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1. UVOD 
 

Grožđe je jedna od najvažnijih voćnih vrsta u svijetu, a najvećim dijelom prerađuje se u vino pri čemu 

nastaju značajne količine nusproizvoda. Industrija vina proizvodi dvije vrste otpada: otpadne vode i 

čvrsti organski otpad, koji imaju velik utjecaj na okoliš. Vrste organskog otpada su komina grožđa 

koja čini 62%, vinski talog koji čini 14%, stabljike koje čine 12% otpada te nevodeni talog (Georgiev 

i sur. 2014; Ali i sur., 2010.; Teixeira i sur., 2014). 

Grožđe je bogato fenolnim spojevima, a čak 75% polifenola  zaostaje u komini grožđa koja se sastoji 

od sjemenki i pokožice grožđa, zbog slabe ekstrakcije prilikom fermentacije. Fenolni spojevi 

prvenstveno flavonoidi značajno doprinose kvaliteti, biološkim svojstvima i senzorskim svojstvima 

vina, posebno boji i trpkosti. Dokazano je da imaju širok raspon biokemijskih i farmakoloških učinaka, 

uključujući antikancerogeno, protuupalno, antimikrobno i antioksidativno djelovanje (Mazza i Miniati, 

1993). 

U današnje vrijeme, postoji veliki interes u iskorištavanju nusproizvoda od vinske industrije. Komina 

grožđa predstavlja bogat izvor različitih visoko vrijednih produkata kao što su etanol, soli jabučne 

kiseline, limunska kiselina, ulje sjemenki grožđa, hidrokoloidi i dijetalna vlakna. Osim toga, zbog 

visokog udjela fenolnih spojeva smatra se visoko vrijednim izvorom nutrijenata koji imaju pozitivno 

djelovanje na zdravlje (Arvanitoyannis i sur., 2006).  Fenolni spojevi se međusobno razlikuju prema 

molekulskoj strukturi i polarnosti, te je važan odabir metode koja se koristi za ekstrakciju. Ekstrakcija 

fenolnih spojeva može se provoditi primjenom konvencionalnih metoda uz upotrebu organskih otapala 

(najčešće) ili novih tehnika (ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, ekstrakcija potpomognuta 

mikrovalovima, ekstrakcija superkritičnim fluidima i ekstrakcija potpomognuta visokim hidrostatskim 

tlakom) koje se sve više istražuju (Casazza i sur., 2010).   

 

Cilj ovog rada bio je ekstrahirati fenolne spojeve iz liofilizirane pokožice i sjemenki komine grožđa 

sorte Merlot, primjenom ekstrakcije potpomognute ultrazvukom. U dobivenim ekstraktima 

liofilizirane pokožice i sjemenki komine grožđa krajnji cilj bio je odrediti udio ukupnih fenolnih 

spojeva spektrofotometrijskom Folin-Ciocalteu metodom, udio monomernih antocijana 

spektrofotometrijskom pH diferencijalnom metodom, udio polimernih proantocijanidina primjenom 

vanilin metode te antioksidacijsku aktivnost FRAP metodom. 
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2. TEORIJSKI DIO 
 

2.1. Vinova loza 

 

Vinova loza (lat. Vitis vinifera)  jedna je od najraširenijih i najstarijih voćarskih kultura u svijetu čija 

je približna godišnja proizvodnja 69 milijuna tona (FAO, 2014). Jedna je od ekonomski najvažnijih 

vrsta voća zbog brojnih koristi u proizvodnji vina, soka od grožđa i drugih prehrambenih namirnica 

(This i sur., 2007). 

Vinova loza je višegodišnja biljka penjačica iz porodice Vitaceae. Porodica Vitaceae sastoji se od 

gotovo tisuću vrsta, svrstanih u sedamnaest rodova. Vinova loza svrstava se u rod Vitis koji sadrži više 

od 70 vrsta koje rastu na različitim zemljopisnim područjima. Najpoznatija vrsta je Vitis vinifera koja 

je udomaćena u Maloj Aziji prije 5000 godina, odakle se proširila i u druge zemlje (Bowers i sur., 

1999; Teixeira i sur., 2013). 

Vinova loza se lako uzgaja i diljem svijeta rađa do osam milijuna hektara vinograda (Vivier i Pretorius, 

2000.). Rasprostranjena je na svim kontinentima, ali se uspješno uzgaja samo u umjerenim klimatskim 

područjima sa dovoljno kiše, toplim i suhim ljetima te relativno blagim zimama (Bowers i sur., 1999; 

Teixeira i sur., 2013). Vinova loza cvate od  lipnja do srpnja, a cvatnja traje samo 4 do 5 dana. Plod 

vinove loze (grožđe) je u obliku grozda, a vrijeme dozrijevanja ploda ovisi o sorti i podneblju (Jackson, 

2008). Sastav sjemenki grožđa čini 40% vlakana, 16% eteričnog ulja, 11% proteina, 7% složenih 

fenolnih spojeva kao što su tanini i druge tvari poput šećera i minerala (Rockenbach i sur., 2011).  

 

 

Slika 1. Vinova loza (Vitis vinifera L.) (Anonymus 1, 2016) 

 

http://hr.wikipedia.org/wiki/Lipanj
http://hr.wikipedia.org/wiki/Srpanj


3 

 

2.1.1. Sorta Merlot 

 

Grožđe sorte Merlot porijeklom je iz Francuske provincije Gironde, šireg područja Bordeauxa. Na tom 

području Merlot se najviše uzgaja i neizostavan je sastojak poznatih bordoških vina. Merlot je sorta 

širokog areala tako da se uzgaja u gotovo svim vinogradarskim zemljama umjerene klime. Sedma je 

po redu najčešće uzgajana vinova loza u svijetu (155000 ha) (Qian i sur., 2009), a mjestimice se uzgaja 

i u sjevernim područjima Hrvatske, prvenstveno na području sjevernog Jadrana (Zoričić, 1997; 

Mirošević i sur., 2009).  

 

Sadržaj šećera u moštu Merlota kreće se od 18 do 22%. Vino sadrži od 11 do 13 vol.% alkohola s 5,5 

do 7,5 g/L ukupnih kiselina, ukupnog ekstrakta: 23-28 g/L, glicerola: 6,7-10 g/L, pepela: 1,8-2,9 g/L. 

Sortu Merlot krase rodnost, otpornost od zimskog smrzavanja i prema svim gljivičnim oboljenjima. 

Vino je rubin crvene boje i arome šumske maline. Dužim čuvanjem (ležanjem u bačvi) poprima tamni 

ton, a okus mu se zaokruži i smekša. Miris mu tada postaje čisti vinski, u kojem se izdvaja aroma 

svojstvena sorti. Merlot doseže zrelost u drugoj/trećoj godini nakon čega se puni u boce (Zoričić, 1997; 

Sokolić, 1998). 

 

 

 

 

Slika 2. Izgled grozda sorte grožđa Merlot i boja vina (Anonymus 2, 2013) 
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2.1.2. Proces vinifikacije 

 

Vinifikacija ili prerada grožđa obuhvaća skup radnji od berbe grožđa do proizvodnje vina. Prva u nizu 

operacija u preradi grožđa je muljanje. To je postupak odvajanja bobica od peteljkovine, a njihovo 

razdvajanje nazivamo ruljanje. Kod proizvodnje crnih vina, obojene tvari potrebno je ekstrahirati iz 

grožđa u mošt, odnosno vino. Da bi došlo do ekstrakcije obojenih tvari provodi se vrenje masulja. 

Masulj je zgnječeno grožđe koje sadrži krutu fazu (pokožica, sjemenke i meso) i tekuću fazu (grožđani 

sok). Prethodno se moraju odstraniti peteljke zato jer bi  fermentacijom masulja sa peteljkama došlo 

do velike ekstrakcije tanina koji bi vinu dali trpak okus. Nakon toga slijedi fermentacija/vrenje. To je 

jedan od najbitnijih procesa u vinarstvu, a provode ju kvasci koji razlažu šećer na glavne produkte 

fermentacije: etanol i ugljikov dioksid.  Istovremeno se sa alkoholnom fermentacijom odvija i 

maceracija čime se pospješuje razgradnja stanične stijenke pokožice te dolazi do bolje ekstrakcije tvari 

boje. Zatim slijedi prešanje, tiho vrenje/doviranje te njega i dorada vina (Zoričić, 1996). 

 

2.1.3. Nusprodukti proizvodnje vina 

 

Nusprodukti koji nastaju tijekom proizvodnje vina, zbog sastava pobuđuju veliki interes istraživača 

zbog potencijalnih mogućnosti iskorištavanja, komercijalizacije te ujedno smanjivanja štetnih utjecaja 

na okoliš. Godišnje se od prehrambene industrije, a time i od proizvodnje vina stvaraju velike količine 

otpada i nusproizvoda koji predstavljaju značajan problem za okoliš (mogu utjecati na tlo, kvalitetu 

podzemnih voda, floru i faunu) ukoliko se na adekvatan način ne zbrinjavaju  (Rajha i sur., 2013).  

