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1. UvOD

U posljednje vrijeme sve se vise istrazuju sekundarne sirovine biljnog podrijetla koje se
prema europskim legislativama klasificiraju kao otpad (nusproizvod) buduéi da se uklanjaju iz
proizvodnog procesa. Sekundarne sirovine biljnog podrijetla isticu se po kemijskom sastavu
kao vrijedne sirovine visokog bioloskog potencijala s dokazanim pozitivnim ucincima na
ljudsko zdravlje. Preradom grozda nastaje znacajna koli¢ina organskog otpada koji predstavlja
velik ekoloski problem ako se nekontrolirano odlaze u okoli§ ili neadekvatno zbrinjava.
Organski otpad koji nastaje preradom grozda sadrzi znaCajan udio nutrijenata i bioaktivnih
spojeva koji se mogu rabiti za proizvodnju razliCitih proizvoda za potrebe poljoprivredne
proizvodnje, prehrambene, farmaceutske i kozmeticke industrije. Posljednjih godina objavljen
je niz znanstvenih istrazivanja ¢iji rezultati dokazuju kako organski otpad od proizvodnje vina
sadrzi visoke udjele bioloski aktivnih komponenata poput fenolnih spojeva. Polifenoli ¢ine
skupinu sekundarnih biljnih metabolita koji doprinose nutritivnoj i senzorskoj kvaliteti voca,
povréa i drugih biljnih vrsta. Isticu se po iznimno znacajnom antioksidacijskom,

antibakterijskom, antifugalnom i antivirusnom djelovanju.

Stoga, jedna od mogucénosti je da se iz organskog otpada od prerade grozda izoliraju
bioaktivni spojevi pomocu razli¢itih tehnika i metoda ekstrakcije ¢ime se postize ekonomski
profit i vece iskoristenje buduci da se izolirani bioloski aktivni spojevi izmedu ostalog, mogu

vratiti u proizvodni proces.

Prilikom odabira adekvatne metode za ekstrakciju bioloski aktivnih spojeva potrebno je
razmotriti prednosti i nedostatke svake metode. Osim klasi¢ne konvencionalne ekstrakcije sve
vise su U primjeni nove tehnologije: ekstrakcija potpomognuta visokim hidrostatskim tlakom,
ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, mikrovalovima, ekstrakcija hladnom plazmom i dr.
Prednosti novih tehnologija ogledaju se u samoj brzini ekstrakcije, prinosu ekstrakcije,
manjem utroSku energije 1 ekoloSkoj prihvatljivosti budu¢i da nema otpadnih produkata.
Stoga, na temelju svega navedenoga, ciljevi ovog istraZivanja bili su:

e Provesti proces ekstrakcije ukupnih fenola primjenom visokog hidrostatskog tlaka pri
razli¢itim temperaturama (40 °C, 60 °C, 80 °C), tlakovima (200 MPa, 400 MPa ) i
vremenima trajanja ekstrakcije (5 min i 15 min) te odrediti optimalne parametre pri
kojima se ostvaruje najveci ekstrakcijski kapacitet;

e Odrediti ukupne fenole spektrofotometrijskom metodom;

e Snimiti NIR spektre i na osnovu njih predvidjeti sadrzaj ukupnih fenola u

pripremljenim ekstraktima.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. Vinova loza

Vinova loza (Vitis Vinifera) jedna je od najranije kultiviranih biljnih vrsta. Poéeci uzgoja
vinove loze sezu u davnu proslost, zemljopisno izmedu Crnog i Kaspijskog mora i u podrucje
oko Sredozemlja. Plemenita vinova loza (Vitis vinifera) nastala je krizanjem u prirodi pa
otuda mnostvo Kultivara (Zorici¢, 1996). Vinova loza se uzgaja u svim podru¢jima gdje uz

dovoljno kiSe prevladavaju topla i suha ljeta i relativno blage zime (Vivier i sur., 2000).

Prema Zakonu o vinu (NN 96/2003), vino je poljoprivredni prehrambeni proizvod dobiven
potpunim ili djelomi¢nim alkoholnim vrenjem mosta ili masulja, od svjezeg za preradu
pogodnog grozda. Pod grozdem se podrazumijeva zdrav, zreo, prezreo, prosusen ili prirodno
zamrznut plod vinove loze priznatih kultivara namijenjen proizvodnji vina ili drugih
proizvoda od grozda i vina, a ¢iji sok sadrzi minimalnu koli¢inu Secera od 64° Oechlsa

(133g/L Secera).

Proizvodnja crnog vina razlikuje se od proizvodnje bijelog vina. Osnovna svojstva crnim
vinima daju polifenoli, crveno obojeni antocijani i tanini, tvari trpkog okusa, koje su
ponajvise prisutne u pokozici bobice (Riedel i sur., 2012). Crno vino dobiva se vrenjem
masulja, najéesce bez peteljke. Osnovni cilj ove faze proizvodnje je izdvajanje pigmenata
boje iz stanica pokozice u grozdani sok, koji je vecinom neobojen. Ekstrakcija obojenih
pigmenata postize se vrenjem i maceracijom masulja (Zori¢i¢, 1996). Vrlo je bitno vrijeme
trajanja same maceracije masulja jer o vremenu trajanja ovisi koliko ¢e se izdvojiti pigmenata

antocijana i tanina, a optimalno je ako ono traje od 5-7 dana.

Sorta Merlot je porijeklom iz Francuske, provincije Gironde, Sireg podrucja Bordeauxa.
Merlot je sorta Sirokog areala, tako da se uzgaja u gotovo svim vinogradarskim zemljama.
Grozd je srednje krupan ili sitan, konusnog ili cilindri¢no-konusnog oblika, ¢esto sa jednim
krilcem. Bobice su sitne ili srednje krupne, okrugle, sa srednje debelom ili debelom
pokozicom tamnoplave boje posutom obilnom peteljkom. Sadrzaj Se¢era u mostu Merlota
kre¢e se od 18 do 22 %. Vino sadrzi od 11 do 13 vol. % alkohola s 5,5 do 7,5 g/L ukupne
kiseline, glicerola 6,7-10 g/L, pepela 1,8-2,9 (Zoric¢i¢, 1996.). Vina Merlota se svrstavaju u
red najkvalitetnijih crnih vina svijeta 1 kao takva su veoma cijenjena i trazena na trziStima

vina.



2.2. Organski otpad iz proizvodnje vina

U posljednjih nekoliko godina puno paznje se pridaje zbrinjavanju vinske komine,
nusproizvodu Kkoji nastane tijekom proizvodnje vina. Prema podacima EUROSTAT-a u
2014.godini u EU bilo je proizvedeno 22,6 milijuna tona grozda, a od toga 93 % namijenjeno
proizvodnji vina. Od ukupne koli¢ine preradenog grozda 20-30% otpada na kominu grozda,

organskom otpadu iz proizvodnje vina (Yu i sur., 2014).

Zemlja sa razvijenom vinskom kulturom je i Republika Hrvatska pa je tako 2013. godine
proizvedeno 90.000 t grozda odnosno proizvedeno je 565.000 hL vina i 18.000 t organskog
otpada. Ulaskom u EU puno je paznje posveceno upravo vinskoj komini, buduéi da direktive

EU nalazu da se otpad koji ima vise od 5 % organskog ugljika zbrinjava na poseban nacin

(Agroklub).

