili sekundarna sirovina za daljnju preradu. SuSenje dovodi do fizikalno-kemijske
promjene sastojaka sirovine, te je stoga bitno odrediti optimalne parametre susenja (metoda,
temperature, vrijeme, brzina strujanja zraka, veli¢ina uzorka, itd.). Susenjem u fluidiziranom
sloju ostvaruje se vrlo dobar kontakt medija s materijalom Sto osigurava jednoliko susenje te

krace vrijeme suSenja uz dobivanje kvalitetnog proizvoda.

Kako bi se aktivni fenolni spojevi sadrzani u bilinom materijalu maksimalno iskoristili, nuzno je
pravilno provesti njihovu izolaciju. Najées¢e koriStena metoda izolacije polifenolnih spojeva iz
biljnog materijala je kruto-tekuca ekstrakcija ili ekstrakcija otapalom. Kao otapalo za
ekstrakciju najéeSce se koristi apsolutni metanol, etanol te njihove vodene otopine, kao i

aceton, etil acetat itd.

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj procesnih uvjeta susenja (temperature i vremena susenja)
tropa grozda u fluidiziranom sloju na udio ekstrahiranih fenolnih spojeva i antioksidacijsku

aktivnost ekstrakta te usporedba rezultata dobivenih u ekstraktima vlaznog i suSenog tropa.
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2. Teorijski dio

2.1 TROP GROZPA

Vinova loza (Vitis Vinifera) je jedna od najc¢eSée uzgajanih kultura u svijetu s prosje¢nom
godisnjom proizvodnjom grozda od 65,5 miliona tona. Dok se oko 80 % godisnje proizvodnje
grozda preraduje u vino, 20-30% preradenog grozda zaostaje kao kruti otpad — trop grozda

koji se sastoji od koZica, sjemenki i peteljki (Buci¢-Koji¢, 2008).

2.2 KEMIJSKI SASTAV POJEDINIH DIJELOVA GROZDA

Peteljka

Peteljka predstavlja skelet grozda. Sastoji se od osnovnog dijela koji se vise ili manje grana.
ZavrSava sa petelj¢icama koje nose cvijet, a nakon oplodnje i bobicu. Peteljka je bogata
polifenolima, narocito kod crnih sorata. Najzastupljeniji polifenol je leukocijanidol. Fenolni

spojevi sadrzani u peteljci prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1 Sadrzaj fenolnih spojeva u peteljci (Ribéreau — Gayon i sur, 1976)

Sastojak % u grozdu
Ukupni polifenoli 20
Tanini 15
Proantocijanidini 26
Katehini 15
Galna kiselina 16

Sjemenke

Najvedi dio sastojaka u sjemenci su rezervni sastojci potrebni za ishranu klice, a znacajni su i
za tehnologiju vina. Sjemenka se sastoji od masne jezgre, koju okruzuje drvena ljuska

prekrivena taninskom kutikulom. Presani trop grozda sadrzi 20 do 30% sjemendki.



2. Teorijski dio

Sjemenke grozda sadrze oko 40% vlakana, 16% ulja, 11% proteina i 7% polifenolnih spojeva,
neSto Seéera i mineralnih tvari. NajviSe tanina, od svih ¢vrstih dijelova grozda, nalazi se u
sjemenkama. Sazrijevanjem grozda sadrzZaj taninskih spojeva opada. Smjesteni su u vanjskom

dijelu sjemenke (taninska kutikula) i lako prelaze u vino tijekom maceracije.

Kemijski sastav sjemenki prikazan je u Tablici 2, a u Tablici 3 je prikazan sadrzaj fenolnih

spojeva.

Tablica 2 Kemijski sastav sjemenke grozda (Ribéreau — Gayon i sur, 1976)

Sastojak Ui1o0g
Voda 25-45
Ugljikohidrati 31-36
Ulja 13-20
Tanini 4-6
Dusicni spojevi 4-6,5
Minerali 2-4
Masne kiseline 1

Tablica 3 Sadrzaj fenola u sjemenci (Ribereau — Gayon i sur, 1976)

Sastojak % u grozdu
Ukupni fenoli 22 -56
Procijanidini 28 -56
Katehini 67 — 86
Galna i kava kiselina -

KozZica
KoZica predstavlja vanjski omotac bobice koji se sastoji od 6 — 10 slojeva stanica. Na vanjskom

su dijelu stanice manje, a prema unutrasnjosti vece dok su im pregrade vrlo tanke.



2. Teorijski dio

Zahvaljujudi elasti¢nosti staniénih stjenki u toku porasta i sazrijevanja bobice koZica poveéava

svoj volumen.

U Tablici 4 prikazan je kemijski sastav koZice, a u Tablici 5 prikazan je sadrzaj polifenola u koZici.

Tablica 4 Kemijski sastav koZice (Radanovié¢, 1986)

Sastojak %
Voda 58 -82
Pentoze 1-1,2
Celuloza 3,5
Pektini, smole i sluzi 0,9
Kiseline 0,13-0,67
Tanini 0,01-15,4
Dusicni spojevi 0,8-1,9
Masti 1,5
Minerali 2,0-3,7
Tablica 5 Sadrzaj polifenola u kozici
Sastojak % u grozdu
Ukupni fenoli 12-61
Procijanidini 17-47
Taninski spojevi 14 -50
Antocijani 100
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2.3 FENOLNI SPOIJEVI

Fenolni spojevi su sekundarni metaboliti sintetizirani u biljkama tijekom njihova normalnog
razvoja ili kao odgovor na stres (infekcije, oStecenja, UV zracenje). Njihov sadrzaj u biljnom
materijalu ovisi o vrsti, sorti, uvjetima i tehnikama uzgoja, procesu dozrijevanja, kao i o
uvjetima procesiranja i skladistenja (Naczk, Shahidi, 2006). S obzirom na njihovu strukturu i
funkciju, predstavljaju vrlo raznoliku skupinu spojeva od jednostavnih fenola do
visokopolimeriziranih spojeva (Pinelo i sur., 2006), ali opcenito podrazumijevaju spojeve koji
posjeduju aromatski prsten s jednom ili viSe hidroksilnih skupina. Buduéi da takvu strukturu
mogu imati i druge skupine spojeva (npr. terpenoidi), to€nija definicija temelji se na njihovom
metabolickom porijeklu pa se pod biljnim fenolnim spojevima smatraju derivati Sikiminske
kiseline i metabolizma fenilpropanoida. Fenolni spojevi obuhvacaju (Slika 1): fenolne kiseline,
kumarine, flavonoide, stilbene, tanine, lignane i lignine (Naczk, Shahidi, 2006; Naczk, Shahidi,

2004; Robards i sur., 1999).
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0~__0H
FENOLNE KISELINE Ox-CH
PHENOLIC ACIDS
HO OH
OH OH
Hidroksibenzojeve kiseline galna kiselina p-hidroksibenzojeva kiselina
Hydroxybenzoic acids gallic acid p-hydroxybenzoic acid
HOOC \///\Q:OII HOOC\//’\©\
OH OH
P kavena Kiselina p-kumarinska kiselina
Hydroxycinnamic acids caffeic acid p-coumaric acid

FLAVONOIDI

FLAVONOIDS -

OH O
asnovna struktura flavonoida kvercetin (flavonol) apigenin (flavon)
basic flavonoid structure quercetin (flavonol) apigenin (flavone)
OH
H OH
HO G QO O HO
OH
OH ©
naringenin (flavanon) katehin (flavanol) delfinidin (antocijanidin)
naringenin (flavanone) catechin (flavanol) delphinidin (anthocyanidin)
STILBENI H
STILBENES
OH [ 2
OH
resveratrol
resveratral

Slika 1 Strukturne formule nekih fenolnih tvari (Gumul, Korus, 2006)
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2.3.1 Flavonoidi

Flavonoidi su najrasprostranjenija skupina fenolnih spojeva u biljnom svijetu. Do danas je

identificirano viSe od 6400 flavonoida (Kazazi¢, 2004).