 

Komina grožđa je kruti dio (mješavina sjemenki i pokožice grožđa) koji zaostaje kao nusproizvod 

nakon tiještenja masulja. Kao nusprodukt ona čini 20% od ukupne količine ubranoga grožđa. U 

današnje vrijeme, u svijetu nastane oko 9 milijuna tona komine grožđa  prilikom proizvodnje vina 

(Teixeira i sur., 2014; Schieber i sur., 2001; Cheng i sur., 2012).  

 

Komina je vrlo bogata fenolnim spojevima korisnima za zdravlje (Rajha i sur., 2014) čija kvantitativna 

i kvalitativna raspodjela ovisi o nekoliko čimbenika kao što su razlike u sorti grožđa, položaju kultura 

i postupcima proizvodnje vina. Na temelju sadržaja polifenola, nekoliko studija pokazalo je visoku 

antioksidacijsku aktivnost ovog nusproizvoda, što ga čini zanimljivim izvorom za dobivanje prirodnih 

antioksidansa koji se u usporedbi sa sintetskim antioksidansima smatraju potpuno sigurnima 

(Arvanitoyannis i sur., 2006; Teixeira i sur., 2014). Antocijani, katehini, flavonol glikozidi, fenolne 
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kiseline, alkoholi te stilbeni glavni su fenolni sastojci komine. Antocijani koji se nalaze u pokožici, 

odavno se koriste kao prirodna prehrambena bojila (Kammerer i sur., 2004).  

 

Velike količine komine grožđa redovito se odbacuju nakon fermentacije. Međutim, neke vinarije 

kominu upotrebljavaju kao gnojivo, za obogaćivanje tla ili pak istražuju druge mogućnosti kao što je 

izolacija bioaktivnih spojeva ili prodaja kompanijama za proizvodnju bioplina kao obnovljivog izvora 

energije. Ponovno korištenje tih materijala predstavlja učinkovitu, jeftinu i ekološki prihvatljivu 

alternativu za njihovo pretvaranje u dodatne prehrambene sastojke hrane u proizvodnji fitokemikalija, 

kozmetičkih ili farmaceutskih proizvoda. Na taj način povećava se ekonomska dobit konvencionalnih 

tehnika obrade i potiče se održiva poljoprivredna proizvodnja (Sá i sur., 2013; Arvanitoyannis i sur., 

2006; Kammerer i sur., 2004). 

 

2.2. Fenolni spojevi 

 

Fenolni spojevi su velika i kompleksna skupina sekundarnih biljnih metabolita koji doprinose 

organoleptičkim svojstvima grožđa i crnih vina (Ali i sur., 2010) kao što su boja, aroma, tekstura, 

trpkost te antioksidacijska svojstva (Teixeira i sur., 2013). Koncentracija fenolnih spojeva u grožđu 

ovisi o sorti vinove loze te o vinogradarskim i okolišnim čimbenicima. U vinu se povećava tijekom 

fermentacije, a nakon toga počinje opadati (Ali i sur., 2010).  

Fenolni spojevi imaju aromatski prsten koji sadrži jednu ili više hidroksilnih grupa, a njihova struktura 

može biti u rasponu od jednostavnih fenolnih molekula do složenih polimera velikih molekulskih 

masa. Podijeljeni su u dvije grupe: flavonoidi (antocijanini, flavan-3-oli, flavonoli) i neflavonoidi 

(hidroksibenzojeva i hidroksicimetna kiselina, stilbeni). Svaka skupina polifenola direktno je 

odgovorna za specifične karakteristike različitih sorti grožđa i iz njih proizvedenih vina. Tri glavne 

vrste fenolnih spojeva koje se javljaju u grožđu i vinu su jednostavni fenoli, flavonoidi i stilbeni (Ali i 

sur., 2010). 
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Slika 3. Osnovna podjela polifenola (Berend i Grabarić, 2008) 

 

2.2.1. Flavonoidi 

 

Flavonoidi su skupina fenolnih spojeva prisutnih u epidermalnom sloju pokožice i u sjemenkama 

grožđa. Do danas je identificirano više od 6400 struktura flavonoida prisutnih u biljkama (Kazazić, 

2004; Ali i sur., 2010; Georgiev i sur., 2014). Flavonoidi su najčešće fitokemikalije koje u samim 

biljkama štite od parazita, biljojeda, patogena i oksidativnih oštećenja stanica. Djeluju kao 

fotoreceptori, agensi za privlačenje pozornosti oprašivača te kao zaštita od ultraljubičastog zračenja 

(Kazazić, 2004; Ignat i sur., 2011).   

Flavonoidi su spojevi male molekulske mase koji se sastoje od 15 atoma ugljika čiju osnovnu strukturu 

čini difenilpropan (C6-C3-C6) odnosno 1-fenil-3-(2-hidroksifenil)propan-1-ol u kojem su dva 

hidroksilirana benzenova prstena A i B, povezana sa trećim ugljikovodikovim lancem koji je dio 

heterocikličkog C prstena. Podijeljeni su ovisno o stupnju oksidacije piranskoga C prstena u 4 razreda: 

flavonoli, flavoni, flavanoli i antocijani (Kazazić, 2004; Teixeira i sur., 2013). 
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Slika 4. Osnovna kemijska struktura i podjela flavonoida (Kazazić, 2004) 

Postoji velik interes za istraživanje flavonoida zbog mogućnosti poboljšanja zdravlja putem prehrane 

gdje se kao preventivna zdravstvena zaštita promovira konzumiranje grožđa i ostalih proizvoda 

(Ignat i sur., 2011). Osim toga, u Mediteranskim zemljama postoji tradicija redovitog konzumiranja 

crnoga vina koje zbog prisutnih flavonoida smanjuje rizik od razvoja kardiovaskularnih bolesti i raka 

(Georgiev i sur., 2014). 

 

Antocijani predstavljaju najvažnije prirodne pigmente topljive u vodi i staničnom soku. Odgovorni su 

za crvenu, ljubičastu i plavu boju ovisno o pH, a javljaju se u svim biljnim tkivima, uključujući lišće, 

stabljike, korijenje, cvijeće i voće (Ignat i sur., 2011). Prema kemijskoj strukturi antocijani su derivati 

2-fenilbenzopirilijevih (flavilijevih soli) koje se nalaze u biljkama u obliku glikozida, dok se njihovi 

aglikoni nazivaju antocijanidini. Antocijani su najčešći flavonoidi u grožđu prirodno prisutni u obliku 

3-O-glikozida malvidina, delfinidina, peonidina, petunidina i cijanidina. Malvidin-3-O-glikozid je 

najzastupljeniji antocijan grožđa (Slika 5). Isključivo se nalaze u staničnoj stijenci i vakuolama 

pokožice grožđa te su direktno odgovorni za boju grožđa i mladih crvenih vina (Novak i sur., 2008). 

Glavni nedostatak antocijana je njihova visoka nestabilnost i podložnost degradaciji djelovanjem pH, 

temperature, svijetla, kisika, otapala, u prisutnosti enzima, proteina i metalnih iona (Tiwari i sur., 

2010).  



8 

 

 

 

Slika 5. Najvažniji antocijani prisutni u pokožici grožđa (Anonymus 3, 2013) 

 

Proantocijanidini ili kondenzirani tanini su oligomeri ili polimeri flavan-3-ola (Kazazić, 2004; Prior i 

sur., 2005). Jedna su od najraširenijih skupina topivih polifenola u grožđu, a najviše ih ima u 

sjemenkama (oko 80%). Mogu se klasificirati na više načina s obzirom na flavonoidne monomere, 

veličinu (od dimera do polimera sa više od 40 jedinica), vezanje, esterifikaciju drugih komponenata 

ili funkcionalna svojstva. Tanini karakteristični za grožđe i vino su proantocijanidini B tipa u kojima 

dolazi do povezivanja C-4 položaja piranskog prstena gornjeg flavonoida s C-8 položajem na A 

prstenu donjeg flavonoida (Slika 6) (Jackson, 2008). Proantocijanidini su privukli interes 

znanstvenika zbog toga što su djelomično odgovorni za organoleptička svojstva vina kao što su 

trpkost i gorčina, ali i zbog svojih pozitivnih učinaka na ljudsko zdravlje (Sá, i sur., 2013; Prior i sur., 

2005). 