Vinska komina sastoji se od pulpe grozda, pokoZice, sjemenki i peteljki. U proizvodnji
crnih vina dobiva se nakon procesa maceracije sa fermentacijom, a kod bijelih vina nakon

presanja zgnjeCenog grozda (Teixeira i sur., 2014).

Otpad iz proizvodnje vina sadrzi visoke udjele fenolnih spojeva, polisaharida, masnih
kiselina i drugih biolosko aktivnih spojeva koji imaju povoljan utjecaj na zdravlje i prevenciju
kardiovaskularnih bolesti. Budu¢i da pozitivni ucinci na zdravlje mogu ovisiti o koli¢inama
bioloski aktivnih spojeva prisutnih u nusproduktima, potrebno je uspostaviti vezu izmedu
pozitivnih efekata te sastava vina i1 nusprodukata. Istrazivanja dovode do zakljucka da

koncentracije nusprodukata variraju u velikom rasponu ovisno o sorti grozda iz koje se

dobivaju (Friedman, 2014).

U dostupnim studijama istrazivanja su viSe usmjerena na komine koje proizlaze iz crnih
sorti grozda, a manje one koje proizlaze iz bijelih sorata (Gonzalez-Centeno i sur., 2013).
Sorte grozda iz kojih se dobivaju crna vina sadrze puno vise polifenola od onih iz kojih se
dobivaju bijela vina jer se tijekom procesa proizvodnje crno vino tjednima macerira s
pokozicom koja je znatno bogatija polifenolima i bojom nego pokozica bijelih sorti (Zoric¢i¢,

1996).



2.3. Fenolni spojevi vinske komine

Fenolni spojevi ¢ine veliku skupinu sekundarnih biljnih metabolita koji doprinose
nutritivnoj 1 senzorskoj kvaliteti voca i povréa i drugih biljnih vrsta. Osnovnu strukturu
fenolnih spojeva ¢ini aromatski prsten na koji je vezana jedna ili vise hidroksilnih skupina, no
mogu biti vezani i drugi supstituenti Sto dovodi do velike raznolikosti spojeva (Ignat i sur.,
2011). Njihova vaznost je time veca ako se uzme u obzir kako je do sada u biljkama

identificirano vise od 8000 molekula s fenolnom strukturom (Riedel i sur., 2012).

Fenolni spojevi imaju brojne funkcije u biljnom tkivu kao $to je zastita od UV zracenja,
zaStita od pigmentacije biljaka, zaStita od patogena i kao obrambeni mehanizam biljke protiv
biljojeda i nametnika. Kroz boju i aromu fenolni spojevi daju signal Zivotinjama koje prenose

sjeme i Stite biljku od slobodnih radikala koji nastaju kao produkt fotosinteze (Holtung, 2014).

Epidemioloska istrazivanja pokazala su kako konzumacija voc¢a i povréa ima pozitivne
uc¢inke na ljudsko zdravlje poput smanjenja rizika oboljenja od sr¢anih bolesti i sr¢anog udara,
te smanjenje rizika oboljenja od raka. Ti pozitivni ucinci na zdravlje se prije svega pripisuju
fenolnim spojevima koji se isticu po antioksidacijskom, antibakterijskom i antifugalnom
djelovanju (Schieber i sur., 2001). Fenomen pod nazivom ,,Francuski paradoks* povezuje se s
duzim Zzivotnim vijekom Francuza budu¢i da njihova prehrana obiluje masno¢ama. Mnogi
nutricionisti vjeruju da je taj fenomen uzrokovan pove¢anom konzumacijom crnog vina koje

sadrzava velike koli¢ine flavonoida i antioksidansa (Riedel i sur., 2012).

U literaturi postoje razlicite klasifikacije ovih spojeva, no najjednostavnija podjela je na

neflavonoide i flavonoide.

2.3.1. Neflavonoidi

Hidroksicimetna kiselina i hidroksibenzojeva kiselina pripadaju grupi fenolnih kiselina
(Slika 1.). Hidroksicimetne kiseline nalaze se u vakuolama pokozice i pulpe u obliku estera.
Najzastupljenije hidroksicimetne kiseline u grozdu su p-kumarinska, ferulinska i kafeinska
kiselina koje dolaze ve¢inom kao trans izomeri (Riedel i sur., 2012). Hidroksibenzojeve
kiseline se nalaze u peteljkama, sjemenkama i pokozici grozda, a najvazniji derivat je galna

kiselina koja ima ulogu prekursora kod nastajanja hidroliziranih tanina (Teixeira i sur., 2014).
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Slika 1. Strukturne formule hidroksicimetne (a) i hidroksibenzojeve kiseline (b)
(Annonimus 1)

2.3.2. Flavonoidi

Flavonoidi su velika skupina fenolnih spojeva male molekulske mase sa osnovnom
strukturom koja se sastoji od dva benzenska prstena (A i B) povezana s piranskim prstenom
(C) koja sadrzi kisik (Slika 2.). Do danas je identificirano preko 6400 flavonoida koji se
medusobno razlikuju prema stupnju oksidacije centralnog piranskog prstena. Mogu biti
hidroksilirani, metoksilirani, glikozidirani sa Secerima i esterificirani organskim kiselinama
(Ignat i sur., 2011). Flavonoidi su najrasprostranjeniji fenolni spojevi prisutni u grozdu koji
posjeduju svojstva pogodna za zaStitu srca i mozga i antimikrobna svojstva. Veéina

flavonoida prisutna je u vanjskom epidermu stanice, u pokozici grozda (Xia i sur., 2010).

Slika 2. Osnovna kemijska struktura flavonoida (Annonimus 2)



Antocijani su pigmenti koji su topljivi u vodi i oni daju crvenu, plavu i ljubiastu boju
grozda (Georgiev i sur., 2014). U grozdu su prisutni ve¢inom u pokozici, a sama koli¢ina
antocijana ovisi o sorti, klimi, tlu, vremenskim prilikama u vegetacijskoj godini. Nakupljanje
antocijana u kozici bobice dogada se istovremeno s nakupljanjem Secera (Zorici¢, 1996).
Kemijska struktura (Slika 3.) sastoji se od aromatskog prstena (A) koji je vezan na
heterociklicki prsten (C) koji je povezan na trec¢i aromatski prsten (B). Na tre¢em aromatskom

prstenu (B) vezani su razni Seceri (Teixeira i sur., 2014).

Slika 3. Kemijska struktura antocijana (Annonimus 3)

Flavanoli ili flavan-3-oli prisutni su u grozdu ve¢inom u formi (+)-katehina, (-)-
epikatehina (Slika 4.) i proantocijanidina. Pohranjeni su u sjemenkama grozda, ali se takoder
mogu pronaci i u bobicama grozda. Kod varijeteta bijelog grozda flavanoli ¢ine 46-56%
ukupnih fenola, dok kod crnog grozda ¢ine izmedu 13% 1 30% ukupnih fenola (Georgiev 1

sur., 2014).