Osnovnu skupinu flavonoida ¢ine dva aromatska benzena A i B spojena preko heterociklickog
prstena C koji sadrzi kisik (Slika 2). PoloZaj razliCitih supstituenata (hidroksilne, metoksi i
glikozidne skupine) na prstenu A, B, i C, poloZaj vezivanja prstena B i C te nezasi¢enost i stupanj
oksidacije u strukturi prstena C utje¢u na mogucnost postojanja brojnih flavonoida koji imaju

razli¢itu kemijsku strukturu i bioloSke karakteristike (Wood i sur., 2002; Heim i sur., 2002).

Temeljem stupnja oksidacije heterociklickog prstena flavonoidi se mogu podijeliti u 14 grupa,
dok se flavonoidi prisutni u hrani mogu podijeliti u Sest grupa (Yilmaz, Toledo, 2004):
antocijanidini (grozde, vino, visnje), flavonoli (luk, brokula, kupus, kra jabuke, grozde), flavoni
(limun, maslina, celer), flavonoli (grozde, Cajevi), flavanoni (koza rajcice, citrusi) i izoflavoni

(soja) (Slika 3).

Slika 2 Osnovna monomerna struktura flavonoida (Buci¢-Koji¢, 2008)
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Slika 3 Osnovne grupe flavonoida najcesce prisutnih u hrani (Buci¢-Koji¢, 2008)

2.3.2 Pozitivna uloga fenolnih tvari

Fenolnim tvarima pripisuje se viSestruko pozitivno djelovanje. Zastitna uloga u obrani
organizma od razli¢itih bolesti ocituje se u njihovom antioksidativnom, antibakteriskom,
protuupalnom, antialergijskom, antimutagenom, anitviralnom i antikancerogenom djelovanju

(Chafer i sur., 2002).

Antioksidativno djelovanje fenolnih tvari ocituje se kroz vezanje slobodnih radikala. Slobodni
radikali su atomi, ioni ili molekule s jednim ili viSe nesparenih elektrona u vanjskoj elektronskoj
ljusci, zbog Cega su vrlo reaktivni pa mogu prouzrociti oksidaciju okolnih biomolekula
(proteina, lipida, ugljikohidrata ili nukleinskih kiselina). Njihovo nagomilavanje u organizmu
narusava zdravlje i danas se povezuju s nastankom brojnih oboljenja, medu kojima je i rak. To
masivno djelovanje slobodnih radikala naziva se “oksidacijski stres” i Sto je on veci, veéa su
ostecenja u organizmu. Antioksidacijski kapacitet polifenola pripisuje se njihovoj sposobnosti
sparivanja elektrona slobodnog radikala doniranjem atoma vodika ili elektrona; kelatnog

vezanja metalnih iona (posebno bakra i Zeljeza), koji djeluju kao katalizatori u reakciji
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oksidacije lipida; aktiviranja antioksidacijskih enzima i inhibiranja oksidaza (Kazazi¢, 2004;

Lapornik i sur., 2005, Sahelian, 2015).

2.4 SUSENIJE

SusSenje je tehnoloSka operacija kojom se voda, a rjede i druge kapljevine, npr. organska
otapala, uklanjaju iz tvari u kojima se nalaze u razmjerno malim koli¢inama. Pod susenjem se
u prvom redu misli na uklanjanje vode iz ¢vrstih tvari, dakle na dobivanje ¢vrstog proizvoda u

suhom stanju.

Susenje je vrlo ¢esta operacija procesne tehnike u razli¢itim privrednim granama. Ono moze
biti pripremna operacija, kad materijal treba osusiti za daljnju preradu, ili pak zavrsni stupanj
prerade u mnogim tehnoloskim postupcima u kemijskoj, farmaceutskoj i prehrambenoj
tehnologiji, gdje Cesto bitno utjeCe na kvalitetu proizvoda i ukupni ucinak proizvodnje.
Primjenjuje se i radi smanjenja mase razli¢itim materijalima da bi se ustedjeli troskovi oko

manipulacije (Tripalo, Vili¢i¢, 1992).

2.5 KINETIKA SUSENJA

Kinetika susenja podrazumijeva promjenu sadrzaja vlage u materijalu i temperature materijala
tijekom njegovog susenja. Uopcene krivulje pomocu kojih se mozZe opisati kinetika razlicitih
procesa susenja nazivaju se krivuljama susenja i uobicajeno jasno prikazuju dva ili viSe perioda
suSenja. Vlaga (voda) u vlaznom materijalu moze biti prisutna u nekoliko oblika: kao slobodna
(“nevezana”) vlaga u obliku kapljevine i/ili pare, kao mehanicki vezana vlaga i kao kemijski
vezana vlaga, koja je dio strukture same krutine. Oblik u kojemu je vlaga prisutna u materijalu
i njena veza s ¢vrstom tvari, takoder ¢e utjecati na mehanizam i brzinu njenog uklanjanja iz
materijala. Najjednostavniji model kojim se meZe opisati proces susenja je tzv. “two-pore”
sistem koji poroznost materijala promatra kao mrezu medusobno povezanih kapilara razli¢itog

promjera. Prema tome sistemu imamo inicijalni period — period
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konstantne brzine susenja. U ovome periodu susenja povrsina materijala je prekrivena vlagom
te ona ravnomjerno ispunjava “Siroke” i “uske” pore. U pocetku suSenja vlaga iz “Sirokih” pora
nadomjesta nivo vlage u “uskim porama” te ga na taj nacin odrzava u konstantnom period
suSenja. Brzina suSenja u period konstantne brzine suSenja kontrolirana je tzv. vanjskim
faktorima (temperature, brzina strujanja zraka, vlaznost zraka), a neovisna je o sadrzaju vlage
u vlaznom materijalu. Iduci period je period padajuce brzine susenja tijekom kojega klju¢nu
ulogu imaju tzv. unutarnji faktori (npr. priroda, geometrija i debljina materijala, veli¢ina pora)
koji ograni¢avaju brzinu transporta vlage unutar materijala te je brzina suSenja u stalnom

opadaniju (Planini¢, 2008).

2.6 METODE SUSENJA MATERIJALA

Susenje se u principu odvija u dva koraka: u prvom se kapljevina iz vlaznog materijala prevodi
u paru, a u drugome para odvodi. SuSenje se obi¢no pospjeSuje zagrijavanjem materijala.
Materijal za suSenje moze se zagrijavati konvekcijom, kondukcijom ili radijacijom, pa se prema

tome razlikuju i metode susenja (Tripalo, Vili¢i¢, 1992).
Prema nacinu dovodenja topline materijalu koji se susi razlikujemo slijedeé¢e metode susenja:

» Konvekcijsko suSenje, kod kojeg se materijal susi u doticaju strujom plina (najéesée

zrakom)

» kondukcijsko ili kontaktno susenje, kod kojeg se materijal susi u doticaju sa zagrijanom

povrsinom

» sublimacijsko susenje, kod kojeg se materijal susi u zamrznutom stanju pod visokim

vakuumom. Po nacinu prijenosa topline ovo susenje je analogno kontaktnom susenju
» radijacijsko susenje, kod kojeg se materijal susi posredstvom polja visoke ucestalosti.

Najcesce se primjenjuje konvekcijsko susenje (Tomas, 2000).