 

Slika 6. B tip proantocijanidina koji je najzastupljeniji u grožđu 
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2.3. Antioksidacijska aktivnost 

 

Antioksidansi su tvari koje uklanjaju slobodne radikale i sprječavaju oštećenja biomolekula 

uzrokovana njihovim djelovanjem. Oni mogu smanjiti oštećenja neutralizacijom reaktivnosti 

slobodnih radikala prije nego što napadnu stanice te na taj način spriječiti oštećenja lipida, proteina, 

enzima, ugljikohidrata i DNA (Fang i sur., 2002). Antioksidansi se mogu svrstati u dvije glavne 

skupine: enzimski i ne-enzimski antioksidansi. Enzimski antioksidansi proizvedeni su endogeno i 

uključuju superoksid dismutaze, katalaze i glutation peroksidaze. Ne-enzimski antioksidansi uključuju 

tokoferole, karotenoide, askorbinsku kiselinu, flavonoide i tanine koji su dobiveni iz prirodnih biljnih 

izvora. Širok raspon antioksidansa prirodnog i sintetskog porijekla preporuča se za upotrebu u liječenju 

različitih bolesti (Gengaihi i sur., 2014). 

Flavonoidi imaju izraženu antioksidacijsku i antiradikalsku aktivnost zato im se pripisuju  mnoga 

terapijska djelovanja kao što su antibakterijsko, protuupalno, antialergijsko, antimutageno, antiviralno 

i antikancerogeno djelovanje, a znatno utječu i na boju i okus hrane. Zaštitna uloga flavonoida kao 

antioksidansa pripisuje se njihovoj sposobnosti sparivanja („hvatanja“) elektrona slobodnih radikala, 

kelatnog vezanja iona prijelaznih metala (željeza i bakra), aktiviranja antioksidacijskih enzima te 

inhibiranja oksidaza (Kazazić, 2004).  

Antocijani, kao i drugi fenolni spojevi, mogu djelovati kao antioksidansi donacijom vodika visoko 

reaktivnim radikalima, čime se sprječava daljnje stvaranje radikala. Njihov antioksidativni potencijal 

ovisi o broju i rasporedu hidroksilnih skupina i opsegu strukturne konjugacije, kao i o prisustvu 

elektron-donorskih supstituenata i onih koji privlače elektron u strukturi prstena (Lapornik i sur., 

2005). 

Proantocijanidini djeluju kao „skupljači“ superoksidnih i hidroksilnih radikala, sprječavaju oštećenja 

DNA i peroksidaciju lipida. In vivo studije vezane uz antioksidativno djelovanje, pokazale su da 

oligomeri proantocijanidina iz sjemenki grožđa  pokazuju veći učinak zaštite (veća antioksidacijska 

aktivnost) od vitamina C, vitamina E i beta karotena protiv peroksidacije lipida i fragmentacije DNA 

(Ali i sur., 2010). Međutim, sva ova svojstva, u velikoj mjeri ovise o njihovoj strukturi, koncentraciji, 

a posebno o stupnju polimerizacije.  

Velik broj metoda može se koristiti za procjenu antioksidacijske aktivnosti. Svaka metoda može se 

primijeniti kako bi se utvrdio antioksidacijski kapacitet bioloških tvari, za procjenu pojedinih spojeva, 

određenih komponenti namirnica ili ekstrakta iz hrane (Gonzalez-Paramas i sur., 2004). Do sada su 

razvijene metode kao što su FRAP metoda (redukcija-2,4,6-tripiridil-s-triazina), određivanje 
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sposobnosti hvatanja aktivnih vrsta kisika, određivanje sposobnosti hvatanja neprirodnih radikala 

(DPPH metoda) i sulfonatnih radikalkationa (ABTS metoda) te enzimsko i neenzimsko mjerenje 

inhibcije lipidne peroksidacije (Kazazić, 2004). 

 

2.4. Ekstrakcija fenolnih spojeva 

 

Ekstrakcija bioaktivnih spojeva prvi je korak u primjeni fitokemikalija u pripremi dodataka prehrani 

ili nutraceutika, sastojaka hrane, farmaceutskih i kozmetičkih proizvoda. Ona predstavlja važan korak 

u izolaciji i identifikaciji fenolnih spojeva koji se mogu ekstrahirati iz svježih, smrznutih ili suhih 

uzoraka biološkog materijala. Obično se prije same ekstrakcije provodi mljevenje, usitnjavanje i 

homogenizacija biljnoga materijala čemu mogu prethoditi operacije sušenja koje se provode na zraku 

ili pri niskim temperaturama (liofilizacija) (Dai i Mimper, 2010; Ignat i sur., 2011). 

 

Ekstrakcija je brza i učinkovita metoda razdvajanja i koncentriranja tvari. U preradi hrane definira se 

kao prijenos jedne ili više bioloških tvari iz materijala u kojem se nalaze, u tekuću fazu nakon čega 

slijedi separacija i izdvajanje tvari iz tekuće faze. Tijekom procesa ekstrakcije jedna ili više 

komponenti prelazi iz biološkog materijala u otopinu. Fizikalni proces koji to omogućava je 

koncentracijski gradijent, gdje je koncentracija komponenti u otapalu manja od njihove koncentracije 

u biološkom materijalu tako da te komponente procesom difuzije prelaze iz biološkog materijala u 

otapalo (Lloyd i van Wyk, 2012). Metode ekstrakcije razlikuju se s obzirom na velik broj različitih 

skupina fenolnih spojeva koji imaju različitu strukturu i svojstva tako da ne postoji jedinstvena metoda 

za ekstrakciju svih fenolnih spojeva, već se odabire metoda ovisno o željenoj skupini polifenola ili pak 

o svojstvima materijala iz kojeg se izoliraju (Valls i sur., 2009). Konvencionalna ekstrakcija i 

ekstrakcija superkritičnim fluidima najčešće su metode koje se koriste za izolaciju fenolnih spojeva 

(Ignat i sur., 2011).  

Učinkovitost ekstrakcije je funkcija procesnih uvjeta. Mnogi čimbenici kao što su sastav i vrsta otapala, 

omjer uzorak/otapalo, vrijeme ekstrakcije, temperatura ekstrakcije, tlak prilikom ekstrakcije i veličina 

čestica mogu značajno utjecati na učinkovitost ekstrakcije (Pinelo i sur., 2005). Vrijeme i temperatura 

ekstrakcije odražavaju se na procese otapanja i degradacije analita oksidacijom. Porast temperature 

ekstrakcije može povećati topljivost analita, a istovremeno smanjiti viskoznost i površinsku napetost 

što pomaže otapalu da lakše dođe do matrice uzorka. Na taj način povećava se brzina ekstrakcije. 

Međutim, većina fenolnih spojeva podložna je hidrolizi i oksidaciji. Dugo vrijeme ekstrakcije i visoka 
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temperatura povećavaju šanse za oksidacijom fenolnih spojeva što smanjuje prinos fenola u 

ekstraktima (Dai i Mimper, 2010). 

Vrsta otapala je najviše istraživani čimbenik jer upravo odabir pravog otapala utječe na količinu i 

brzinu ekstrahiranih polifenola odnosno utječe na iskorištenje ekstrakcije. Najčešće korištena otapala 

su metanol, etanol, aceton i etil acetat te njihove kombinacije koje se u različitim omjerima miješaju s 

vodom. Efikasnost otapala ne ovisi samo o fizičkim svojstvima otpada koji zaostaje nakon proizvodnje 

vina, nego i o ciljanom polifenolu koji se izolira. Etil-acetat jedno je od najboljih otapala za ekstrakciju 

polifenola iz sjemenki grožđa (sposobnost selektivne ekstrakcije proantocijanidina) koji uz dodatak 

vode do određene razine (10%) povećava prinos ekstrahiranih proantocijanidina zbog povećane 

propusnosti sjemenki grožđa. Alkoholna otapala uobičajeno se koriste za izdvajanje fenola iz prirodnih 

izvora. Ona daju vrlo visok prinos ukupnog ekstrakta, iako nisu visoko selektivna za fenolne spojeve. 

Za mješavine alkohola i vode dokazano je da su efikasnije u ekstrakciji fenolnih sastojaka od 

odgovarajućeg jednokomponentog sustava otapala (Spigno i sur., 2007; Dai i Mimper, 2010). Rezultati 

ekstrakcije bioaktivnih polifenola prisutnih u sjemenkama grožđa pokazali su da je etanol najbolje 

otapalo za ekstrakciju flavonola, a metanol za ekstrakciju flavan-3-ola (katehin i epikatehin). Kod 

ekstrakcije antocijana iz grožđa uz metanol kao otapalo, efikasnost je 20% veća nego uz etanol kao 

otapalo i 73% veća od ekstrakcije sa vodom. Međutim, toksičnost metanola kao otapala ograničava 

njegovu upotrebu u analitičkim postupcima. S druge strane, sigurnost etanola kao ekološki 

prihvatljivog otapala prepoznata je od EFSA-e i FAO/WHO stručnog povjerenstva za prehrambene 

aditive (Teixeira i sur., 2014; Ignat i sur., 2011). 