OH OH

OH
HO 0.0 HO 0.
1668 1968

OH epicatechin OH catechin
Flavan-3-ols

Slika 4. Kemijska struktura epikatehina i katehina (Annonimus 4)

Flavonoli su zuto obojeni pigmenti koji se ve¢inom nalaze u pokozici grozda, ali ih ima i u
pulpi (Riedel i sur., 2012). U grozdu su pronadeni kvercetin, miricetin, kampferol, laricitin i
drugi koji su u obliku 3-O-glukozida i 3-O-glukuronida (Teixeira i sur., 2013).



Tanini kompleksni su spojevi velike molekularne mase, a mogu se podjeliti u dvije
skupine: kondenzirani tanini (proantocijanidini) i hidrolizirani tanini (Ignat i sur., 2011).
Opce svojstvo tanina jest da su trpkog i oporog okusa i s metalima tvore obojene reakcije. U
crnim vinima su prisutni u ve¢im koli¢inama u odnosu na bijela vina (Zori¢i¢, 1996).
Kondenzirani tanini (proantocijanidini) su polimeri flavan-3-ola, a nalaze se u pokozici,
sjemenkama i peteljkama grozda (Teixeira 1 sur., 2013). Hidrolizirani tanini su derivati galne
kiseline (Ignat i sur., 2011), nema ih u kozici, najve¢i udio hidroliziranih tanina nalazi se u

vanjskom omotacu sjemenki.

Stilbeni grozda pojavljuju se u oligomernom i polimernom obliku (Rentzsch i sur., 2007).
Istiu se po iznimno pozitivnom ucinku na ljudsko zdravlje zbog antioksidacijskih i
antikancerogenih svojstava (Nassiri-Asl i Hosseinzadeh, 2009). Najvazniji predstavnik je

reservatol (Slika 5.).
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Slika 5. Strukturna formula reservatola (Anonnimus 5)

Kako je ve¢ spomenuto u ovom radu, komina predstavlja najveéi udio medu
nusproduktima proizaslim iz procesa proizvodnje vina §to predstavlja problem pri skladiStenju
i eliminaciji, ali istovremeno predstavlja i ekoloski i ekonomski problem. No, komina je
prirodan i jeftin izvor antioksidansa zbog toga S$to sadrzi velike koli¢ine sekundarnih
metabolita poput fenolnih kiselina, flavan-3-ola i antocijana (Texeira i sur., 2013).
Najzastupljeniji fenolni spojevi u grozdu su flavanoli, antocijani, proantocijanidini, flavonoli
koji pripadaju skupini flavonoida, a iz skupine neflavonoida vazno je istaknuti fenolne
kiseline i stilbene (Riedel i sur., 2012).



Fenolni sastav komine varira ovisno o vrsti grozda, klimatskim uvjetima, vrsti tla, trajanju
maceracije i tome radi li se 0 pokozici, sjemenkama ili stabljici (Tablica 1). Tako sjemenke
sadrze manje koli¢ine fenolnih kiselina 1 antocijanina nego pokozica, ali vece koli¢ine flavan-
3-ola (Yu i sur., 2014). Tijekom maceracije grozda, koja prethodi fermentaciji, sjemenke
uglavnom ostanu netaknute, stoga u primarnoj fermentaciji vecina fenolnih spojeva koji se

prenose u vino, potjecu iz pokozice grozda (Pinelo i sur., 2006).

Komine crnih sorti jedan su od najboljih izvora antioksidansa, pri ¢emu prisutnost
antocijana kod crnih sorti predstavlja glavnu razliku u fenolnom sastavu bijelih i crnih sorti

grozda (Luque Rodriguez i sur., 2007).

Tablica 1. Okvirne koncentracije fenolnih spojeva u komini, pokozici, sjemenci i peteljci

grozda (Pinelo i sur., 2006)

mg/g KOMINA POKOZICA SJEMENKA PETELJKA
FENOLNE
KISELINE 0,03-8,31 0,17-8,23 0,1-0,11 0-0,04
TANINI 0,22-2,32 1,61 2,32 0,22-0,39
FLAVAN-3-OLI 0,34 -4,25 0,12-3,38 3,56 — 6,15 0,22 -0,89
ANTOCIJANI 11,47 — 29,82 11,47 — 29,82 - -
FLAVONOLI 0,03 -0,63 0,48 - 0,63 0,02 - 0,05 0-0,22



2.4. Ekstrakcija fenolnih spojeva

Ekstrakcija predstavlja glavni korak u izolaciji bioloski aktivnih spojeva iz biljnih
materijala. Cilj same ekstrakcije jest izolacija maksimalne koli¢ine Zeljene tvari, a da pritom
izolirana tvar bude S§to vece kvalitete (Spigno i sur., 2007). Brojni faktori poput kemijskog
sastava uzorka, koriStene metode ekstrakcije, veliine Cestica uzorka, vrste otapala, vremena i
temperature ekstrakcije utjeCe na ucinkovitost ekstrakcije fenolnih spojeva (Teixeira i sur.,
2014).

Ekstrakcija otapalima i ekstrakcija superkriticnim plinovima su najcesce koristene tehnike
za izolaciju fenolnih spojeva (Ignat i sur., 2010). Ekstrakcija pomocu otapala koristi se za
izolaciju odredenih spojeva iz razli¢itih materijala kao $to su sedimenti, tlo, polimeri, gljive i
biljke. Proces se sastoji od toga da se uzorak pomijesa sa raznim otapalima koja izoliraju
spojeve koji se zele istraziti. Uzorci se obi¢no centrifugiraju i filtriraju kako bi se uklonili
nepotrebni sastojci (Gil-Chavez i sur., 2013). Konvencionalne metode za ekstrakciju fenola
iz grozda koriste organska otapala poput etanola, metanola i acetona u kombinaciji s vodom.
Otapala 80 % metanol (v/v), 75 % aceton (v/v) i 70 % etanol (v/v) su se pokazali kao otapala

s najboljom efikasnos¢u ekstrakcije fenola iz biljnog materijala (Sun i sur., 2006).

Klasi¢ne ili konvencionalne metode imaju odredene nedostatke poput gubitka bioloski
aktivnih spojeva uslijed hidrolize, oksidacije ili povisene temperature do koje dolazi za
vrijeme same ekstrakcije uslijed duzeg trajanja ekstrakcije ili pak dolazi do onecis¢enja
okolisa zbog koristenja velike koli¢ine organskih otapala (Drosou i sur., 2015), stoga se takve
metode sve viSe zamjenjuju  novijim metodama ekstrakcije, kao Sto su ekstrakcija
potpomognuta ultrazvukom, ekstrakcija potpomognuta visokim hidrostatskim tlakom,
ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima i kao jedna od najnovijih metoda, ekstrakcija

potpomognuta hladnom plazmom (Teixeira i sur., 2013).



2.4.1. Ekstrakcija potpomognuta visokim hidrostatskim tlakom

Postupci obrade hrane visokim hidrostatskim tlakom podrazumijevaju podvrgavanje
tekuce ili ¢vrste hrane djelovanju tlaka od 100 do 800 MPa (1200 MPa). Temperatura obrade
moze se kretati od ispod 0 °C do iznad 100 °C, a vrijeme izloZenosti djelovanju tlaka moze
varirati od nekoliko sekundi do 20 minuta (Kresi¢ i sur.,, 2011). Ekstrakcija visokim
hidrostatskim tlakom nije prisutna samo u prehrambenom inzenjerstvu, ve¢ ima druga
podru¢ja primjene, poput ekstrakcije bioloski aktivnih sastojaka iz prirodnih materijala
(Altuner i sur., 2012), kao $to su antocijani iz grozda i fenolni spojevi iz Maclura pomifera
voca (Strati i sur., 2014).