12
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2.6.1 Konvekcijsko susenje u fluidiziranom sloju

U konvekcijskim suSionicama s fludizacijom, materijal se susi u struji zagrijanog zraka (plina),
koji kroz fluidizacijsku kolonu struji odgovaraju¢om brzinom dovoljnom da se materijal dovede
u tzv. kvazifluidno stanje. S obzirom na relativno veliku brzinu strujanja zraka, potrebnu za
ostvarivanje fluidizacije, vanjski otpori prijenosu tvari su zanemarivi te se susenje odvija pod
kontrolom unutra$njih otpora samog materijala. U takvom sustavu zagrijanog medija za
suSenje i materijala koji se susi ostvaruje se vrlo dobar kontakt medija sa svim povrSinama
materijala, Sto osigurava jednoliko susenje materijala uz istodobno vrlo brz prijenos topline do

povrsine materijala (Planini¢ 2008).

U procesnoj tehnici fluidizacija se upotrebljava kako kod dvofaznih sistema (sistem od jedne
¢vrste i jedne tekuée, odnosno jedne plinovite faze), tako i kod visefaznih sistema (npr. sistema
od jedne ¢vrste, jedne tekuée i jedne plinovite faze, sistema od viSe ¢vrstih faza i jedne tekuce,
odnosno plinovite faze). Tako se fluidizacija danas primjenjuje, npr. kao metoda mijesanja
prasaka dviju ili viSe ¢vrstih komponenata, gdje se drugim metodama mijeSanja narusava
Zeljena granulacija (veli¢ina zrna) i nasipna tezina materijala. Ona nalazi danas najSiru primjenu
u katalitickim procesima; takoder je znacajna njena primjena u susenju sipkih i vrlo vlaznih

sitnozrnatih (pastastih) materijala (Podhorski, Vilici¢, 1974).

2.7 EKSTRAKCUA

Ekstrakcija je metoda izolacije spojeva koju odreduje prijenos tvari iz otopine,krute smjese ili
suspenzije u otapalo, pri éemu tvar koja se izolira treba biti topivija u otapalu nego u pocéetnoj

fazi. Ovisno o polaznoj fazi iz koje se tvar ekstrahira, proces ekstrakcije opéenito se dijeli na:

» ekstrakciju kruto-tekuce (ekstrakcija otapalom) — prijenos tvari odvija se iz krute faze,

a ako se provodi otapalom koje nije lakohlapljivo ¢esto se naziva i izluZivanje,

» ekstrakcija tekuée-tekuce — prijenos tvari odvija se iz tekuée faze. Taj tip ekstrakcije

obi¢no oznacava ekstrakciju u uzem smislu (Muji¢, 2006).
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2.7.1 Ekstrakcija kruto — tekuce

Ekstrakcija kruto tekuée je operacija prijenosa mase kojom se jedan ili viSe sastojaka izdvaja iz
krutog materijala pomocu pogodnog otapala u nekoliko osnovnih 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, te uklanjanje otapala iz ekstrakta (Muji¢, 2006). Kod ovog tipa ekstrakcije
topljiva tvar Cini manji dio ukupnog materijala i ona nakon procesa ekstrakcije zajedno s

otapalom Cini ekstrakt dok se inertni netopivi dio krutog materijala naziva izluzeni ostatak.

Kruto-tekuce ekstrakcija je jedna od najceSée koristenih operacija za izolaciju aktivnih
komponenti iz biljnog materijala. NajéeS¢e se provodi kao maceracija ili perkolacija.
Maceracija se izvodi u suspenziji, kao SarZna operacija, tako $to se kruti materijal potapa u
otapalo, a perkolacija polusarino, tako Sto kroz nepokretan sloj ¢évrstog materijala
kontinuirano protjece otapalo. Fino usitnjeni materijal, koji se moze lako drzZati suspendiran u
otapalu, podvrgava se maceraciji, dok se ekstrakcija iz komadnog materijala vrsi perkolacijom

(Veljkovi¢, Milenovié, 2002).

2.8 METODE ODREPIVANJA TVARI U TROPU GROZPA

U analizi pojedinih tvari koriste se razli¢ite spektrofotometrijske i kromatografske metode.

2.8.1 Spektrofotometrijske metode

Spektrofotometrijske metode temelje se na Lambert-Berovom zakonu:
log(l—o):Az e=c’ (1)
Ip
Gdje je:
lo — intenzitet ulazne svjetlosti

lp — intenzitet propustene svjetlosti
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A — apsorbancija

¢’ — mnozinska koncentracija tvari [mol/m?3]

| - duZina opti¢kog puta [m]

€ — koeficijent molarne ekstinkcije (apsorbancije), [m3/(mol-m)]

Apsorbancija je izravno proporcionalna koncentraciji tvari u otopini pa Lambert-Beerov zakon
omogucuje odredivanje koncentracije obojenih otopina ili onih kod kojih tijekom reakcije
nastaje obojenje. Kada snop paralelnih zraka monokromatskog svjetla prolazi kroz homogenu
tekucu, krutu ili plinovitu tvar, intenzitet svjetlosti se smanjuje zbog toga Sto ta tvar apsorbira
svjetlosno zracenje. Apsorbancija svjetlosnog zrafenja ovisi o prirodi tvari koja apsorbira
svjetlost, valnoj duljini upadne svjetlosti, temperature, debljini sloja tvari, vremenu trajanja
reakcije, prisutnosti tvari koje interferiraju, a kada je rije¢ o otopinama, i o njihovoj
koncentraciji. Tu se ne mjere apsolutni iznosi apsorbancije, nego se usporeduju intenziteti
svjetlosti koja prolazi kroz standardnu otopinu poznate koncentracije i ispitivanu otopinu.
Spektrofotometrijska mjerenja apsorabancije se provode pri valnim duljinama koje
odgovaraju odredenom apsorpcijskom maksimumu, jer u toj tocki promjena apsorbancije po

jedinici koncentracije najveca.

Koncentracija ispitivane tvari se odreduje prema baZdarnoj krivulji koja daje ovisnost
apsorbancije o koncentraciji standarda pri istoj valnoj duljini. Standardne otopine moraju po
ukupnom sastavu biti $to je moguce sli¢nije uzorcima pa bazdarne krivulje moraju obuhvatiti

$to veée podrudje koncentracije uzorka (Skoog i sur., 1999; Seruga, 1988).
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3.1 ZADATAK

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj temperature susenja tropa grozda u fluidiziranom sloju na
udio ekstrahiranih fenolnih spojeva (ukupni fenolni spojevi, ukupni flavonoidi, ukupni
proantocijanidini), te na antioksidacijsku aktivnost ekstrakta tropa grozda. Ekstrakcija je

provodena iz vlaznih i suSenih uzoraka.

3.2 MATERUALI | METODE

Ispitivanja su provedena na tropu grozda dviju sorti: Traminca i Portogizca koji je zaostao
nakon proizvodnje vina a sastojao se od kozica, sjemenki i peteljki grozda. Trop grozda je do

provodenja ispitivanja ¢uvan u zamrzivacu na -20 °C.

3.2.1 Konvekcijsko susenje tropa grozda u fluidiziranom sloju

Konvekcijsko susenje tropa grozda sorti Traminac i Portogizac u fluidiziranom sloju provodeno
je koriStenjem stolnog-laboratorijskog uredaja za konvekcijsko susenje u fluidiziranom sloju —

Fluid — bed drier FBD 2000, Endecotts, UK (Slika 4).

Susionik se sastoji od postolja i staklene cilindri¢ne posude s vre¢astim pokrovom od tekstila.
Unutar postolja nalaze se ventilator i elektri¢ni grija¢, a na vanjskoj strani postolja se nalaze
regulatori i pokazivaci temperature i brzine strujanja zraka. Staklena posuda na svojoj donjoj
strani ima Zi¢ano perforirano dno, sa malim promjerom otvora, kroz koji ventilator propiruje
zrak. Cilindri¢na posuda se lako postavlja i odvaja od postolja. Materijal koji se susi stavlja se
u staklenu posudu koja se potom pokriva pokrovom kako tijekom susenja ne bi dolazilo do

rasipanja i gubitka materijala uslijed fluidizacije.