 

Konvencionalne metode ekstrakcije kao što su maceracija i Soxhlet ekstrakcija imaju mnoge 

nedostatke kao što su gubitak polifenola zbog ionizacije, hidrolize i oksidacije tijekom ekstrakcije (loše 

iskorištenje), dugo vrijeme postupka ekstrakcije i potencijalno onečišćenje okoliša uslijed korištenja 

velikih količina organskih otapala (Teixeira i sur., 2014; Dai i Mimper, 2010). Zbog toga su u 

posljednjih nekoliko godina razvijene različite nove tehnike za ekstrakciju funkcionalnih sastojaka iz 

biljaka kao što su: ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (eng. ultrasonic-assisted extraction, UAE), 

ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (eng. microwave-assistend extraction, MAE), ekstrakcija 

superkritičnim fluidima(eng. supercritical fluids extraction, SFE) i ekstrakcija potpomognuta visokim 

hidrostatskim tlakom (HHP) (Ignat i sur., 2011).  
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2.4.1. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom 

 

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom je jeftina (niski energetski zahtjevi i niska cijena opreme), 

jednostavna i visoko učinkovita metoda koja se koristi kao alternativa konvencionalnim tehnikama 

ekstrakcije. Prednosti ove tehnike su: smanjenje vremena ekstrakcije, smanjenje potrošnje otapala, 

povećanje ekstrakcijskog prinosa i povećanje kvalitete ekstrakta. Temelji se na korištenju energije 

dobivene ultrazvukom (zvučni valovi frekvencije iznad 20 kHz) kako bi se olakšala ekstrakcija analita 

iz čvrste tvari pomoću otapala, koje se bira ovisno o prirodi otopljene tvari koja se ekstrahira. Koristi 

se za ekstrakciju tvari malih molekulskih masa i za izolaciju brojnih organskih spojeva iz različitih 

biljnih materijala, uključujući i fenolne spojeve koji se koriste u kozmetičkim kremama, organske 

kiseline i polifenole u grožđu, fenolne spojeve jagode, sojine izoflavone i kapsaicinoide paprike 

(Carrera i sur., 2012 ). Napredak u primjeni ultrazvuka doveo je do razvoja novih i naprednijih uređaja, 

ali se za ekstrakciju najčešće primjenjuje ultrazvučna vodena kupelj. 

Poboljšanje ekstrakcije ciljanih spojeva iz biljnoga tkiva pomoću ultrazvuka uglavnom se pripisuje 

učinku akustičkih kavitacija proizvedenih u otapalu prolaskom ultrazvučnog vala. Mehanički učinak 

ultrazvuka ubrzava oslobađanje organskih spojeva sadržanih u biljkama, intenzivira prijenos mase 

(masni transport) i omogućava brže prodiranje otapala u stanicu čime se povećava kontaktna površina 

između krute i tekuće faze, a kao rezultat toga, otopljene tvari brzo se šire iz čvrste faze u otapalo. 

Asimetrični raspad mikroskopskih mjehurića koji oslobađaju velike količine energije u blizini površine 

staničnog materijala olakšava otpuštanje ekstraktibilnih spojeva u otapalo čime se povećava 

učinkovitost ekstrakcije. Osim toga, upotreba UAE može spriječiti moguću kemijsku razgradnju 

ciljanih spojeva zbog smanjenog kemijskog uključivanja i redukcije vremena za ekstrakciju (Chen i 

sur., 2007; Ghafoor i Choi, 2009). 

Ultrazvučni efekti u staničnom tkivu puno su intenzivniji na niskim frekvencijama 20-40 kHz, a 

zanemarivi na 400-800 kHz jer visoke frekvencije mogu izazvati mikropukotine u tkivu. Prema nekim 

autorima, ekstrakcija polifenola povećava se sa porastom vremena izlaganja ultrazvuku, a prinos 

ekstrakcije najviši je kada je vrijeme ekspozicije ultrazvuku u rasponu od 45-90 min. S druge strane, 

produljena primjena ultrazvuka može dovesti do denaturacije polifenolnih enzima, tako da vrijeme 

sonikacije treba pažljivo razmotriti (Novak i sur., 2008).  

Učinkovitost ekstrakcije ovisi o varijablama koje utječu na temperaturu kavitacijskog procesa, 

viskoznost, prisutnost krutih čestica, visinu vodenog stupca, učestalost te o posuđu koje se koristi za 

ekstrakciju. Međutim, sve dok su eksperimentalni uvjeti konstantni, ultrazvukom potpomognuta 

ekstrakcija odličan je način za provođenje ekstrakcije kruto-tekuće (Nascentes i sur., 2001).  
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3. EKSPERIMENTALNI DIO 
 

3.1. Materijal 

 

3.1.1. Liofilizirani uzorci pokožice i sjemenki grožđa sorte Merlot 

 

U ovom istraživanju korišten je nusproizvod od proizvodnje vina dobiven od grožđa sorte Merlot koji 

je izdvojen nakon prešanja, u suradnji sa poduzećem Agrolaguna d.d. (Poreč, Hrvatska). Uzorak 

komine sadržavao je pokožicu, sjemenke i zaostale dijelove peteljke. Dijelovi peteljke su uklonjeni, a 

uzorak je podvrgnut liofilizaciji. Prije početka same analize liofilizirana pokožica i sjemenke 

mehanički su odvojene te su se svaka posebno koristile za provođenje ekstrakcije fenolnih spojeva. 

Odvojeni dijelovi posebno su pakirani u manja pakovanja u polipropilenske vrećice, hermetički su 

zatvoreni i skladišteni na temperaturi -20°C do provođenja analize.  

 

 

Slika 7. a) Liofilizirana komina (pokožica, sjemenke, peteljka); b) sjemenke grožđa; c)pokožica 

 

Postupak liofilizacije komine 

Postupak liofilizacije proveden je na liofilizatoru CoolSafe, Model: 55-9 PRO (Labogene, Danska) 

(Slika 8), a uzorak je prethodno zamrznut na -60°C. U jednom sloju na šest plitica raspoređena je masa 

od cca 500 g smrznute komine nakon čega je proveden postupak liofilizacije koji je trajao 24 sata. 

Primarno sušenje (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 završetku procesa liofilizacije prosječni udio 

suhe tvari u liofiliziranoj komini iznosio je 96,85%.  
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                Slika 8. Shematski prikaz laboratorijskog liofilizatora  

 

3.1.2. Kemikalije i standardi 

 

 Kemikalije za postupak ekstrakcije 

 Metanol, 100%-tni (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska) 

 Metanol, 80%-tni (otapalo za sjemenke) 

Priprema: Za pripremu 800 mL 80%-tnog metanola, u menzuru od 1000 mL doda se 640 mL 

100%-tnog metanola i 160 mL deionizirane vode. 

 Mravlja kiselina, 100%-tna  

 Otopina mravlje kiseline, 1%-tna (u 80%-tnom metanolu) (otapalo za pokožicu) 

Priprema: Za pripremu 400 mL otapala, u menzuru od 500 ml doda se 4 mL 100%-tne mravlje 

kiseline i 396 mL 80%-tnog metanola. 

 Deionizirana voda 

 

Kemikalije i standardi za spektrofotometrijsko određivanje ukupnih fenola 

 Folin-Ciocalteu reagens (F.C. reagens) 

 Zasićena otopina natrijeva karbonata (20%-tna otopina) 

Priprema: 200 g anhidrida natrijeva karbonata otopi se u 800 mL vruće deionizirane vode, a 

potom ohladi na sobnu temperaturu. Doda se nekoliko kristalića natrijeva karbonata, 

nadopuni u odmjernoj tikvici od 1000 mL i nakon 24 h filtrira. 

 Etanol, 96%-tni (T.T.T. d.o.o., Sveta Nedjelja, Hrvatska) 
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 Galna kiselina, C₇H₆O₅ 

 Standard galne kiseline 

Priprema: Odvaže se 500 mg galne kiseline u plastičnoj lađici za vaganje te se pomoću 10 mL 

96%-tnog etanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi u tom 

volumenu. Zatim se do oznake nadopuni deioniziranom vodom. 

 Deionizirana voda 

 

Kemikalije i standardi za određivanje monomernih antocijana pH diferencijalnom metodom 

 Klorovodična kiselina, 37%-tna (Carlo Erba Reagents, Italija) 

 Kalij kloridni pufer pH 1,0 (kalij klorid 0,025 M) 

Priprema: U plastičnoj lađici za vaganje odvaže se 1,86 mg kalijeva klorida (KCl) koji se 

kvantitativno prenese u staklenu čašu volumena 1 L  koja se prije upotrebe dobro ispere 

deioniziranom vodom. Doda se 980 mL deionizirane vode i odvaga se otopi. Pripremljenoj 

otopini izmjeri se pH i podesi na vrijednost 1,0 (±0,05) s klorovodičnom kiselinom (37% 

HCl), čiji utrošak približno iznosi 6,3 mL. Kad je otopina podešena na pH 1,0 prebaci se u 

odmjernu tikvicu  volumena 1 L, koja se prije upotrebe dobro ispere deioniziranom vodom, te 

do oznake nadopuni deioniziranom vodom. 