Posljednjih godina, usporedno s razvojem druStva i gospodarstva, raste briga za okoli§
zbog Cega su zakoni koji se brinu o zastiti okoli$a sve strozi §to dovodi do povecanja napora
za pronalazenjem nacina na koji bi se rijeSili problemi u okoliSu nastali uporabom
konvencionalnih metoda ekstrakcije. Uzevsi navedeno u obzir, ekstrakcija potpomognuta
visokim hidrostatskim tlakom sve vise se Kkoristi zbog njezinog manje Stetnog utjecaja na
okoli$. Ekstrakcija potpomognuta visokim hidrostatskim tlakom je priznata od strane FDA

kao metoda ekstrakcije koja je ekoloski prihvatljivija (Wang i sur., 2013).

Djelovanjem visokog hidrostatskog tlaka dolazi do smanjenja volumena sustava na koji se
tlak primjenjuje. Sukladno Le Chatelier-Braunovom zakonu, u uvjetima ravnoteze, zbog
djelovanja poviSenog tlaka na zatvoreni sustav bit ¢e pospjeSene one reakcije koje vode
smanjenju volumena, dok ¢e nasuprot tome one reakcije koje vode povecanju volumena

sustava biti potisnute (Bosiljkov i sur., 2010).

Tijekom procesa ekstrakcije potpomognute visokim hidrostatskim tlakom povecanjem
tlaka povecava se topljivost prema teoriji faza. Stanice podvrgnute tlaku pokazuju vecu
propusnost prema teoriji prijenosa masa, S§to znaci da Sto je veci hidrostatski tlak viSe otapala
ulazi u stanicu. Ulaskom otapala u stanicu stani¢éna membrana je u moguénosti propustiti vise
spojeva Sto za posljedicu ima veéi prinos ekstrakta (Prasad i sur., 2009). Uocena je veca
propusnost stani¢ne membrane pri djelovanju visokog hidrostatskog tlaka zbog velike razlike
u tlaku izmedu unutraS$njosti stanice 1 okruZenja izvan stani¢énih membrana (Zhang 1 sur.,

2005).
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Nadalje, ekstrakcija visokim tlakom pruza mogucénost inaktivacije enzima u svjezem
materijalu Sto moze dovesti do poveéanja iskoriStenja u usporedbi s drugim metodama
ekstrakcije. Takoder, ima sposobnost smanjiti pH otapala za vrijeme ekstrakcije $to moze
povecati ucinkovitost ekstrakcije fenolnih spojeva buduéi da su oni stabilniji pri nizim pH

vrijednostima (Ahmed i Ramaswamy, 2006; Prasad i sur., 2009).

Visoki tlak moze izazvati strukturne promjene u hrani kao $to su stani¢ne deformacije,
oSte¢enja membrane i denaturacija proteina (Zhang, i sur.,, 2005). U usporedbi sa
konvencionalnim tehnikama, proces ekstrakcije koja je potpomognuta visokim hidrostatskim
tlakom je brzi, daje veci prinos ekstrakcije, manje necistoca, postoji mogucnost izvodenja pri
sobnoj temperaturi i moze se skratiti vrijeme ekstrakcije (Huang i sur., 2013). U odnosu na
ekstrakciju superkriticnim fluidima, oprema koja se koristi za ekstrakciju potpomognutu
visokim hidrostatskim tlakom je jednostavnija, jeftinija i mogu se Koristiti razna otapala (Lee i
sur., 2011). Komponente hrane koje su odgovorne za specificnu nutritivnu vrijednost i
senzorske znacajke hrane zahvaljuju¢i malom udjelu sekundarne, tercijarne i1 kvarterne

strukture, praktic¢ki neosjetljive na djelovanje visokog tlaka (Kresi¢ i sur., 2011).

Mnogi znanstveni radovi pokazuju kako je ekstrakcija potpomognuta visokim
hidrostatskim tlakom ucinkovitija metoda ekstrakcije fenolnih spojeva u usporedbi sa
konvencionalnom ekstrakcijom ili nekim drugim netermi¢kim metodama ekstrakcije. Xi
(2006) je koristio ekstrakciju potpomognutu visokim hidrostatskim tlakom na uzorku komine
rajCice te ostvario vece prinose likopena u usporedbi s konvencionalnim metodama
ekstrakcije pomoc¢u otapala. Corrales i sur. (2008) provodili su ekstrakciju antocijana iz
pokozice grozda potpomognutu visokim tlakom uz koncentracije etanola od 20 do 100 %.
Parametri koji su bili varirani su tlak (200, 400 i 600 MPa), vrijeme ekstrakcije (30-90 min) i
temperatura (20-70 °C). Zele¢i usporediti dobivene rezultate sa drugim metodama
ekstrakcije, proveli su i konvencionalnu ekstrakciju u vrucoj vodi, ekstrakciju potpomognutu
ultrazvukom te ekstrakciju potpomognutu pulsiraju¢em elektricnim poljem. Ustanovili su
kako je primjena ekstrakcije visokim hidrostatskim tlakom rezultirala najve¢im sadrzajem
antocijana u usporedbi sa preostalim ispitivanim tehnikama. Najveci prinos antocijana dobili
su koriste¢i 100 %-tni etanol, temperaturu ekstrakcije 50 °C te tlak od 500 MPa, bez

statisticki znaCajnog utjecaja vremena trajanja ekstrakcije.

11



Nadalje, Prasad i sur. (2009) izolirali su ukupne fenole iz perikarpa longan voca
(Dimocarpus longan) primjenom ekstrakcije potpomognute visokim tlakom. Rezultati su
pokazali kako je najveci prinos polifenola (20 mg/g) ostvaren pri uvjetima kada je kao otapalo
koriStena 50%-tna otopina etanola, pri temperaturi 30 °C, tlaku 500 MPa i trajanju ekstrakcije
2.5 min. Istovremeno su proveli i konvencionalnu ekstrakciju gdje je u konacnici prinos
iznosio 11,9 mg/g §to je znaCajno manje u usporedbi sa ekstrakcijom koja je potpomognuta

visokim hidrostatskim tlakom.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI
3.1.1. Priprema uzorka komine

U istrazivanju je koriSten nusprodukt nakon preSanja od proizvodnje vina sorte Merlot,
koji je nabavljen u suradnji s poduzecem Agrolaguna d.d. (Pore¢, Hrvatska), koji je odmah
nakon izuzimanja podvrgnut postupku liofilizacije. Uzorak komine sadrzavao je pokozicu,
sjemenke i dijelove peteljke, a neposredno prije liofilizacije, dijelovi peteljke su izdvojeni.
Postupak liofilizacije proveden je na liofilizatoru CoolSafe, Model: 55-9 PRO (Labogene,
Danska), a uzorak je prethodno zamrznut na -60 °C. U jednom sloju na Sest plitica
rasporedena je masa od cca 500 g smrznute komine nakon c¢ega je proveden postupak
liofilizacije koji je trajao 24 sata. Primarno suSenje (sublimacija) provedena je pri vakuumu
0,130-0,155 hPa i temperaturi od -30 do 0°C/24 sata, a izotermna desorpcija pri 20°C/12 sati.
Po zavrsetku procesa liofilizacije prosjecni udio suhe tvari u liofiliziranoj komini iznosio je
96,85 %. Liofilizirana komina je potom pakirana u polipropilenske vrecice, hermeticki
zatvorena i skladiStena pri temperaturi -20 °C do provodenja analize. Neposredno prije
provodenja ekstrakcije fenolnih spojeva liofilizirana pokozica grozda samljevena je u prah

pomocu mlinca za mljevenje (Imetec Dolcevita CG1).