Prije provodenja svakog susenja uredaj je zagrijan na odabranu temperaturu susenja, kako bi

se uspostavili Zeljeni uvjeti susenja.
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Slika 4 Prikaz konvekcijskog suSionika s fluidizacijom

Provedba susenja

Na vagi (Tehtnica, Slovenija) u plasti¢nu posudicu odvagano je oko 25 g zamrznutog uzorka
tropa grozda, koji je potom prenesen u prethodno zagrijanu staklenu posudu susionika na koju
je postavljen tekstilni pokrov, te je staklena posuda postavljena na postolje susSionika u

pogonu.

SuSenje je provodeno u struji zagrijanog zraka i to pri temperaturama od 60 °C, 70 °C i 80 °C,
tijekom 90 minuta, 135 minuta i 180 minuta. Nakon zavrSenog susenja, uzorak je ohladen u
eksikatoru sa silakagelom. OsuSeni uzorci su usitnjeni u blenderu (HR 2860, Philips), spremljeni

u plastiéne posude sa ¢epovima i ¢uvani do ekstrakcije.

3.2.2 Odredivanje suhe tvari

Udio suhe tvari odredivan je neposredno prije ekstrakcije. Odredivanje suhe tvari provedeno
je suSenjem ispitivanih uzoraka tropa grozda termogravimetrijskom metodom na uredaju za
radijacijsko-infracrveno susenje (HR-73, Mettler Toledo) prikazanim na Slici 5. Oko 3 grama
usitnjenog uzorka stavljeno je na aluminijsku pliticu, koja je postavljena direktno na
integriranu vagu u komoru za susenje, gdje se susenje provodi do konstantne mase. Uvjeti

suSenja su: standardna metoda, temperatura susenja 105 °C i kriterij zavrSetka procesa (eng.
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switch-off 3: gubitak mase od 1 g u 50 s). Odredivanje suhe tvari provedeno je u tri ponavljanja,

a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost.

Slika 5 Mettler Toledo HR73

3.2.3 Kruto-tekuca ekstrakcija fenolnih tvari iz tropa grozda

Ekstrakcija se provodila u vodenoj kupelji s tresilicom ( Julabo SW-23, Njemacka), koja je
prikazana na Slici 6. KoriStena vodena kupelj namijenjena je za laboratorijsku upotrebu i ima
mogucénost podesavanja temperature (od 20 do 99,9 °C), vremena tresnje (od 1 min do 10 h)

te frekvencije tresnje (od 20 do 200 rpm).

Slika 6 Vodena kupelj s tresilicom (Julabo SW-23)
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Provedba ekstrakcije

U staklene tikvice odvagano je oko 1 g uzorka, dodano je 40 mL otapala (50 % - tna vodena
otopina etanola), tikvice su zatvorene Cepovima te postavljene u vodenu kupelj koja je
prethodno zagrijana na Zeljenu temperaturu. Ekstrakcija je provodena tijekom 120 min na
temperaturi od 80 °C pri tresnji od 200 rpm. Ekstrakcija svakog uzorka provedena je u dva

ponavljanja.

3.2.4 Priprema ekstrakta za analizu

Nakon postupka ekstrakcije, suspenzija uzorka i otapala je centrifugirana (Multifuge 3 L-R
Centrifuge) pri 15 000 g u trajanju od 10 min. Supernatant je dekantiran i koriSten za

spektrofotometrijsko odredivanje fenolnih spojeva i odredivanje antioksidacijske aktivnosti.

3.2.5 Odredivanje ukupnih fenola Folin-Ciocalteau Micro metodom

Ukupni fenolni spojevi u ekstraktima vlaznog i suSenog tropa groida odredene su

spektrofotometrijski mikro Folin-Ciocalteovom metodom.

Folin-Ciocalteova metoda je kolorimetrijska metoda koja se temelji na oksidacijskim i
redukcijskim reakcijama. U alkalnom mediju u prisutstvu Folin-Ciocalteova reagensa (smjesa
fosfowolframove i fosfomolibden kiseline) fenolni spojevi se oksidiraju, a navedene kiseline
reduciraju u wolframov oksid i molibdenov oksid koji su plavo obojeni, a Cija se apsorbancija

mjeri pri valnoj duljini od 765 nm (Stratil i sur., 2006).
Postupak izrade kalibracijske krivulje za odredivanje ukupnih fenolnih tvari

Prije odredivanja koncentracije fenolnih tvari u ekstraktima bioloski obradenog tropa grozda
napravljena je baZzdarna krivulja, za koju je kao standard koristena otopina galne kiseline.
Temeljna otopina galne kiseline pripremljena je otapanjem 0,5 g galne kiseline s 10 mL 96%-
tne otopine etanola te nadopunjavanjem otopine destiliranom vodom do oznake u odmjernoj
tikvici od 100 mL. Iz tako priredene standardne otopine pripremljena su razli¢ita razrjedenja

(0,05 mg/mL — 1,0 mg/mL) na nacin da je u odmjerne tikvice od 50 mL
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otpipetirano po 0,5 mL; 1,0 mL; 1,5 mL; 2,5 mL; 5,0 mL; 7,5 mL i 10 ml otopine galne kiseline,
te su tikvice nadopunjene do oznake destiliranom vodom. Prema postupku za odredivanje
ukupnih fenolnih tvari u ekstraktima, odredena je apsorbancija pripremljenih razrjedenja
otopina galne kiseline, te je iz dobivenih rezultata izradena kalibracijska krivulja, tj. krivulja
ovisnosti vrijednosti apsorbancija o koncentraciji galne kiseline. Odredivanje je provedeno u

tri ponavljanja, a rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti.
Postupak za odredivanje ukupnih fenolnih tvari

U epruvetu je otpipetirano 40 uL pripremljenog ekstrakata tropa grozda, 3160 uL destilirane
vode i 200 pL Folin — Ciocalteuova reagensa, te je nakon stajanja izmedu 30 sekundi i 8 minuta
dodano 600 plL 20%-tne vodene otopine Na;CO:s. Slijepa proba je pripremana na isti nacin kao
i uzorci, ali se umjesto ekstrakta dodavao jednaki volumen (40 pL) destilirane vode. Svi uzorci
su protreseni na vorteksu (Vibromix 10, Tehtica) i ostavljeni u vodenoj kupelji 30 minuta na 40
°C da se razvije boja Cija je apsorbancija mjerena na UV/VIS spektrofotometru (UV-1700
Shimadzu) pri valnoj duljini od 765 nm. Iz dobivenih apsorbancija preko kalibracijske krivulje
izraCunate su koncentracije ukupnih fenolnih tvari i izrazene u ekvivalentima galne kiseline
koja je koristena kao standard odnosno u mgeae/mL ekstrakta. Zbog lakSe usporedivosti
dobivenih rezultata, konac¢ne koncentracije sadrzaja ukupnih fenolnih tvari preracunate su na
suhu tvar uzorka mgeae/gs.+.. Odredivanje ukupnih fenolnih tvari provedeno je u tri ponavljanja,

a rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti.

3.2.6 Odredivanje ukupnih fenolnih tvari Prussian Blue metodom
Prussian Blue metoda temelji se na principu da fenoli reduciraju Fe3* u Fe?* te nastaje
kompleks s fercijanidom koji daje plavo obojenje (Budini i sur., 1980).

Postupak izrade kalibracijske krivulje za odredivanje ukupnih fenolnih tvari

Temeljna otopina galne kiseline pripremljena je otapanjem 0,5 g galne kiseline s 10 mL 96%-
tne otopine etanola te nadopunjavanjem otopine destiliranom vodom do oznake u odmjernoj
tikvici od 100 mL. Ovako pripremljena otopina galne kiseline koncentracije 5 mg/mL

razrijedena je na koncentraciju 1 mg/mL. Nakon pripreme temeljne standardne
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3. Eksperimentalni dio

otopine galne kiseline koncentracije 1 mg/mL pripremljena su razli¢ita razrjedenja (0,01
mg/mL— 0,07 mg/mL) na nacin da je u ependorfice otpipetirano po 10 pL; 20 pL; 30 uL; 40 pL;
50 pL; 60 pL i 70 pL otopine galne kiseline, te su ependorfice nadopunjene do 1000 puL

destiliranom vodom.