 Natrij acetatni pufer 4,5 (natrijev acetat, 0,4 M) 

Priprema: U staklenoj čaši volumena 100 mL odvaže se 54,43 g natrijeva acetata trihidrata 

(CH3CO2Na x 3 H2O) koji se kvantitativno prenese u staklenu čašu volumena 1 L, koja se 

prije upotrebe dobro ispere deioniziranom vodom. Doda se 960 mL deionizirane vode i 

odvaga se otopi. Pripremljenoj otopini izmjeri se pH i podesi na vrijednost 4,5 (±0,05) s 

klorovodičnom kiselinom (37% HCl), čiji utrošak približno iznosi 20 mL. Kad je otopina 

podešena na pH 4,5 prebaci se u odmjernu tikvicu volumena 1 L, koja se prije upotrebe dobro 

ispere deioniziranom vodom, te do oznake nadopuni deioniziranom vodom. 

 Deionizirana voda 

 

Kemikalije i standari za određivanje polimernih proantocijanidina vanilin metodom 

 Metanol, 100%-tni (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska) 

 Metanolna otopina vanilina, 1%-tna 

Priprema: 1 g vanilina se u odmjernoj tikvici od 100 mL nadopuni 100%-tnim metanolom do 

oznake. 
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 Koncentrirana H2SO4, 96%-tna 

 Otopina H2SO4, 25%-tna 

Priprema: 13,02 mL 96%-tne H2SO4  prenese se u odmjernu tikvicu od 50 mL u koju je 

prethodno dodano  malo 100%-tnog metanola (cca 20 mL). Tikvica se obavezno drži u 

hladnoj vodenoj kupelji, a koncentrirana H2SO4 dodaje se u malim obrocima. Po dodatku 

cijelog volumena kiseline, tikvica se do oznake nadopuni 100%-tnim metanolom. 

 Standard katehina (5g/L) 

Priprema: Odvaže se 500 mg standarda katehina u plastičnoj lađici za vaganje te se pomoću 

10 mL 100%-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i 

otopi u tom volumenu. Zatim se do oznake nadopuni deioniziranom vodom. 

 Deionizirana voda 

 

Kemikalije i standardi za određivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom 

 Klorovodična kiselina, 37%-tna (Carlo Erba Reagents, Italija) 

 Klorovodična kiselina, 40mM 

Priprema: Otpipetira se 330 µL 37%-tne klorovodične kiseline i nadopuni deioniziranom 

vodom u odmjernoj tikvici od 100 mL. 

 TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin) 

 TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin), 10 mM 

Priprema: Odvaže se 0,0312 g TPTZ-a u plastičnoj lađici za vaganje i kvantitativno prenese u 

odmjernu tikvicu  volumena 10 mL te nadopuni do oznake sa 40 mM klorovodičnom 

kiselinom. 

 Željezo (ΙΙΙ)-klorid heksahidrat (FeCl3 x 6H2O), 20 mM otopina 

Priprema: Odvaže se 0,541 g željezo (ΙΙΙ)-klorida heksahidrata u plastičnoj lađici za vaganje i 

kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL te nadopuni do oznake sa 

deioniziranom vodom. 

 Glacijalna octena kiselina, 99-100 %-tna 

 Acetatni pufer, 0,3 M, pH 3,6 

Priprema: Odvaže se 3,1 g natrij-acetat trihidrata u plastičnoj lađici za vaganje i kvantitativno 

prenese pomoću deionizirane vode u odmjernu tikvicu volumena 1 L, u koju se potom 

otpipetira 16 mL glacijalne octene kiseline i nadopuni deioniziranom vodom do oznake. 

 FRAP reagens 
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Priprema: U staklenoj čaši volumena 50 mL pripremi se FRAP reagens na način da se 

pomiješa 25 mL acetatnog pufera (0,3 M), 2,5 mL TPTZ reagensa i 2,5 mL željezo (ΙΙΙ)-

klorida heksahidrata u omjeru 10:1:1. 

 Standard askorbinske kiseline (100 mg/L) (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Njemačka) 

Priprema: Potrebno je pripremiti otopinu askorbinske kiseline koncentracije 100 mg/L. 

Odvaže se 0,100 g askorbinske kiseline u plastičnoj lađici za vaganje i kvantitativno prenese 

sa deioniziranom vodom u odmjernu tikvicu volumena 100 mL. Zatim se nadopuni 

deioniziranom vodom do oznake. 

 

 

3.1.3. Aparatura i pribor 

 

Aparatura: 

 Liofilizator (CoolSafe, Model: 55-9 PRO (Labogene, Danska) 

 Analitička vaga (ABT 220-4M, Kern &Sohn GmbH, Balingen, Njemačka) 

 Centrifuga (HETTICH, EBA 3S, Tuttlingen, Njemačka) 

 Vortex miješalica (MS2 Minishaker IKA, Staufen, Njemačka) 

 Kupelj od rotavapora (BÜCHI Heating Bath B-490, Švicarska) 

 Ultrazvučna kupelj (Transoic 460, Elma, Njemačka) 

 Spektrofotometar (UV/VIS UNICAM HELIOS β, Velika Britanija) 

 pH metar (Mettler Toledo Seven easy, Švicarska) 

Pribor:  

 Erlenmeyerova tikvica (50 mL) 

 Plastične bočice (50 mL) 

 Plastične lađice za vaganje 

 Menzure (50 mL, 100 mL, 500 mL i 1000 mL)  

 Staklene čaše (50 mL, 100 mL i 200 mL) 

 Odmjerne tikvice (5 mL, 10 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL, 200 mL, 500 mL, 1000 mL) 

 Stakleni lijevci 

 Pipete (1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL, 20 mL) 
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 Mikropipete Eppendorf (100 mL i 1000 mL) 

 Falcon kivete  

 Staklene epruvete,  stalak za epruvete 

 Staklene kivete 

 

 

3.2. Metode 

 

3.2.1. Priprema ekstrakata sjemenki i pokožice ekstrakcijom u ultrazvučnoj kupelji 

 

Ekstrakcija je provedena uz upotrebu vodene otopine 80%-tnog metanola za sjemenke i vodene 

otopine 1%-tne mravlje kiseline u 80%-tnom metanolu za pokožicu kroz  vrijeme ekstrakcije 30, 50 i 

70 minuta (tablica 1). 

Tablica 1. Plan pokusa ekstrakcije fenolnih spojeva primjenom ekstrakcije u ultrazvučnoj kupelji 

 

UZORAK OTAPALO 
TEMPERATURA 

EKSTRAKCIJE (°C) 

VRIJEME TRAJANJA 

EKSTRAKCIJE (min) 

  

SJEMENKE 

 

80%-tni metanol 

50 30 

50 50 

50 70 

 

POKOŽICA 

1%-tna mravlja 

kiselina u 80%-tnom 

metanolu 

50 30 

50 50 

50 70 

 

Postupak određivanja: 

U Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL izvaže se 1 g uzorka liofiliziranih sjemenki i pokožice grožđa sorte 

Merlot na analitičkoj vagi (±0.0001 g) te se menzurom doda 40 mL otapala (80%-tni metanol za 

sjemenke i otopina 1%-tne mravlje kiseline u 80%-tnom metanolu za pokožicu). Tikvica se zatvori 

šlifom te se provodi ekstrakcija u ultrazvučnoj kupelji na T = 50 ˚C tijekom 30, 50 i 70 minuta. Nakon 

završene ekstrakcije uzorci se kvantitativno prenesu u odmjerne tikvice volumena 50 mL pomoću 

lijevka i filter papira te se nadopunjavaju do oznake odgovarajućim otapalom za ekstrakciju. Uzorci 
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se zatim prenose u plastične Falcon kivete volumena 50 mL i centrifugiraju na 5500 rpm 10 minuta 

nakon čega se dekantiraju u nove falkonice volumena 50 mL i skladište na +4 °C do daljnje analize. 

 

 

3.2.2. Spektrofotometrijsko određivanje ukupnih fenola 

 

Princip metode: 

Princip metode temelji se na svojstvu fenolnih spojeva da tijekom reakcije s Folin-Ciocalteu 

reagensom, koji je smjesa fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline, nastaje plavo obojeni 

kompleks čiji je intenzitet obojenja proporcionalan koncentraciji fenola. Pri oksidaciji fenolnih spojeva 

u blago alkalnim uvjetima ove kiseline se reduciraju u volframov oksid i molibdenov oksid koji su 

plavo obojeni. Određivanje se provodi u etanolnom/metanolnom ekstraktu uzorka primjenom 

spektrofotometrijske metode. Nastali intenzitet obojenja mjeri se pri valnoj duljini od 765 nm (Pinelo 

i sur., 2005; Shortle i sur., 2014). 