3.1.2. Aparatura i pribor
Aparatura:

e Analiticka vaga (ABT 220-4M, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)
e Liofilizator, CoolSafe, Model: 55-9 PRO (Labogene, Danska)

e Uredaj za vakumiranje (Besser Vacuum SRL, Italija)

e Uredaj za visoki tlak (Stansted Fluid Power LTD, Velika Britanija)

e Centrifuga (HETTICH, EBA 38, Tuttlingen, Njemacka)

e Kupelj od rotavapora (BUCHI Heating Bath B-490,Svicarska)

e Spektrofotometar (UV/VIS UNICAM HELIOS B, Velika Britanija)

e NIR instrument i ra¢unalo
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Pribor:

e Plasti¢ne bocice (50 mL)

e Vakuum vreéice

e Odmijerne tikvice (50 mL, 100 mL, 500 mL, 1000 mL)
e Menzure (50 mL, 100 mL, 500 mL)

e Staklene ¢ase (50 mL, 100 mL, 200 mL)

e Stakleni lijevci

e Pipeta (5 mL) i propipeta

e Falkonice volumena 50 mL i 15 mL

e Mikropipete Eppendorf (100 uL, 1000 uL, 5000 uL)
e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Staklene kivete

3.1.3. Kemikalije i standardi

e Etanol, 96 %-tni (GRAM-MOL)

e Etanol 70 %-tni
Priprema: u odmjernu tikvicu od 1000 mL doda se 729 mL 96 %-tnog etanola i do
oznake se nadopuni destiliranom vodom.

e Folin-Ciocalteu reagens (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)

e Natrijev karbonat anhidrid (Na2COs3) (GRAM-MOL d.0.0.)

e Otopina natrijeva karbonata (7,5 %-tna otopina)
Priprema: odvaze se 7,5 g anhidrida natrijeva karbonata u staklenoj CaSici te se
pomocu destilirane vode kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL te se
destiliranom vodom nadopuni do oznake.

e Galna kiselina, C7HgOs

e Standard galne kiseline
Priprema: odvaze se 500 mg galne kiseline u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomocu
10 mL 96 % - tnog etanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100
mL i otopi u datom vremenu, a potom se do oznake nadopuni destiliranom vodom.

e Destilirana voda
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Ekstrakcija ukupnih fenola potpomognuta visokim hidrostatskim tlakom

Ekstrakcija ukupnih fenola iz praha pokozice grozda sorte Merlot provedena je primjenom

visokog hidrostatskog tlaka (Stansted Fluid Power LTD, Velika Britanija, slika 6) prema

planu pokusa prikazanom u Tablici 2. Kao otapalo pri ekstrakciji koristen je 70 %-tni etanol.

Parametri koji su varirani tijekom eksperimenta su: temperatura (40 °C, 60 °C 1 80 °C), tlak

(200 MPa i 400 MPa) te vrijeme ekstrakcije (5 mini 15 min). Svaka ekstrakcija provedena je

u paraleli.

Tablica 2. Plan pokusa ekstrakcije ukupnih fenola primjenom visokog hidrostatskog tlaka

Vrsta Temperatura Tlak (MPa) | Vrijeme ekstrakcije Sifra uzorka
otapala (°C) (min)
200 5 A
40 15 B
400 5 C
15 D
200 5 E
60 15 F
70 %-tni 400 5 G
etanol 15 H
200 5 I
80 15 J
400 5 K
15 L

Slika 6. Uredaj za visoki tlak: Stansted Fluid Power, Velika Britanija
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Postupak ekstrakcije:

U plasti¢nu boc€icu volumena 50 mL odvaze se 1 g (£ 0,001) prethodno izvaganog uzorka
praha pokozice grozda sorte Merlot te se menzurom doda 45 mL 70 %-tnog etanola. Zatim se
plasti¢na bocica dobro zatvori, stavi se u plasticnu vrecicu (idealan poloZaj plasticne bocice je
vodoravan) i vakuumira u uredaju za vakuumiranje. Bocicu sa uzorkom i otapalom potrebno
je staviti u plasti¢nu vreéicu te zavariti i vakuumirati, kako bi se uslijed tretiranja visokim
tlakovima sprijeCilo eventualno prodiranje otopine glicerola iz cilindra tijekom procesa
ekstrakcije. Tako vakuumirani uzorci stavljaju se u uredaj i na racunalu se podese zeljeni
parametri ekstrakcije. Slijedi ekstrakcija potpomognuta visokim hidrostatskim tlakom prema

planu pokusa (Tablica 2).

Nakon provedene ekstrakcije potpomognute visokim hidrostatskim tlakom ekstrakti se
kvantitativno (pomocu staklenog lijevka) prenesu u omjernu tikvicu volumena 50 mL i do
oznake nadopune 70 %-tnim etanolom. Potom se uzorci preliju u falkonice volumena 50 mL,
dobro zatvore i centrifugiraju 10 minuta na 5000 rpm (HETTICH, EBA 3S, Tuttlingen,
Njemacka, slika 7). Nakon centrifugiranja ekstrakti se dekantiraju u falkonice volumena 15

mL i skladiSte na -18°C do daljnje analize.

Slika 7. Uredaj za centrifugiranje — HETTICH (vlastita fotografija)
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3.2.2. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola
Princip odredivanja:

Odredivanje ukupnih fenola provodi se u etanolnom ekstraktu uzorka primjenom
spektrofotometrijske metode. Za odredivanje se koristi Folin-Ciocalteu reagens koji je smjesa
fosforwolframove i fosfomolbidenske kiseline. Princip metode se temelji na svojstvu fenolnih
spojeva da tijekom reakcije s Folin-Ciocalteu reagensom nastaje plavo obojeni kompleks ¢iji
je intenzitet obojenja proporcionalan koncentraciji fenola. Pri oksidaciji fenolnih tvari u blago
alkalnim uvjetima fosforwolframova i fosfomolbidenska kiselina se reduciraju u wolframov
oksid i molbidenov oksid koji su plavo obojeni. Mjeri se nastali intenzitet obojenja pri valnoj
duljini 765 nm (Pinelo i sur., 2005).

Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu se otpipetira redom 250 pL ekstrakta (koji je 10x razrijeden sa
70%-tnim etanolom), 1,25 mL Folin-Ciocalteu reagensa (koji je 10x razrijeden destiliranom
vodom), te nakon nekoliko minuta doda se 1 mL 7,5 %- tnog natrijeva karbonata. Na isti
nacin se pripremi slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 70 %-tni etanol. Uzorci se
promijesaju, a zatim termostatiraju u kupelji od rotavapora 15 minuta pri temperaturi 45 °C,
Nakon termostatiranja na spektrofotometru (slika 8) mjeri se apsorbancija (opti¢ka gustoca

otopine) pri valnoj duljini 765 nm.

Slika 8. Spektrofotometar (UV/VIS UNICAM HELIOS B, Velika Britanija) — vlastita
fotografija
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Izrada bazdarnog pravca:

Za pripremu bazdarnog pravca odvaze se 0,5 g galne kiseline. Odvaga se otopi u 10 mL
96 %-tnog etanola u odmjernoj tikvici volumena 100 mL i do oznake se nadopuni

destiliranom vodom.

Od pripremljene otopine galne Kiseline rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama
volumena 100 mL tako da se otpipetira u svaku tikvicu redom 1, 2, 3, 5 mL alikvota
standardne otopine galne kiseline i nadopunjuju do oznake destiliranom vodom.
Koncentracije galne kiseline u tim tikvicama iznose 50, 100, 150, 250 mg/L. Iz svake tikvice
otpipetira se 500 puL otopine standarda u staklene epruvete te se redom dodaje 2,5 mL F.C.
reagensa ( koji je 10x razrijeden), nakon nekoliko minuta 2 mL 7,5 % -tnog natrijeva
karbonata. Na isti nacin se pripremi slijepa proba, ali umjesto otopine standarda uzima se
destilirana voda. Uzorci se potom termostatiraju 15 minuta pri temperaturi 45 °C (u kupelji od
rotavapora). Nakon termostatiranja se mjeri apsorbancija pri valnoj duljini 765 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomodu programa
Microsoft Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije galne kiseline (mg/L), a na
ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm. Koncentracija ukupnih fenola izracuna
se prema dobivenoj jednadzbi pravca. Na temelju dobivenih rezultata dobivena je jednadzba

pravca glasi:
Y =0,0101X + 0,1583
gdje je:

Y — apsorbancija pri 765 nm
X — koncentracija galne kiseline (mg/L)

R? — koeficijent determinacije

18



3.2.3. Snimanje NIR (engl. Near infrared spectroscopy) spektra

Ovisno o tome da li je uzorak teku¢i, kruti ili obliku praha, uzorak se snima ili u kiveti
ili pomoc¢u sonde. Budu¢i da su u ovom eksperimentu uzorci bili tekuéi koristila se kiveta.
Prvi korak je da se uzorak iz falkonice prelije u kivetu koja se zatim stavlja u kudiste te se
zatvori poklopcem. Nakon postavljanja uzorka potrebno je upaliti NIR analizator i ukljuciti
izvor svjetla, podru¢je snimanja je od 904 — 1699 nm. Nakon toga, na racunalu se pokrene
program za snimanje apsorpcijskog spektra — SPEC 32. Tijekom ovog koraka NIR instrument
mora biti upaljen. Spektri svakog uzorka snimani su 3 puta za redom i spremani u datoteku na
racunalu. Na kraju se iz snimljena tri spektra prikazuje srednja vrijednost kako bi se
minimizirale grubosti spektra i smanjile pogreske. Za svaki apsorpcijski spektar snimljena je
prva i druga derivacija kako bi se S$to to¢nije izdvojili kriticni spektri vezani za
antioksidacijsku aktivnost uzorka. Za kona¢nu analizu snimljenih NIR spektra ispitivanih

uzoraka kori$ten je program Statistica ver.10. (StaSoft, 2009), (slika 9)

Slika 9. NIR instrument povezan s raunalom s ozna¢enim dijelovima:

1) NIR instrument; 2) mjesto za snimanje uzorka u kiveti; 3) izvor svjetlosti;

4) opticki kablovi; 5) racunalo
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3.2.3.1. Primjena metode najmanjeg kvadrata u modelu predvidanja ukupnih fenola
NIR spektri su organizirani u matricu X s uzorcima postavljene u redovima i NIR
spektrima smjeStenim u stupcima. Svaki vektor varijable je automatski skaliran s pripadnom
valnom duljinom uzorka te se prikazuje kao:
Xij < X(;jj ;(T(J 1
Znacajne valne duljine izdvojene iz apsorpcijskih spektara koristene su dalje u predikcijskim
modelima koji predstavljaju linearni regresijski modeli sa sljede¢im oblikom:

y =b+Zaj-AU,1j+ e;

y =a, AUy + ay - AUy, + a3 - AUy, +ay - AUy, + a5 - AUy + -+ g 2

te ukljucenjem kljucnih valnih duljina, izraz za vezu NIR spektara i ukupnih fenola poprima

sljede¢i oblik:

Yy =aq AUg1g + ay - AUy497 + a3 - AUyy37 + a4 - AU14s0 + as - AUps06
+ag - AUsge1 + a7 AU1go3 + b (3)

gdje je:
y — zavisna varijabla: ukupni fenoli (UF);
AU - promatrane absorbance spektra

ai-an,b - parametri modela
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Reprezentativnost regresijskog modela ocjenjena je koeficijentom determinacije (R?)
prema Chadockovoj ljestvici (Tablica 3). Koeficijentom determinacije se procjenjuje veza
izmedu promatrane zavisnih i nezavisnih varijabli modela te §to je koeficijent determinacije

blizi vrijednosti 1, to je veza medu promatranim varijablama reprezentativnija tj. cvrsca.

Tablica 3. Chadockova ljestvica

R? Znacenje
0 odsutnost veze
0,01-0,25 slaba veza
0,25-0,64 veza srednje jakosti
0,64-1 évrsta veza
1 potpuna veza

21



4. REZULTATI

4.1. Rezultati NIR spektroskopije
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4.2. Rezultati analize glavnih komponenata
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4.3. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola

Tablica 4. Koncentracija ukupnih fenola dobiveni ekstrakcijom pri razli¢itim temperaturama,

tlakovima i vremenima

Sifra uzorka Temperatura (°C ) Tlak Vrijeme ekstrakcije Ukupni fenoli
(MPa) (min) (mg GAE/gQ)
A 200 5 5,71+0,06
B 40 15 5,98+0,11
C 400 5 11,02+0,34
D 15 11,89+0,52
E 200 5 12,29+0,31
F 60 15 9,45+0,64
G 400 5 15,18+0,06
H 15 14,04 +0,31
| 200 5) 7,02+0,42
J 80 15 6,07+0,48
K 400 5 8,34+0,18
L 15 8,81+0,30

4.4. Rezultati regresijskog modela

Tablica 5. Parametri regresijskog modela za predvidanje sadrzaja ukupnih fenola iz

ekstrakata komine grozda sorte Merlot (jednadzba 3)

parametar | vrijednost
ai -1179,82
az -324,811
as -407,977
a4 1309,84
as 804,695
as -546,105
ar 336,665
b -3454,08
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5. RASPRAVA

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola iz komine grozda sorte Merlot
prikazani su tablicno kao srednja vrijednost dvaju paralelnih mjerenja (Tablica 4). Kao
otapalo pri ekstrakciji koriSten je 70 %-tni etanol. Parametri koji su bili varirani tijekom

eksperimenta su: temperatura, tlak i vrijeme ekstrakcije.