Prema postupku za odredivanje ukupnih fenolnih tvari u ekstraktima, odredena je
apsorbancija pripremljenih razrjedenja otopina galne kiseline, te je iz dobivenih rezultata
izradena kalibracijska krivulja, tj. krivulja ovisnosti vrijednosti apsorbancija o koncentraciji

galne kiseline.
Postupak za odredivanje ukupnih fenolnih tvari

Analiza je provedena na nacin da je u ependorficu otpipetirano 50 pL pripremljenog ekstrakta
tropa grozda, 950 pL destilirane vode, 40 pL 50 mM FeClz i 40 pL 8 mM KsFe(CN)e. Svi uzorci
promijesani su inverzijom i ostavljeni 20 minuta na sobnoj temperaturi nakon ¢ega je mjerena
apsorbancija na UV/VIS spektrofotometru (UV-1700 Shimadzu) pri valnoj duljini od 720 nm. Iz
dobivenih apsorbancija, preko kalibracijske krivulje izradunate su koncentracije ukupnih
fenolnih tvari i izrazene u ekvivalntima galne kiseline koja je koriStena kao standard odnosno
mgeae/mL ekstrakta. Zbog lakse usporedivosti dobivenih rezultata, kona¢ne koncentracije
sadrzaja ukupnih fenolnih tvari preracunate su na suhu tvar uzorka mgeae/gs:.. Odredivanje
ukupnih fenolnih tvari provedeno je u tri ponavljanja, a rezultati su prikazani kao srednje

vrijednosti.

3.2.7 Odredivanje ukupnih flavonoida
Odredivanje ukupnih flavonoida provedeno je spektrofotometrijskom metodom uz pomoé
aluminijevog klorida (Marinova i sur., 2005).

Postupak izrade kalibracijske krivulje za odredivanje ukupnih flavonoida

Temeljna otopina (+)-katehina pripremljena je otapanjem 0,2 g (+)-katehina s 10 mL 96%-tne
otopine etanola te nadopunjavanjem otopine destiliranom vodom do oznake u odmjernoj
tikvici od 100 mL. Od ovako pripremljene otopine pripremljena su razlicita razrjedenja (0,02

mg/mL — 1 mg/mL) na nacin da je u odmjerne tikvice od 50 mL otpipetirano po 0,5 mL; 1,0
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mL; 1,5 mL; 2,5 mL; 5,0 mL pripremljene otopine (+)- katehina, te su nadopunjene do oznake
destiliranom vodom. Prema postupku za odredivanje ukupnih flavonoida u ekstraktima,
odredena je apsorbancija pripremljenih razrjedenja otopine (+)-katehina, te je iz dobivenih
rezultata izradena kalibracijska krivulja, tj. krivulja ovisnosti vrijednosti o koncentraciji (+)-

katehina.
Postupak za odredivanje ukupnih flavonoida

U 4 mL destilirane vode dodano je 1 mL ekstrakta tropa grozda, a potom 0,3 mL 5% vodene
otopine natrijevog nitrita (otopiti 5 g u 100 mL) te je nakon pet minuta dodano 0,3 mL 10%-
tne vodene otopine aluminij (lll)-klorida heksahidrata (otopiti 10 g u 100 mL). Nakon 5 — 8
minuta dodano je 2 mL 1 M natrijevog hidroksida te je reakcijska smjesa nadopunjena
destiliranom vodom do 10 mL. Slijepa proba je pripremljena na isti nacin, ali se umjesto
ekstrakta dodavao jednak volumen (1 mlL) destilirane vode. Svi uzorci su protreseni na
vorteksu te je odmah izmjerena apsorbancija na valnoj duljini od 510 nm. Koncentracija
flavonoida u ekstraktima tropa grozda odredena je u odnosu na standardnu krivulju (+)-
katehina (CE) te je preracunata na suhu tvar tropa grozda (mgce/gs.). Uzorci su analizirani u

tri ponavljanja, a rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti.

3.2.8 Odredivanje ukupnih ekstrabilnih proantocijanidina
Ukupni ekstrabilni proantocijanidini u ekstraktima tropa groida odredeni su

spektrofotometrijskom metodom baziranoj na njihovoj reakciji s otopinom kiselina-butanol

(Avallone i sur., 2006; Skerget i sur., 2005).
Princip odredivanja ukupnih ekstrabilnih proantocijanidina

U kiselom mediju proantocijanidini se depolimeriziraju u butanolu uz nastajanje crveno
obojenih antocijanidina koji se mogu detektirati spektrofotometrijski (Schofield i sur., 2001).
Prinos i reproducibilnost ove reakcije ovisi o udjelu kiseline i vode, temperaturi i reakcijskom
vremenu te o prisutstvu prijelaznih metala, kao i o stupnju polimerizacije proantocijanidina.
Zeljezo i ioni Zeljeza pokazali su se kao najucinkovitiji katalizatori u reakcijama nastajanja

antocijanidina iz proantocijanidina (Naczk i Shahidi, 2004).
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Postupak odredivanja ukupnih ekstrabilnih proantocijanidina

U 2 mL pripremljenog ekstrakta za analizu dodano je 20 mL otopine Zeljezo(ll)-sulfat-
heptahidrata (otopina je pripremljena neposredno prije analiza, otapanjem 77 mg FeSO4-7H,0
u 500 mL otopine kloridne kiseline:1-butanol u omjeru 2:3). Slijepa proba pripremljena je na
isti nacin kao i uzorci, ali je umjesto uzorka dodavan jednak volumen (2mL) destilirane vode.
Nakon inkubacije uzoraka 15 minuta pri 95 °C u vodenoj kupelji, uzorci su naglo ohladeni i
odmah analizirani mjerenjem apsorbancija (A) na valnoj duljini od 540 nm. Za svaki uzorak
radena su dva ponavljanja. Iz dobivenih apsorbancija (A), masena koncentracija ukupnih
ekstrabilnih proantocijanidina cupa (g/L) izraCunata je pomocu molarne mase cijanidina (M =
287 g/mol) i koeficijenta molarne ekstinkcije cijanidina (€=34700 L/mol-cm) prema sljede¢em

izrazu:

A-M -DF

(2)

Cupa =

gdje je:
A — apsorbancija
M — molekularna masa

Df- faktor razrjedenja (DF = 11; omjer ukupnog volumena reakcijske smjese za odredivanje

UPA (22 mL) i volumena ekstrakta (2 mL)

g — koeficijent molarne ekstinkcije [m3/(mol-m)]

| — duljina optickog puta (1 cm).

Konacne koncentracije ukupnih ekstrabilnih proantocijanidina u ekstraktima preracunate su

na suhu tvar tropa grozda (mg/gs+.) uzimajuci u obzir razrjedenje ekstrakta.