 

Postupak određivanja: 

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 20 µL ekstrakta, 200 µL Folin Ciocalteu reagensa i 2 mL 

deionizirane vode. Nakon 3 minute doda se 1 mL zasićene otopine natrijeva karbonata. Sve skupa se 

promiješa (pomoću Vortexa), a potom se uzorci termostatiraju 25 minuta pri T=50 ˚C (u kupelji od 

rotavapora). Nakon toga mjeri se apsorbancija (optička gustoća otopine) pri valnoj duljini 765 nm. Na 

isti način pripremi se i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta stavlja otapalo za ekstrakciju.  

 

Izračunavanje: 

Izrada baždarnog pravca 

Za pripremu baždarnog pravca odvaže se 0,5 g galne kiseline. Odvaga se otopi u 10 mL 96%-tnog 

etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL i nadopuni deioniziranom vodom do oznake.  

Od ove otopine galne kiseline u odmjernim tikvicama od 100 mL rade se razrijeđenja tako da se u 

svaku tikvicu redom otpipetira 1, 2, 3 i 5 mL alikvota standardne otopine galne kiseline. Zatim se 

tikvice do oznake nadopune deioniziranom vodom. Koncentracije galne kiseline u tikvicama iznose 

50, 100, 150, 250 i 500 mg/L. Iz svake tikvice otpipetira se 100 µL otopine standarda u staklene 
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epruvete. Zatim se redom dodaje 200 µL F.C. reagensa i 2 mL deionizirane vode. Nakon 3 minute 

doda se 1 mL zasićene otopine natrijeva karbonata. Sve skupa se promiješa (pomoću Vortexa), a zatim 

se uzorci termostatiraju 25 minuta pri T=50 ˚C (u kupelji od rotavapora). Na isti način pripremi se 

slijepa proba osim što se umjesto otopine standarda uzima 100 µL deionizirane vode. Nakon toga mjeri 

se apsorbancija pri valnoj duljini 765 nm 

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija napravi se baždarni pravac pomoću programa Microsoft Excel 

pri čemu su na apscisi nanesene koncentracije galne kiseline (mg/L), a na ordinati izmjerene vrijednosti 

apsorbancije pri 765 nm. Pomoću dobivene jednadžbe pravca izračunava se koncentracija ukupnih 

fenola. 

 

Slika 9. Baždarni pravac za ekvivalent galne kiseline 

Na temelju dobivenih rezultata, jednadžba pravca glasi:  

Y =  0,0035 ˣ X     

R2 = 0,9995                                                            

gdje je: 

Y – apsorbancija pri 765 nm, 

X – koncentracija galne kiseline (mg/L) 

R2 – koeficijent determinacije 
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3.2.3. Određivanje monomernih antocijana spektrofotometrijskom pH diferencijalnom 

metodom 

 

Princip metode: 

Kvantitativno određivanje monomernih antocijana zasniva se na svojstvu antocijana da pri promjeni 

pH vrijednosti reverzibilno mijenjaju svoju strukturu pri čemu dolazi do promjene apsorpcijskog 

spektra. Sniženje pH otopine izaziva povećanje apsorpcije i obrnuto, kao posljedica pomicanja 

ravnoteže između različitih tautomernih oblika antocijana u ovisnosti o pH sredine. Metoda se 

temelji na mjerenju apsorpcije svjetla otopine antocijana u kojoj je koncentracija vodikovih iona 

podešena na pH 1,0 i pH 4,5. Monomerni antocijani se pri pH 1,0 nalaze u obliku flavilijum kationa 

(crveno obojeni), dok su pri pH 4,5 antocijani u polukelatnom obliku (bezbojni) (Guisti i Wrolstad, 

2003).  Koncentracija monomernih antocijana proporcionalna je razlici apsorbancija u otopinama 

kod dva različita pH pri valnim dužinama od 520 nm i 700 nm. Mjerenje apsorbancija pri 700 nm 

provodi se radi korekcije eventualnih zamućenja (AOAC 2005.02). 

Postupak određivanja: 

Reakcija se postavlja u staklenim epruvetama na način da se za mjerenje jednog uzorka pripreme 

dvije epruvete. U svaku epruvetu otpipetira se 1 mL pripremljenog ekstrakta pokožice (ili uzorka), a 

zatim se u jednu epruvetu stavi 4 mL pufera pH 1,0, a u drugu 4 mL pufera pH 4,5. Nakon 20 

minuta, pripremljenim reakcijskim otopinama mjeri se apsorbancija pri 520 nm i 700 nm, uz 

deioniziranu vodu kao slijepu probu. 

Izračunavanje: 

                Koncentracija monomernih antocijana u uzorku izračunava se kao ekvivalent cijanidin-3-

glukozida (mg/L) prema formuli: 

A x MW x DF x 103 

ɛ x l
  

gdje je: 

A= (A520nm - A700Nnm)pH=1,0 – (A520nm – A700nm)pH=4,5 

MW = molekulska masa (za cijanin-3-glukozid 449,2 g/mol) 

DF = faktor razrjeđenja 
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103 = faktor za preračunavanje g u mg 

ɛ = molarni apsorpcijski ekstinkcijski koeficijent (za cijanidin-3-glukozid 26900 L/mol cm) 

l = debljina kivete (1 cm) 

 

 

3.2.4. Određivanje polimernih proantocijanidina vanilin metodom 

 

Princip metode: 

Princip određivanja polimernih proantocijanidina temelji se na specifičnosti spojeva iz skupine flavan-

3-ola da reagiraju sa vanilinom uslijed čega nastaju obojeni spojevi koji se kvantitativno određuju 

mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 500 nm (Sun i sur., 1998). 

Postupak određivanja: 

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 2,5 mL 1%-tnog vanilina, 2,5 mL 25%-tne otopine H2SO4, 

40 µL ekstrakta (samo sjemenke) i 960 µL otapala (metanol, 80%-tni). Sve zajedno se promiješa, a 

zatim se uzorci ostave stajati 10 minuta pri sobnoj temperaturi. Nakon toga mjeri se apsorbancija 

(optička gustoća otopine) pri valnoj duljini 500 nm. Na isti način priprema se i slijepa proba, ali se 

umjesto ekstrakta uzima otapalo za ektrakciju. 

Izračunavanje: 

Izrada baždarnog pravca 

Za pripremu baždarnog pravca pripremi se alikvotna otopina koncentracije 5 g/L (500 mg/100 mL). 

Od te otopine pripremaju se sljedeća razrijeđenja: 50, 100, 200, 300 i 400 mg/100 mL na način da se 

redom otpipetira: 1, 2, 4, 6 i 8 mL alikvotne otopine u odmjerne tikvice od 10 mL. Zatim se tikvice 

do oznake nadopune 100%-tnim metanolom. 

Iz svake tikvice otpipetira se 1 mL otopine standarda u staklene epruvete. Zatim se dodaje 2,5 mL 

1%-tnog vanilina i 2,5 mL 25%-tne otopine H2SO4. Uzorci se ostave stajati 10 minuta pri sobnoj 

temperaturi. Nakon toga mjeri se apsorbancija pri valnoj duljini 500 nm. Na isti način pripremi se i 

slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta doda metanol. 
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Slika 10. Baždarni pravac za ekvivalent katehina 

Na temelju dobivenih rezultata, jednadžba pravca glasi: 

Y  = 0,004 ˣ X + 0,2689 

R2 = 0,9661 

gdje je: 

           Y – apsorbancija pri 500 nm 

           X – koncentracija katehina (mg/L)  

R2 – koeficijent determinacije 

 

 

3.2.5. Određivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom 

 

Princip metode: 

Metoda se temelji na reakciji redukcije žuto obojenog kompleksa željezo-2,4,6–tripiridil–s-triazina 

(TPTZ-a) pri čemu nastaje plavo obojeni kompleks ferotripiridiltriazin koji ima apsorpcijski 

maksimum pri 593 nm (Shortle et al., 2014). Reakcija se odvija u kiselom mediju, pri pH 3,6 čime se 

osigurava dobra topljivost željeza i niži ionizacijski potencijal koji omogućuje prijenos elektrona. 

Istovremeno se povećava i redoks potencijal koji dodatno omogućava pomak reakcije u smjeru 

prijenosa elektrona (Benzie, 1996; Benzie and Strain, 1996). 
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Postupak određivanja: 

U staklene epruvete redom se otpipetira 20 µL ekstrakta i 980 µL deionizirane vode (za sjemenke) ili 

15 µL ekstrakta i 285 µL deionizirane vode (za pokožicu) te 2250 µL FRAP reagensa. Sve zajedno 

dobro se promiješa te se 10 minuta termostatira na temperaturi od 37 ̊ C (vodena kupelj od rotavapora). 

Zatim se mjeri apsorbancija pri 593 nm. Slijepa proba sadržava deioniziranu vodu. 