U ovom radu jedan od ciljeva bio je odrediti utjecaj visokog hidrostatskog tlaka na
ekstrakciju ukupnih fenola iz komine grozda sorte Merlot, a potom snimiti NIR spektre koji u
blisko-infracrvenom podruc¢ju (900-2500 nm) snimaju vibracije molekula. Glavna prednost
NIR spektroskopije je da se uzorci bez dodatne pripreme mogu snimiti brzo i jednostavno.

Cilj primjene NIR spektroskopije je odrediti u kojem podru¢ju su vidljive promjene u
spektru koje se povezuju sa kemijskom strukturom snimanog uzorka te se uz primjenu
regresijskin modela mogu koristiti u predvidanju odredenih fizikalno-kemijskih parametara
koji su odredeni za promatrani uzorak. U ovom radu je NIR spektar povezan sa masenim
udjelima bioloski aktivnih spojeva, odnosno ukupnih fenola u ekstraktima komine grozda
sorte Merlot. NIR spektri mogu dati odgovor koliko u uzorku ima ukupnih fenola bez

provodenja analitickog dijela i utroSka reagensa.

Na ekstraktima komine grozda sorte Merlot provedena je blisko infracrvena analiza, tzv.
NIR-spektroskopija. Na slikama 10-12 prikazan je NIR spektar i pripadna 1. i 2. derivacija
kako bi pikove bolje istaknuli 1 potvrdili prisutnost vibracija. Blisko-infracrvena
spektroskopija snima vibracije molekula C-H, N-H i O-H, te je na osnovu spektra i njegovih
promjena u promatranom valnom podrucju - mogucée procijeniti o kojim se vibracijama radi
(Ozaki 1 sur., 2007). Prema NIR absorpcijskim spektrima ekstrakata komine grozda sorte
Merlot promjena koje su vidljive u spektru su pri valnim duljinama 904-928 nm te 1421-1683
nm. Dio spektra od 900-1000 nm odgovara tre¢em gornjem tonu (eng. overtonu) vibracija
C-Hs, C-Hz, C-H, R-OH veza, dok se u podru¢ju od 1400-1700 nm isprepli¢u vibracije
drugog i treéeg overtona za C-Hs, C-H, C-H, R-OH te O-H veza. Sve navedene veze
ofekujemo u fenolima (Ignat i sur., 2011). Promatranjem prve i druge derivacije spektra,
izdvojiti ¢e se specificni dijelovi spektra (koji se obi¢no koriste u predikcijskom modelima).
NIR spektri snimani su u podru¢ju 904-1699 nm i u tom podru¢ju dogadale su se vibracije
molekula karakteristi¢éne za ukupne fenole. Budu¢i da je osnovna struktura fenolnih spojeva
benzenski prsten sa hidroksilnim skupinama (Ignat i sur., 2011) dogadale su se vibracije O-H

i C-H veza. Znacajni pikovi dogodili su se pri valnim duljinama 918, 1407, 1437, 1450, 1506,
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1661, 1693 nm. Budu¢i da sve molekule titraju na svoj nacin i pritom se dogadaju razliciti
overtoni i kombinacije, valna duljina od 918 nm predstavlja 2. overton za O-H skupinu i 3.
overton za C-H skupinu. Nadalje, valna duljina od 1407 nm pripisuje se C-H kombinacijama,
a valne duljine 1437, 1450, 1506 nm predstavljaju 1. overton za O-H skupinu, dok se zadnje
dvije valne duljine od 1661 i 1693 nm pripisuju 1. overtonu C-H skupine. 1z svega se moze

zakljuciti kako prevladavaju O-H veze §to je 1 logi¢no zbog dvostruke veze koja lakse puca.

Analiza glavnih komponenti omogucuje grupiranje i analizu podataka bez da je potrebno
postaviti fizi¢ki model. Pomoc¢u faktorskih bodova (eng. score plots) se izvodi vizualizacija
podataka, a njihove vrijednosti za spektre koji se razlikuju su odvojeni, dok se vrijednosti
faktorskih bodova za slicne spektre nalaze vrlo blizu, §to omogucuje njihovo grupiranje
(Jednacek i Novak, 2013). Ova analiza, poznata kao PCA (eng. Principal Component
Analysis) je vrlo Siroko koriSten postupak za analizu podataka, koji omogucéuje jednostavnu,
neparametarsku metodu izlucivanja bitne informacije 1 znafajki iz skupova podataka

upotrebom rjesenja iz linearne algebre (Gajdos Kljusuri¢ i sur., 2015; Ozaki i sur., 2007).

Na slici 12 prikazana je PCA analiza za ukupne fenole i parametre ekstrakcije koji su se
mijenjali. Vrijeme i ukupni fenoli smjestili su se u lijevom dijelu grafa, $to upucuje na njihovu
pozitivhu korelaciju, odnosno s duzim vremenom ekstrakcije ¢e se u pravilu povecati i
koncentracija ukupnih fenola, medutim, vrijeme je u pozitivnoj korelaciji sa temperaturom, a
obrnuto proporcionalno sa tlakom, te su to parametri koji ¢e takoder utjecati na sadrzaj
ukupnih fenola u ekstraktima komine grozda sorte Merlot. MoZemo zakljuciti da su ukupni
fenoli u pozitivnoj korelaciji sa uzorcima koji se nalaze u drugom, a posebno u trecem
kvadrantu. Potvrda toj tvrdnji se nalazi u Tablici 4 gdje ekstrakti pod Sifrom G (15,18+0,06
mg GAE/g), H (14,04+0,31mgGAE/qg), E (12,29+0,31mgGAE/qg), D (11,89+0,52 mg GAE/Q)
imaju najvecu koncentraciju ukupnih fenola i upravo ta Cetiri uzorka su smjestena u drugom 1

tre¢em kvadrantu.

Sljede¢i korak je razvoj regresijskog modela ¢ija se jednadzba 1 definirani parametri
modela Kkoriste u predvidanju masenog udjela ukupnih fenola na osnovu specificnih valnih
duljina, izdvojenih iz NIR spektara. Sto je vrijednost koeficijenta determinacije bliza jedinici

veza izmedu promatranih varijabli je ¢vrs¢a (Kurtanjek 1 Gajdos Kljusuri¢, 2014).
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Parametri modela navedeni su u Tablici 5, te se slaganje eksperimentalnih vrijednosti
sadrzaja ukupnih fenola u ekstraktima komine grozda sorte Merlot sa podacima ukupnih
fenola dobivenih modelom, moze promotriti na slici 13. Rezultat predikcijskog modela
ukupnih fenola prikazan na slici 13 pokazuje, s obzirom na Chadackovu ljestvicu, koeficijent
determinacije (R? = 0,789) pokazuje &vrstu vezu izmedu promatrane zavisne (y= ukupni
fenoli) i skupa nezavisnih varijabli (7 valnih duljina; A1.7: 918; 1407; 1437; 1450; 1506; 1661
i 1693).