3.2.9 Odredivanje antioksidacijske aktivnosti ekstrakata

Antioksidacijska aktivnost ekstrakata tropa grozda odredena je spektrofotometrijski DPPH

metodom. Ova metoda je odabrana medu brojnim drugim prisutnim u literaturi zbog
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stabilnosti DPPH- radikala jednostavnosti i brzine metode. Stabilnost DPPH radikala je
posljedica delokalizacije slobodnog elektrona preko cijele molekule, pri ¢emu molekula ne

dimerizira, za razliku od vecine drugih slobodnih radikala (Bucié-Koji¢, 2008).
Princip odredivanja antioksidacijske aktivnosti

Metoda se temelji na redukciji sintetickog 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (DPPH:)
otopljenog u alkoholnoj otopini u prisutstvu antioksidansa (AH) koji donira jedan atom vodika
i hvata slobodni DPPH- radikal pri ¢emu nastaje neradikalski oblik DPPH-H i stabilizirani fenoksi

radikal (A-) kako slijedi (Benvenutii sur., 2004)
DPPH- + AH - DPPH —H + A-

Pri redukciji DPPH- radikala u odredenom vremenu dolazi do smanjenja apsorbancije (mjerene
pri 515 nm) reakcijske otopine zbog smanjenja koncentracije zaostalog slobodnog DPPH-
radikala, Sto se ocituje u promjeni ljubi¢aste boje otopine prema zutoj. Koli¢ina inhibiranog

DPPH- radikala dokazuje veéu ili manju antioksidacijsku aktivnost ispitivanog uzorka.
Postupak odredivanja antioksidacijske aktivnosti

U 0,1 mL alikvota razrijedenog ekstrakta tropa grozda dodano je 3,9 mL otopine DPPH- u 96%-
tnom etanolu (0,026 mg DPPH-/mL). Reakcijska otopina ostavljena je na sobnoj temperaturi i
tamnom mjestu 30 minuta, nakon c¢ega joj je spektrofotometrijski odredena apsorbancija

(Aekst.) pri valnoj duljini od 515 nm u odnosu na slijepu probu (96%- tni etanol).

Otopina DPPH- koriStena za odredivanje antioksidacijske aktivnosti (AA) pripremana je uvijek
svjeza neposredno prije provodenja analiza te je upotrebljena unutra 24 sata (izmedu
mjerenja ¢uvala se na +4 °C zasti¢ena aluminijskom folijom), a njezina apsorbancija ( Appph)
ocitavala se pod istim uvjetima kao i uzorci u odnosu na slijepu probu. Inhibicija DPPH- uslijed
antioksidacijske aktivnosti (AA) ispitivanih ekstrakata izraCunata je u postotku (%) prema

sljedeé¢em izrazu (Benvenuti i sur., 2004):

%inhibicije DPPH = [*2EEE=2ekst] . 100 (3)

ADPPH
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3. Eksperimentalni dio

Medutim, s obzirom na to da se za kompleksne sustave kao $to su biljni ekstrakti preporucuje
da se rezultati izraze po masi materijala, postotak (%) inhibiranog DPPH- radikala je prera¢unat

na masu inhibiranog DPPH izraZzenu po masi suhe tvari tropa grozda odnosno:

AA = Minh.DPPH (4)

Mgt

Za svaki ekstrakt antioksidacijska aktivnost je radena u dva paralelna ponavljanja, a rezultati

su izrazeni kao srednje vrijednosti.
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4. Rezultati

4.1 ODREDIVANIJE SUHE TVARI

Udio suhe tvari u vlaznom tropu grozda sorte Traminac iznosio je 33,42%, dok je kod sorte
Portugizac udio suhe tvari u vlaznom tropu iznosio 33,71%. Udio suhe tvari u suSenim
uzorcima za sortu Traminac kretao se u rasponu 88,79 - 96,89%, a kod sorte Portogizac udio

suhe tvari kretao se u rasponu 89,83 —91,26%.
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4. Rezultati

4.2 KALIBRACHSKA KRIVULJIA ZA ODREDIVANJE UKUPNIH FENOLNIH TVARI
FOLIN-CIOCALTEOVOM METODOM

1,2
y =0,9598x - 0,0158
R?=0,9982
1
— 0,8
)
£
~=
3 0,6
1]
I§ll
© 04
0,2
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
A 765 nm

Slika 7 Kalibracijska krivulja za odredivanje ukupnih fenolnih tvari

Metodom linearne regresije dobivena je jednadzba:

y = 0,9598x — 0,0158 (5)

odnosnho:

¢ (ukupnih fenolnih tvari) =y = 0,9598 - A —0,0158 [mggeae/mL] (6)

koja je koristena za izraCunavanje masene koncentracije ukupnih fenola iz izmjerenih

vrijednosti apsorbancija.
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4. Rezultati

4.3 KALIBRACHSKA KRIVULJIA ZA ODREDIVANJE UKUPNIH FENOLNIH TVARI
PRUSSIAN BLUE METODOM

0,09 -
y =0,0578x + 0,0017

0,08 1 R? = 0,9929 s

0,07
0,06
0,05

0,04
0,03

¢ [mggae/mL]

0,02
0,01

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

A720nm

Slika 8 Kalibracijska krivulja za odredivanje ukupnih fenolnih tvari

Metodom linearne regresije dobivena je jednadzba

y = 0,0578x + 0,0017 (7)

odnosno:

¢ (ukupnih fenolnih tvari) =y =0,0578 - A+ 0,017 (8)

koja je koristena za izraCunavanje masene koncentracije ukupnih fenola iz izmjerenih

vrijednosti apsorbancija.
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4. Rezultati

4.4 KALIBRACHSKA KRIVULIA ZA ODREDIVANJE UKUPNIH FLAVONOIDA

0,12 -

y = 0,2895x + 0,0017
0,1 R? =0,9973

0,08
0,06
0,04

0,02

0 T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4

Slika 9 Kalibracijska krivulja za odredivanje ukupnih flavonoida

Metodom linearne regresije dobivena je jednadzba:
y =0,2895x + 0,0017 9)
Odnosno:
¢ (ukupnih flavonoida) =y = 0,2895 - A + 0,0017 [mgce/mL] (10)

koja je koristena za izraCunavanje masene koncentracije ukupnih flavonoida iz izmjerenih
vrijednosti apsorbancija.
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4. Rezultati

4.5 I1IZRACUNAVAINE MASENOG UDJELA ANALIZIRANIH SPOJEVA U
EKSTRAKTIMA

Prema jednadzbama (6, 8, 10) dobivenim metodom linearne regresije izraCunate su
koncentracije pojedinih tvari u ekstraktu tropa grozda koje su preracunate na suhu tvar uzorka
pomocu sljedeée formule:

¢V, DF

Myz " Ws.t.

C= [mg/gs. ] (11)

C — maseni udio analizirane tvari u ekstraktu [mg/gs.]

c —masena koncentracija analizirane tvari u ekstraktu [mg/mL]

Ve— volumen ukupno dobivenog ekstrakta [mL]

DF —faktor razrjedenja ekstrakta za potrebe odredivanja odredene tvari

my; — masa uzorka tropa grozda [g]

ws.t.— udio suhe tvari [%]

Prema jednadzbi 11 izracunati su maseni udjeli sljedecih tvari: ukupni fenolni spojevi odredeni
Folin-Ciocalteuovom metodom Curs_rc [Mgaae/gs.+.]; ukupni fenolni spojevi odredeni Prussian—

Blue metodom Curs_ps [Mgaac/gs.t.]; ukupni flavonoidi Cur[mgce/gs.+] i ukupni proantocijanidini
Cupa[mg/gs+].