Izračunavanje: 

Izrada baždarnog pravca 

 Za pripremu baždarnog pravca pripremi se otopina askorbinske kiseline u koncentraciji od 100 mg/L 

od koje se pripreme razrijeđenja u koncentracijama: 5, 10, 20 i 50 mg/L na način da se u odmjerne 

tikvice od 10 mL redom otpipetira: 0,5, 1, 2 i 5 mL alikvota otopine askorbinske kiseline. Zatim se 

tikvice do oznake nadopune deioniziranom vodom. 

U staklene epruvete redom se otpipetira 300 µL otopine standarda i 2250 µL FRAP reagensa, dobro 

se promiješa te 10 minuta termostatira na temperaturi 37˚C. Zatim se mjeri apsorbancija pri 593 nm. 

Slijepa proba sadržava sve osim uzorka umjesto kojeg se dodaje deionizirana voda. 

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancije nacrta se baždarni pravac pomoću računala (program 

Microsoft Office Excel) s vrijednostima koncentracije askorbinske kiseline (mg/L) na apscisi i 

vrijednostima apsorbancije nanesenim na ordinati. Iz pripadajuće jednadžbe pravca izračuna se 

antioksidacijski kapacitet uzoraka određen FRAP metodom. 

 

 

Slika 11. Baždarni pravac za ekvivalent askorbinske kiseline 
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Na temelju dobivenih rezultata, jednadžba pravca glasi: 

Y = 0,0353 ˣ X ˗ 0,1021 

R2 = 0,9896 

gdje je:  

           Y = apsorbancija pri 593 nm 

           X = ekvivalent askorbinske kiseline (AAE) (mg/L) 

R2 – koeficijent determinacije 

 

S obzirom da u reakciji askorbinska kiselina može primiti dva elektrona, a za reakciju redukcije 

željeza Fe3+ u Fe2+  je potreban jedan elektron, dobivene ekvivalente askorbinske kiseline (AAE ) 

potrebno je pomnožiti sa 2 (Fegredo i sur., 2009). 

FRAP = Ekvivalenti askorbinske kiseline (AAE ) ˣ 2 
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4. REZULTATI  
 

U ovom istraživanju provedena je ekstrakcija fenolnih spojeva iz organskog otpada od proizvodnje 

vina primjenom ekstrakcije potpomognute ultrazvukom uz upotrebu 80%-tne vodene otopine metanola 

za sjemenke i vodene otopine 1%-tne mravlje kiseline u 80%-tnom metanolu za pokožicu kroz različito 

vrijeme trajanja ekstrakcije (30, 50 i 70 minuta). U dobivenim ekstraktima provedeno je određivanje 

ukupnih fenola spektrofotometrijskom Folin-Ciocalteu metodom, monomernih antocijana 

spektrofotometrijskom pH diferencijalnom metodom, polimernih proantocijanidina vanilin metodom 

te antioksidacijski kapacitet primjenom FRAP metode. 

 

4.1. Utjecaj vremena na ekstrakciju ukupnih fenola 

 

 Rezultati utjecaja vremena na ekstrakciju ukupnih fenola prikazani su grafički uzimajući srednju 

vrijednost dvaju paralelnih mjerenja koje su prikazane na slikama 12 i 13. Rezultati su izraženi u 

miligramima ekvivalenta galne kiseline po gramu uzorka (mg GAE/g). 

4.1.1. Utjecaj vremena na ekstrakciju ukupnih fenola iz sjemenki grožđa 

 

 

Slika 12. Utjecaj vremena ekstrakcije na ekstrakciju ukupnih fenola iz sjemenki grožđa (mg 

GAE g-1); GAE – ekvivalent galne kiseline 
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4.1.2. Utjecaj vremena na ekstrakciju ukupnih fenola iz pokožice grožđa 

 

 

Slika 13. Utjecaj vremena ekstrakcije na ekstrakciju ukupnih fenola iz pokožice grožđa (mg GAE g-

1); GAE - ekvivalent galne kiseline 

 

4.2. Utjecaj vremena na ekstrakciju monomernih antocijana iz pokožice grožđa 

 

Rezultati utjecaja vremena na ekstrakciju monomernih antocijana prikazani su grafički uzimajući 

srednju vrijednost dvaju paralelnih mjerenja koje su prikazane na slici 14. Rezultati su izraženi u 

miligramima ekvivalenta cijanidin-3-glukozida po gramu uzorka (mg C3GE/g). 

 

Slika 14. Utjecaj vremena ekstrakcije na ekstrakciju antocijana (mg C3GE g-1) ; C3GE – ekvivalent 

cijanidin-3-glukozida 
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4.3. Utjecaj vremena na ekstrakciju polimernih proantocijanidina iz sjemenki 

grožđa 

 

Rezultati utjecaja vremena na ekstrakciju polimernih proantocijanidina prikazani su grafički uzimajući 

srednju vrijednost dvaju paralelnih mjerenja koje su prikazane na slici 15. Rezultati su izraženi u 

miligramima ekvivalenta katehina po gramu uzorka (mg CA/g). 

 

Slika 15. Utjecaj vremena ekstrakcije na ekstrakciju proantocijanidina (mg CA g-1); CA - ekvivalent 

katehina 

 

 

4.4. Utjecaj vremena ekstrakcije na antioksidacijsku aktivnost 

 

Rezultati utjecaja vremena ekstrakcije na antioksidacijsku aktivnost prikazani su grafički uzimajući 

srednju vrijednost dvaju paralelnih mjerenja koje su prikazane na slikama 16 i 17. Rezultati su izraženi 

u miligramima ekvivalenta askorbinske kiseline po gramu uzorka (mg EAA /g). 
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4.4.1. Utjecaj vremena ekstrakcije na antioksidacijsku aktivnost sjemenki grožđa 

 

 

Slika 16. Utjecaj vremena trajanja ekstrakcije na antioksidacijski kapacitet (mg EAA g-1); EAA - 

ekvivalent askorbinske kiseline 

 

4.4.2. Utjecaj vremena ekstrakcije na antioksidacijsku aktivnost pokožice grožđa 

 

 

Slika 17. Utjecaj vremena trajanja ekstrakcije na antioksidacijski kapacitet (mg EAA g-1); EAA - 

ekvivalent askorbinske kiseline 
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5. RASPRAVA 
 

5.1. Utjecaj vremena na ekstrakciju ukupnih fenola 

 

Na slikama 12 i 13 prikazano je kako vrijeme trajanja ekstrakcije znatno utječe na koncentraciju 

ukupnih fenola u sjemenkama i pokožici grožđa. Koncentracija ukupnih fenola proporcionalno se 

povećava sa porastom vremena trajanja ekstrakcije.  

Najveća koncentracija ukupnih fenola iz sjemenki komine grožđa dobivena je pri trajanju ekstrakcije 

70 min (84,07 mg GAE/g), zatim pri vremenu trajanja ekstrakcije 50 minuta (81,13 mg GAE/g), a 

najmanja koncentracija dobivena je pri vremenu trajanja ekstrakcije 30 min (72,22 mg GAE/g). Do 

najvećeg povećanja koncentracije ukupnih fenola došlo je u periodu od 30-e do 50-e minute 

ekstrakcije, te je spomenuto povećanje u 50-oj minuti ekstrakcije iznosilo 12,34%. Daljnjim 

produljenjem vremena ekstrakcije od 50-e do 70-e minute zabilježen je porast koncentracije ukupnih 

fenola za svega 3,62%. Isti trend zabilježen je i pri ekstrakciji ukupnih fenola iz pokožice komine 

grožđa. Povećanje koncentracije ukupnih fenola između 30-e i 50-e minute vremena ekstrakcije 

iznosilo je 7,85%, a od 50-e do 70-e minute 10,3%. Najveća koncentracija ukupnih fenola izoliranih 

iz pokožice komine grožđa dobivena je pri trajanju ekstrakcije 70 min (23,78 mg GAE/g), a najmanja 

tijekom ekstrakcije 30 min (19,99 mg GAE/g). Kod ekstrakcije u trajanju 50 min, koncentracija 

ukupnih fenola iznosi 21,56 mg GAE/g.  

Usporedbom prinosa ukupnih fenola između sjemenki i pokožice komine grožđa, uočavamo da 

sjemenke grožđa imaju puno veći sadržaj fenolnih spojeva od pokožice. Sadržaj polifenola pri istom 

vremenu ekstrakcije je u prosjeku za 265% veći u sjemenkama nego u pokožici.  