Ovaj model omoguc¢ava da se za neke nove ekstrakte komine grozda sorte Merlot moze
predvidjeti oc¢ekivani maseni udjel ukupnih fenola. Na temelju postavljenog modela iz
jednadzbe [3] moguce je odrediti maseni udjel ukupnih fenola. U obzir se uzimaju parametri
modela (a1-7 te parametar b, a iz NIR spektra se ocitaju vrijednosti pri valnim duljinama ; A1.7:

918; 1407; 1437; 1450; 1506; 1661 i 1693).

Dobiveni rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola prikazani u Tablici 4.
pokazuju da je iskoriStenje bilo vece pri temperaturama ekstrakcije od 60 °C u usporedbi sa
ekstrakcijskim temperaturama 40 °C i 80 °C. Neovisno o vrijednostima tlaka i vremena
ekstrakcije maseni udjeli ukupnih fenola u ekstraktima pri 60 °C iznosili su od 9,45 do 15,18
mg GAE/g. Nesto vise vrijednosti ukupnih fenola ipak su zabiljezene pri vrijednostima tlaka
od 400 MPa u usporedbi sa ekstraktima dobivenim pri 200 MPa. Prasad i sur (2009) uo¢ili su
kako povecanje temperature dovodi do porasta koncentracije fenolnih spojeva. Kad su
temperaturu ekstrakcije povecali sa 30 °C na 50 °C koncentracija ukupnih fenola poveéala se
sa 21+0,6 na 23+0,3 mg/g DW. Pri visim temperaturama dolazi do povecanja topljivosti
ekstrahiranih tvari i povecanja koeficijenta difuzije $to za posljedicu ima vece koncentracije
fenolnih spojeva. No, s druge strane, fenolni spojevi su osjetljivi na toplinu, pa je temperatura
od 60 °C uzeta kao gornja granica (Spigno i sur., 2007). Temperature veée od 60 °C dovode
do degradacije fenolnih spojeva $to se u konacnici odrazava smanjenjem koncentracije
ukupnih fenola. U ovom radu se to i potvrdilo budu¢i da su koncentracije ukupnih fenola pri

temperaturi od 60 °C bile vece u odnosu na temperaturu od 80 °C.
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Nadalje, ako se razmotri utjecaj tlaka, neovisno o temperaturi i vremenu ekstrakcije,
dobiveni rezultati pokazuju da su visi prinosi ukupnih fenola ostvareni pri tlaku od 400 MPa.

Sli¢no su pokazali i rezultati znanstvenih istraZivanja.

Tako, Xi 1 sur. (2015) su proveli ekstrakciju fenolnih spojeva iz zelenog Caja i1 zakljucuju
kako povecanje hidrostatskog tlaka sa 300 MPa na 500 MPa dovodi i do povecanja ukupnih
fenola. Takoder, Corrales i sur., (2008) provodili su ekstrakciju ukupnih antocijana iz
pokozice grozda pri hidrostatskim tlakovima 200 MPa, 400 MPa i 600 MPa i dolaze do
zakljucka da je ve¢i prinos dobiven sa tlakom od 600 MPa. Razlog tomu jest da povecanjem
tlaka dolazi do boljeg oStecenja staniéne membrane pa viSe otapala ulazi u stanicu $to za

posljedicu ima veci prinos ekstrakta (Briones-Labarca i sur., 2015).

Vezano za vrijeme trajanja ekstrakcije, dobiveni rezultati pokazuju da je utjecaj vremena
ekstrakcije istovremeno u funkciji temperature pa su tako pri temperaturi 40 °C, neovisno o
primijenjenom tlaku, veca iskoriStenja ostvarena pri 15 min u odnosu na 5 min. Nadalje, pri
temperaturi ekstrakcije 60 °C i 80 °C, neovisno o primijenjenom tlaku, dobiveni rezultati
pokazuju da je duze vrijeme ekstrakcije (15 min vs. 5 min) imalo negativne reperkusije na
sadrzaj ukupnih fenola, stoga su maseni udjeli ukupnih fenola u ekstraktima bili ve¢i pri
kra¢em ekstrakcijskom vremenu. Izuzetak je ekstrakt dobiven pri 80 °C i 400 MPa gdje je pri
duZzem vremenu ekstrakcije (15 min) odredena neznatno veca koncentracija ukupnih fenola.
Prema istrazivanju koje su proveli Spigno i sur., (2007) zakljucuju kako nema znacajne
razlike u koncentraciji ukupnih fenola izmedu trajanja ekstrakcije od 5 h i 24 h. Isto tako,
Prasad 1 sur., (2009) su ustanovili kako povecanje vremena ekstrakcije s 2,5 min na 30 min
nema utjecaja na koncentraciju ukupnih fenola prilikom ekstrakcije na perikarpu longan voca.
Nadalje, dobiveni rezultati Shougqin i sur., (2005) u skladu su s rezultatima dobivenim u ovom
radu, u svom istrazivanju su povecali vrijeme ekstrakcije sa 1 min na 10 min 1 povecanje

vremena ekstrakcije nije imalo utjecaja na ekstrakciju flavonoida.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja, prezentiranog rezultata i rasprave moze se zakljuciti:

1.

Ekstrakcija potpomognuta visokim hidrostatskim tlakom pokazala se u¢inkovitom za
ekstrahiranje fenolnih spojeva. Glavne prednosti metode su brzina ekstrakcije, prinos

ekstrakcije 1 ekoloska prihvatljivost.

Najveci prinos ukupnih fenola dobiven je pri sljede¢im uvjetima ekstrakcije: tlaku od
400 MPa u trajanju tretmana od 5 min i temperaturi 60 °C ( 15,18+0,06 mg GAE/g).

Otapalo koje se Kkoristilo je bio 70 %-tni etanol.

NIR spektroskopija je siroko prihvacena i koristena metoda, a pomocu snimljenih NIR
spektra mozemo predvidjeti koliko u uzorku ima ukupnih fenola bez provodenja

analitickog dijela i utroska reagensa.

Rezultati analize glavnih komponenti (PCA) pokazuju grupiranje uzoraka ovisno o
temperaturi, tlaku i vremenu ekstrakcije na temelju faktorskih bodova. Vrijeme i
ukupni fenoli smjestili su se u lijevom dijelu grafa, Sto upucuje na njihovu pozitivnu
korelaciju. Vrijeme je u pozitivnoj korelaciji sa temperaturom, a obrnuto
proporcionalno sa tlakom. Ukupni fenoli su u pozitivnoj korelaciji sa uzorcima koji se
nalaze u drugom, a posebno u tre¢em kvadrantu. Stoga, najvecu koncentraciju ukupnih

fenola imaju Cetiri uzorka smjeStena u drugom 1 tre¢cem kvadrantu.

Rezultat predikcijskog modela ukupnih fenola potvrduje slaganje sa eksperimentalnim
vrijednostima, a s obzirom na Chadockovu ljestvicu koeficijent determinacije
(R? = 0,789) pokazuje &vrstu vezu izmedu promatrane zavisne ( y=ukupni fenoli ) i
skupa nezavisnih varijabli ( 7 valnih duljina: A1-7: 918; 1407; 1437; 1450; 1506; 1661 i
1693)

Razvoj regresijskog modela omogucava da se za neke nove ekstrakte komine grozda

sorte Merlot mogu predvidjeti maseni udjeli ukupnih fenola.
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