4.6 UTJECAJ PROCESNIH UVJETA SUSENJA NA UDIO FENOLNIH TVARI |
ANTIOKSIDACIISKU AKTIVNOST EKSTRAKATA VLAZNOG | SUSENOG
TROPA GROZPA

Eksperimentalno je ispitan utjecaj dva procesna uvjeta susenja (temperatura: 60-70-80 °C i
vrijeme: 90-135-180 minuta) na ekstrabilnost fenolnih tvari i antioksidacijsku aktivnost tropa
grozda sorti Traminac i Portogizac. Usporedeni su rezultati dobiveni analizom ekstrakata
vlaznog i susenog tropa grozda. Eksperimentalno dobiveni podatci su prikazani dijagramima.
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4, Rezultati

4.6.1 Udio ukupnih fenolnih spojeva u ekstraktima tropa grozda

Ukupni fenoli Traminac
Folin-Ciocalteu
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Slika 10 Udio ukupnih fenolnih spojeva (Curs_rc) u ekstraktima vlaznog i osusenog tropa grozda u ovisnosti o

temperaturi i vremenu susenja

Ukupni fenoli Portogizac
Folin-Ciocalteu
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Slika 11 Udio ukupnih fenolnih spojeva (Curs_rc) u ekstraktima vlaznog i osusenog tropa grozda u ovisnosti o

temperaturi i vremenu susenja
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Ukupni fenoli Traminac
Prussian Blue
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Slika 12 Udio ukupnih fenolnih spojeva (Curs_rc) u ekstraktima vlaznog i osusenog tropa grozda u ovisnosti o

temperaturi i vremenu susenja

Ukupni fenoli Portogizac
Prussian Blue
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Slika 13 Udio ukupnih fenolnih spojeva (Curs_rc) u ekstraktima vlaznog i osusenog tropa grozda u ovisnosti o

temperaturi i vremenu susenja
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4. Rezultati

4.6.2 Povezanost udjela ukupnih fenolnih spojeva odredenih Folin-Ciocalteu
metodom i Prussian Blue metodom

Traminac
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Slika 14 Povezanost vrijednosti udjela ukupnih fenolnih spojeva odredenih Folin-Ciocalteu metodom i Prussian-

Blue metodom
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Slika 15 Povezanost vrijednosti udjela ukupnih fenolnih spojeva odredenih Folin-Ciocalteu metodom i Prussian-

Blue metodom
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4, Rezultati

4.6.3 Udio ukupnih flavonoida u ekstraktima tropa grozda

Flavonoidi Traminac
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Slika 16 Udio ukupnih flavonoida (Cur) u ekstraktima vlaznog i osusenog tropa grozda u ovisnosti o temperaturi

i vremenu susenja

Flavonoidi Portogizac
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Slika 17 Udio ukupnih flavonoida (Cur) u ekstraktima vlaznog i osusenog tropa grozda u ovisnosti o temperaturi

i vremenu susenja

36



4, Rezultati

4.6.4 Udio ukupnih ekstrabilnih proantocijanidina u ekstraktima tropa grozda

Proantocijanidini Traminac
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Slika 18 Udio ukupnih proantocijanidina (Cura) u ekstraktima vlaZznog i osusenog tropa grozda u ovisnosti o

temperaturi i vremenu susenja

Proantocijanidini Portogizac
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Slika 19 Udio ukupnih proantocijanidina (Cura) u ekstraktima vlaznog i osusenog tropa grozda u ovisnosti o

temperaturi i vremenu susenja
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4.6.5 Antioksidacijska aktivnost ekstrakata tropa grozda

Antioksidacijska aktivnost Traminac

0,45
0,40
0,35
0,30
0,25
0,20

AA, gh.oppr/ Bab

0,15
0,10
0,05
0,00

B 90 min
sl 135 min
lesd 180 min

— 0 min

Slika 20 Antioksidacijska aktivnost (AA) ekstrakata vlaZznog i osusenog tropa grozda u ovisnosti o temperaturi i

vremenu susenja

Antioksidacijska aktivnost Portugizac
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Slika 21 Antioksidacijska aktivnost (AA) ekstrakata vlaznog i osusenog tropa grozda u ovisnosti o temperaturi i

vremenu susenja

38



4. Rezultati

4.6.6 Povezanost udjela fenolnih spojeva i antioksidacijske aktivnosti
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Slika 22 Povezanost udjela fenolnih spojeva i antioksidacijske aktivnosti
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Slika 23 Povezanost udjela fenolnih spojeva i antioksidacijske aktivnosti
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5. Rasprava

SuSenje tropa grozda sorti Traminac i Portogizac provedeno je u fluidiziranom sloju. Susenjem
u fluidiziranom sloju postiZe se velika brzina i ujednacenost susenja. Odreden je udio fenolnih
spojeva, flavonoida, proantocijanidina u ekstraktima vlaznog i suSenog tropa grozda za obje
sorte grozda. Odredena je antioksidacijska aktivnost ekstrakata vlaZznog i suSenog tropa
grozda za obje sorte grozda. Usporedivani su rezultati analiza ekstrakata vlaznog i susenog

tropa grozda.

U ovom istraZzivanju obrada dobivenih eksperimentalnih podataka i izrada grafova provedena

je u Excel programu.

Iz eksperimentalno odredenih apsorbancija dobivenih spektrofotometrijskim mjerenjem
pomocu regresijskih jednadzbi (5 i 6) dobivenih iz kalibracijske krivulje (Slika 7), izraCunate su
masene koncentracije fenolnih tvari odredene metodom prema Folin-Ciocalteau i izrazene u
ekvivalentima galne kiseline za ukupne fenolne tvari (mgeae/mL). Na isti nacin izradena je i
kalibracijska krivulja (Slika 8) iz koje su dobivene regresijske jednadzbe (7 i 8) za izracun
masene koncentracije fenolnih tvari odredenih Prussian Blue metodom, ¢&iji su rezultati
izrazeni u ekvivalentima galne kiseline za ukupne fenolne tvari (mgeae/mL). Slika 9 prikazuje
kalibracijsku krivulju iz koje su dobivene regresijske jednadzbe (9 i 10) za izracunavanje
masene koncentracije ukupnih flavonoida, a rezultati su izrazeni u ekvivalentima (+)-katehina
za ukupne flavonoide (mgce/mL). Masena koncentracija ukupnih proantocijanidina izracunata

je prema jednadzbi 2.

Rezultati svih odredenih tvari u tropu grozda preracunati su na masu suhe tvari tropa grozda

prema jednadzbi 11.

Antioksidacijska aktivnost izrazena je u postotku inhibiranog DPPH (jednadzba 3), te je potom

preracunata na suhu tvar tropa grozda (jednadzba 4).

Prema Folin-Ciocalteovoj udio ukupnih fenolnih spojeva u ekstraktima vlaznog tropa grozda
sorte Traminac iznosio je 80,04 mgeae/gst, U ekstraktima susSenog tropa grozda vrijednosti
udjela ukupnih fenolnih spojeva iznosile su od 83,47 do 106,21 mgcae/gst, udio ukupnih
fenolnih spojeva u ekstraktima vlaznog tropa groZda sorte Portogizac iznosio je 73,83
mgaeae/gst, U ekstraktima suSenog tropa grozda vrijednosti udjela ukupnih fenolnih spojeva

iznosile su od 64,11 do 72,30 mgcae/gs.t..
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5. Rasprava

Prema Prussian-Blue metodi udio ukupnih fenolnih spojeva u ekstraktima vlaznog tropa
grozda sorte Traminac iznosio je 38,36 mgeate/gst, U ekstraktima suSenog tropa groida
vrijednosti udjela ukupnih fenolnih spojeva iznosile su od 31,66 do 50,53 mgcae/gst, udio
ukupnih fenolnih spojeva u ekstraktima vlaZznog tropa grozda sorte Portogizac iznosio je 39,15
mgaeae/gs.t, U ekstraktima susenog tropa grozda vrijednosti udjela ukupnih fenolnih spojeva

iznosile su od 30,41 do 38,48 mgcae/gs.:. (Slike 10-13).