Lafka i sur. (2007) istraživali su utjecaj vremena ekstrakcije na ekstrakciju fenolnih spojeva u otpadu 

nastalom tijekom proizvodnje vina, te su utvrdili da koncentracija polifenola raste sa povećanjem 

vremena ekstrakcije do 3 sata. Daljnje povećanje perioda ekstrakcije čini postupak ekstrakcije 

dugotrajnim i neekonomičnim bez značajnog povećanja ekstrahiranih polifenola. Prema istraživanju 

Spigno i sur. (2007) nakon 20 sati ekstrakcije dolazi do vidljivog smanjenja ekstrahiranih fenola zbog 

moguće degradacije ili reakcija polimerizacije koje dovode do nastanka novih spojeva sa različitim 

odgovorom na analitička mjerenja. S druge strane, Lapornik i sur. (2005) ustanovili su porast količine 

fenolnih spojeva u ekstraktu produljenjem ekstrakcije s 12 na 24 sata.  
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5.2. Utjecaj vremena na ekstrakciju monomernih antocijana iz pokožice grožđa 

 

Dobiveni rezultati na slici 14 pokazali su da porast vremena trajanja ekstrakcije utječe na prinos 

antocijana, ali ne u značajnijoj mjeri odnosno nema velike razlike u dobivenim koncentracijama 

antocijana kod ekstrakcije pri trajanju 30, 50 i 70 minuta. Sadržaj antocijana najveći je u 70-oj minuti 

i iznosi 2,31 mg C3GE/g uzorka, zatim u 30-oj minuti i iznosi 2,29 mg C3GE/g uzorka, a najmanji je 

u 50-minuti i iznosi 2,11 mg C3GE/g uzorka. Varijacije koje su nastale u koncentraciji antocijana u 

ovisnosti o vremenu trajanja ekstrakcije nisu značajne.  

Rezultati istraživanja Rajha i sur. (2014) pokazali su da vrijeme ekstrakcije ima pozitivne učinke na 

ukupnu koncentraciju monomernih antocijana u pokožici grožđa, a optimalno vrijeme za ekstrakciju 

antocijana u njihovom istraživanju je 119 minuta. Slično tome, Lapornik i sur. (2005) proveli su 

istraživanje čiji su rezultati pokazali da sadržaj antocijana u ekstraktima grožđa raste sa porastom 

vremena trajanja ekstrakcije. S druge strane, El Hajj i sur. (2012) dokazali su negativan utjecaj vremena 

ekstrakcije na sadržaj antocijana koji se znatno smanjio nakon 97 sati što je moglo biti uzrokovano 

jako produljenim vremenom ekstrakcije. 

 

5.3. Utjecaj vremena na ekstrakciju polimernih proantocijanidina iz sjemenki 

grožđa 

 

Važnu skupinu spojeva koji su zastupljeni u sjemenkama grožđa čine proantocijanidini. Rezultati na 

slici 15 pokazuju trend povećanja koncentracije proantocijanidina do 50. minute, dok se daljnjim 

produljenjem vremena ekstrakcije do 70. minute koncentracija proantocijanidina smanjuje.  U 50-oj 

minuti prinos je najveći i iznosi 63,19 mg CA/g uzorka, što je za 19,54% više nego u 30-oj minuti. U 

70-oj minuti je najmanji i iznosi 51,95 mg CA/g uzorka. Sadržaj proantocijanidina se produljenjem 

vremena ekstrakcije do 70 minuta smanjio za 17,78% u odnosu na ekstrakciju kroz 50 minuta. 

Rajha i sur. (2014) pokazali su da se koncentracija kondenziranih tanina povećava sa porastom 

vremena ekstrakcije te dostiže optimalnu vrijednost u 77-oj minuti, a zatim počinje opadati. Peyrot 

Des Gachons i Kennedy (2003) proveli su istraživanje utjecaja vremena na ekstrakciju, a rezultati su 

pokazali da se sastav i koncentracija proantocijanidina ne mijenjaju tijekom vremena. Trendovi 

ekstrakcije bili su slični tijekom 4 dana i 10 dana, a na kraju je relativni udio proantocijanidina bio 
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praktički jednak što je dokaz da vrijeme ima gotovo neznatan utjecaj na sadržaj proantocijanidina iz 

sjemenki grožđa. 

5.4. Utjecaj vremena trajanja ekstrakcije na antioksidacijski kapacitet 

 

Na slikama 16 i 17 prikazan je utjecaj vremena ekstrakcije na antioksidacijski kapacitet sjemenki i 

pokožice, uspoređujući vrijeme ekstrakcije od 30 min, 50 min i 70 min. Iz prikazanih rezultata vidljivo 

je da se antioksidacijska aktivnost u svim uzorcima povećava s vremenom trajanja ekstrakcije samo 

što je intenzitet tog porasta kod sjemenki puno veći u odnosu na pokožicu.  

Najveći antioksidacijski kapacitet ima ekstrakt sjemenki grožđa dobiven ekstrakcijom u vremenu 70 

minuta (175,77 mg EAA/g), zatim u vremenu od 50 minuta (169,93 mg EAA/g), a najmanji 

antioksidacijski kapacitet ima ekstrakt dobiven ekstrakcijom pri trajanju 30 minuta (148,78 mg 

EAA/g). Antioksidacijski kapacitet u 50-oj minuti je za 3,44% veći od onog u 30-oj minuti, a u 70-oj 

minuti za 3,43% u odnosu na antioksidacijski kapacitet u 50-oj minuti.  

Najveći antioksidacijski kapacitet ima ekstrakt pokožice dobiven ekstrakcijom u vremenu 70 minuta 

(41,81 mg EAA/g), zatim u vremenu od 50 minuta (41,35 mg EAA/g), a najmanji antioksidacijski 

kapacitet ima ekstrakt dobiven ekstrakcijom pri trajanju 30 minuta (40,87 mg EAA/g). U 50-oj minuti, 

antioksidacijski kapacitet je za 1,17% veći od onog u 30-oj minuti, a u 70-oj minuti za 1,11% u odnosu 

na antioksidacijski kapacitet u 50-oj minuti. 

Usporedbom antioksidacijske aktivnosti sjemenki i pokožice, uočavamo da sjemenke grožđa imaju 

puno veći antioksidacijski kapacitet od pokožice. Antioksidacijska aktivnost u ekstraktima sjemenki 

veća je u rasponu od 264% do čak 320 % nego u pokožici pri istim uvjetima ekstrakcije. 

Antioksidacijska aktivnost u skladu je sa udjelima ukupnih fenola, te tako uzorci koji sadrže veći udio 

ukupnih fenola imaju i veći antioksidacijski kapacitet. 

Istraživanje od Villano i sur. (2004) pokazalo je da pri porastu trajanja tretmana sa 2 na 15 minuta 

dolazi do povećanja antioksidacijskog kapaciteta iz različitih uzoraka vina. U slučaju antioksidacijske 

aktivnosti ekstrakata grožđa, Lapornik i sur. (2005) dokazali su da se ona  povećava sa duljim 

vremenom ekstrakcije, dok Spigno i De Faveri (2007) nisu našli značajnu razliku u antioksidacijskoj 

aktivnosti u ekstraktu kroz 5 i 24 sata. S druge strane, prema istraživanju Lafka i sur. (2007) povećanje 

perioda ekstrakcije dovodi do smanjenja antioksidacijske aktivnosti ekstrahiranih polifenola kao 

posljedica dugotrajne izloženosti čimbenicima okoliša (temperatura, svjetlo, kisik) što negativno 

utječe na antioksidacijsku aktivnost. 
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6. ZAKLJUČAK 

Na temelju provedenog istraživanja, prezentiranih rezultata i rasprave može se zaključiti sljedeće: 

1. Udio ukupnih fenola u sjemenkama i pokožici komine grožđa povećava se sa porastom 

vremena trajanja ekstrakcije tako da je najveći sadržaj ukupnih fenola određen u ekstraktima 

dobivenim pri trajanju ekstrakcije 70 minuta.  

2. Udio ukupnih fenola značajno  je veći u sjemenkama nego u pokožici komine grožđa.  

3. Na učinkovitost ekstrakcije monomernih antocijana iz pokožice komine grožđa uz upotrebu 

80%-tne vodene otopine metanola sa 1%-tnom mravljom kiselinom kao otapala, vrijeme 

ekstrakcije nije imalo značajan utjecaj. Iako se njihova koncentracija povećava s vremenom, 

nastalo povećanje nije značajno. 

4. Učinkovitost ekstrakcije polimernih proantocijanidina iz sjemenki komine grožđa ovisi o 

vremenu ekstrakcije, te se najveći prinosi dobivaju pri vremenu ekstrakcije od 50 minuta. 

Produljenje vremena ekstrakcije negativno utječe na izolaciju ovih spojeva.    

5. Antioksidacijski kapacitet sjemenki i pokožice grožđa povećava se sa porastom vremena 

trajanja ekstrakcije tako da se najveći antioksidacijski kapacitet u ekstraktima postiže pri 

trajanju ekstrakcije 70 minuta. 

6. Antioksidacijski kapacitet u skladu je sa udjelom fenolnih spojeva u ekstraktima sjemenki i 

pokožice grožđa, te je u ekstraktima sjemenki značajno veći u odnosu na ekstrakte pokožice 

komine grožđa. 
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