Odredivanje ukupnih fenolnih spojeva provedeno je dviema metodama jer je poznato da
Folin-Ciocalteova metoda nije strogo specificna samo za fenolne komponente nego moze biti
ometana prisutstvom drugih spojeva (Seceri, proteini, askorbinska kiselina i dr.) koji reduciraju
Folin-Ciocalteov reagens dajuéi lazno visoke rezultate. Ovim istrazivanjem je to i potvrdeno,
odnosno dobivene su nize vrijednosti za udio ukupnih fenolnih spojeva kod Prussian-Blue
metode u odnosu na Folin-Ciocalteovu metodu. Isto tako u ekstraktima susenog tropa grozda
sorte Traminac dobivene su viSe vrijednosti za ukupne fenolne spojeve objema metodama u
odnosu na udio ukupnih fenolnih spojeva u ekstraktima vlaznog tropa grozda, dok su kod
ekstrakata susenog tropa grozda sorte Portogizac vrijednosti udjela ukupnih fenolnih spojeva
bile niZze nego kod ekstrakata vlaznog tropa grozda. Ova pojava moze se objasniti razlikom u
postupku prerade samog grozda u vino, odnosno od sorte Traminac proizvode se svijetla vina,
koja se proizvode vrenjem mosta (grozdanog soka) bez pokozice i sjemenki, dok se od sorte
Portogizac proizvode crna vina, koja se proizvode vrenjem masulja koji se sastoji od soka,
pokoZice i sjemenki. Stoga moZemo pretpostaviti da je trop grozda sorte Traminac manje
iscrpljen, od tropa groZzda sorte Portogizac, odnosno sadrzi viSe zaostalih tvari u tropu, kao Sto
su Seceri, koji na poviSenim temperaturama mogu ragirati sa proteinima i stvarati Maillardove

produkte koji reagiraju sa Folin-Ciocalteovim reagensom.

Slike 14 i 15 prikazuju povezanost udjela ukupnih fenolnih spojeva odredenih Folin-
Ciocalteovom i Prussian-Blue metodom za sorte grozda Traminac i Portogizac. Kod sorte
Traminac koeficijent koleracije (R) iznosio je 0,69 $to pokazuje umjerenu do dobru povezanost
podataka (48% zajednickih podataka). Kod sorte Portogizac koeficijent koleracije (R) iznosio je

0,32 Sto pokazuje slabu povezanost podataka (10% zajednjickih podataka).

Udio ukupnih flavonoida u ekstraktima vlaznog tropa grozda sorte Traminac iznosio je 47,38
mgce/gs.t, U ekstraktima suSenog tropa grozda vrijednosti udjela ukupnih flavonoida iznosile

su od 39,42 do 47,65 mgce/gs.t, udio ukupnih flavonoida u ekstraktima vlaznog tropa grozda
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sorte Portogizac iznosio je 42,24 mgce/gst, U ekstraktima susenog tropa grozda vrijednosti
udjela ukupnih flavonoida iznosile su od 35,79 do 40,61 mgce/gs+. (Slike 16 i 17). Kod ekstrakata

obje sorte grozda susenjem je doslo do smanjenja masenog udjela flavonoida.

Udio ukupnih proantocijanidina u ekstraktima vlaznog tropa groZzda sorte Traminac iznosio je
30,74 mg/gs+, u ekstraktima susSenog tropa grozda vrijednosti udjela ukupnih flavonoida
iznosile su od 19,86 do 22,65 mg/gs.., udio ukupnih proantocijanidina u ekstraktima vlaznog
tropa grozda sorte Portogizac iznosio je 30,53 mg/gs:, u ekstraktima susenog tropa grozda
vrijednosti udjela ukupnih flavonoida iznosile su od 17,38 do 19,45 mg/gs.. (Slike 18 i 19). Kod
ekstrakata obje sorte groida suSenjem je dosSlo do smanjenja masenog udjela

proantocijanidina.

Antioksidacijska aktivnost u ekstraktima vlaznog tropa grozda sorte Traminac iznosila je 0,43
ginh.oppH/Bs.t, U ekstraktima susenog tropa grozda antioksidacijska aktivnost iznosila je od 0,26
do 0,31 ginn.oprH/gs.t, antioksidacijska aktivnost u ekstraktima vlaznog tropa grozda sorte
Portogizac iznosila je 0,35 ginn.oprH/gs.t, U ekstraktima suSenog tropa grozda antioksidacijska
aktivnost iznosila je od 0,28 do 0,31 ginn.orrH/8s.t. (Slike 20 i 21). Kod ekstrakata obje sorte

grozda suSenjem je doslo do smanjenja antioksidacijske aktivnosti.

Slike 22 i 23 prikazuju povezanost udjela fenolnih spojeva i antioksidacijske aktivnosti
ekstrakata tropa grozda sorti Traminaci Portogizac. Kod sotre Traminac vrijednost koeficijenta
povezanosti (R) za ukupne fenolne spojeve i ukupne flavonoide krece se od 0,28 do 0,38, sto
predstavlja slabu povezanost, dok je koeficijent povezanost (R) udjela ukupnih
proantocijanidina i antioksidacijske aktivnosti iznosio 0,98 Sto predstavlja izvrsnu povezanost,
uz 96% zajednickih podataka. Kod sorte Portogizac vrijednost koeficijenta povezanosti (R) za
ukupne fenolne spojeve i ukupne flavonoide krece se od 0,67 do 0,75, Sto predstavlja dobru
povezanost, dok je koeficijent povezanost (R) udjela ukupnih proantocijanidina i
antioksidacijske aktivnosti iznosio 0,91 Sto predstavlja izvrsnu povezanost, uz 83% zajednickih

podataka.
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6. Zakljucci

Na osnovu dobivenih eksperimentalnih podataka, njihove statisticke obrade i rasprave moze
se zakljuciti sljedece:

» Susenjem tropa grozda u fluidiziranom sloju pri ispitivanim uvjetima (temperatura 60
0C; 70°Ci 80 °Civrijeme 90; 135 i 180 minuta) smanjen je udio vlage tropa grozda sa
66% na udio vlage ispod 10%, udio vlage smanjivao se proporcionalno poveéanju
temperature i vremena susenja

» Susenje tropa grozda sorti Traminac i Portogizac u fluidiziranom sloju pri ispitivanim
uvjetima utjecalo je na:

o povecanje ukupnih fenolnih spojeva za trop grozda sorte Traminac u iznosu do
32,7% (rezultat dobiven Folin-Ciocalteu metodom), i 31,7% (rezultat dobiven
Prussian-Blue metodom)

o smanjenje ukupnih fenolnih spojeva za trop grozda sorte Portogizac u iznosu
do 13,2% (rezultat dobiven Folin-Ciocalteu metodom), i 22,3% (rezultat
dobiven Prussian-Blue metodom)

o smanjenje ukupnih flavonoida za trop obje ispitivane sorte grozda, smanjenje
ukupnih flavonoida za trop grozda sorte Traminac iznosilo je do 16,8%, dok je
smanjenje ukupnih flavonoida za trop grozda sorte Portogizac iznosilo do
15,3%

o smanjenje ukupnih proantocijanidina za trop obje ispitivane sorte grozda,
smanjenje ukupnih proantocijanidina za trop grozda sorte Traminac iznosilo je
do 35,4%, dok je smanjenje ukupnih proantocijanidina za trop grozda sorte
Portogizac iznosilo do 43,1%

» SusSenje tropa grozda sorti Traminac i Portogizac u fluidiziranom sloju utjecalo je na
smanjenje antioksidacijske aktivnosti za obje ispitivane sorte grozda, za trop grozda
sorte Traminac smanjenje antioksidacijske aktivnosti iznosilo je do 39,5%, dok je
smanjenje antioksidacijske aktivnosti za trop grozda sorte Portogizac iznosilo do 20%

» Ukupni proantocijanidini najvise doprinose antioksidacijskoj aktivnosti ekstrakta kod
tropa obje sorte grozda

» Kako je suSenje tropa grozda u fluidiziranom sloju pri ispitivanim uvjetima dovelo do
smanjenja udjela ekstrahiranih fenolnih tvari, kao i na smanjenje antioksidacijske
aktivnosti susenje tropa grozda u fluidiziranom sloju potrebno je provoditi ili na nizim

temperaturama ili tijekom kraéeg vremena susenja.
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