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1. UvOD

Proizvodnja vina u Republici Hrvatskoj predstavlja vazan poljoprivredni sektor u sklopu kojeg je
primjerice u 2013. godini proizvedeno oko 90.000 tona grozda odnosno 565.000 hL vina i 18.000
tona organskog otpada u obliku vinske komine, od ¢ega se 80 % koristilo za proizvodnju vina, a
20 % su nusprodukti, komina koju ¢ine pokoZica, sjemenke 1 peteljke. Vazno je pronac¢i dodatnu
primjenu komine grozda jer se jo§ uvijek podcjenjuje njezina vrijednost te se uglavnom koristi za
proizvodnju gnojiva i stocne hrane. Komina grozda je vrijedan izvor polifenola, buduéi da se
visoka razina ovih spojeva zadrzava i nakon industrijskih procesa proizvodnje. Polifenoli imaju
znacajno pozitivan utjecaj na ljudsko zdravlje i mogu pruziti preventivno djelovanje protiv

tumora, kardiovaskularnih te neurodegenerativnih oboljenja.

Osim fenolnih spojeva komina sadrzi i lignin, minerale i vitamine te se moze u¢inkovito preraditi
u razli¢ite vrste proizvoda uz ostvarenje profita. Primjenom novih tehnologija stvara se dodatna
vrijednost u cijelom proizvodnom procesu obrade nusprodukata proizvodnje vina te se stvaraju

preduvjeti za proizvodnju prenhrambenih, farmaceutskih i kozmetickih proizvoda.

Ispustanje nusproizvoda od proizvodnje vina u okoli§ moze uzrokovati razne probleme
(povecavaju Kiselost tla, uzrokuju fitotoksi¢nost, proizvodnju metana. S obzirom na strogu
zakonsku regulativu EU, nusprodukte proizvodnje vina potrebno je adekvatno zbrinjavati kako ne

bi doslo do onecis¢enja okolisa te narusavanja kvalitete tla, podzemnih voda te flore i faune.

Cilj ovog istrazivanja bio je izolirati fenolne spojeve iz liofiliziranih sjemenki 1 pokoZice grozda
sorte Plavac mali koje zaostaju kao sastavni dio komine primjenom ultrazvu¢ne ekstrakcije te
ispitati utjecaj vremena (30, 50 i 70 minuta) na ekstrakciju i antioksidacijsku aktivnost. U
dobivenim ekstraktima cilj je bio odrediti udio ukupnih fenola, polimernih proantocijanidina,

monomernih antocijana i antioksidacijsku aktivnost.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. Vinova loza i proizvodnja crnih vina

Vinova loza (Vitis vinifera L.) je jedna od najstarijih i ekonomski najisplativijih biljnih kultura u
svijetu (This i sur., 2007). Smatra se da vinova loza potjece s euroazijskog podrucja, odakle se s
vremenom S$irila prema podru¢jima na kojima se danas uzgaja. Najbolje uspijeva unutar
umjerenog pojasa, odnosno na podru¢jima mediteranske i kontinentalne klime (Azija, Sjeverna
Amerika i Europa te u juznim dijelovima Juzne Amerike, Afrike i Australije). Ljudi su je odabrali
zbog njezinih osobina koje se odnose na plodnost, cvjetanje, visoke prinose, veli¢inu plodova,
sadrzaj Secera i kiselina, budu¢i da su to kljuéne komponente za uspjeSnu proizvodnju vina

(Bacilieri i sur., 2013).

Crno vino dobiva se vrenjem masulja crnoga grozda, a temeljno svojstvo daju polifenoli, crveno
obojeni antocijani i tvari trpka i opora okusa — tanini. Crna vina se razlikuju od bijelih po svojoj
crvenoj boji 1 po sadrzaju drugih sastojaka, koji u crni (crveni) most pa zatim i u vino prelaze iz
¢vrstih dijelova groZda. Proizvodnja crnih vina obuhvaca: berbu 1 prijevoz grozda do podruma,
ruljanje — muljanje (uz odvajanje peteljke), maceraciju i alkoholnu fermentaciju, odvajanje mosta

od taloga cijedenjem i preSanjem te zavrSna alkoholna fermentacija (Zorici¢, 1998).

2.1.1. Sorta Plavac mali

Plavac mali je hrvatska autohtona sorta grozda. Rasprostranjen je u podru¢ju srednje i juzne
Dalmacije, na obalnom i oto¢nom dijelu. To su ¢ista ekoloska podrucja s obzirom na mali broj
tretiranja loze zaStitnim sredstvima. Takav nacin zastite vinove loze mogu¢ je zbog mikroklime
na spomenutim podruc¢jima, koja se ocituje stalnim strujanjem suhog zraka, koji s obzirom na
malu koli¢inu vlaznosti ne pogoduje razvoju gljivi¢nih bolesti — pepelnice i peronospore. Od ove
sorte grozda proizvode se vrhunska i kvalitetna vina, jaka i ekstraktna, lagano trpka okusa,
tamnocrvene boje i specifiéne arome, koja bi na temelju navedenog trebala nositi oznaku

ekoloskih vina (Zoric¢i¢, 1998).



2.1.2. Nusprodukti proizvodnje vina

Nakon prerade grozda ostaje znacajna koli¢ina otpada koji ima veliki utjecaj na okolis. Razlikuju
se otpadne vode i ¢vrsti organski otpad koji obuhvaca kominu grozda koja ¢ini 62%, vinski talog
14%, peteljka izdvojena prije fermentacije 12% te nevodeni talog (Cotoras i sur., 2014). Komina
kao nusprodukt u proizvodnji vina, bogat je izvor fenolnih spojeva, etanola, tartarata, limunske i
jabucne kiseline te vlakana (Rajha i sur., 2013). Takav otpad predstavlja sekundarnu sirovinu za
izolaciju visokovrijednih, bioloski aktivnih spojeva. Razli¢itim tehnikama i metodama ekstrakcije
vi$i se izolacija bioloski aktivnih komponenti koje se koriste u prehrambenoj industriji kao
funkcionalni dodaci, u kozmetickoj i farmaceutskoj industriji (deSa, 2014). S druge strane,
koriStenje komine za izdvajanje bioloski aktivnih spojeva iziskuje velike troSkove pa je koriStenje
mljevene komine grozda kao dodatak za obogaéivanje prehrambenih proizvoda pobudilo veliki

interes, kako prehrambene industrije tako i znanstvenika (Teixeira i sur., 2014).

Pokozica grozda koja zaostaje kao nusprodukt ¢ini ¢ak 65% ukupne koli¢ine komine, a dokazano
je kako je pokozica bogat izvor fenolnih tvari poput antocijana, katehina, flavonola, alkohola,
stilbena 1 fenolnih kiselina. Vise od 70% polifenola grozda zaostaje u komini zbog slabe
ekstrakcije prilikom fermentacije te komina zbog toga postaje visoko vrijedan izvor nutrijenata

koji imaju pozitivno djelovanje na zdravlje (Brahim i sur., 2013).

Udio sjemenki u komini ¢ini 38 do 52% suhe tvari, $to ovisi o metodi proizvodnje 1 rukovanju
otpadom, a polifenoli sjemenki grozda ¢ine 60 do 70% ukupnih polifenola koji se ekstrahiraju iz
komine. Sjemenke sadrze do 40% vlakana, 16% eteri¢nih ulja, 11% proteina, 7% kompleksnih

fenolnih komponenti kao §to su tanini te tvari poput Secera i minerala (Teixeira 1 sur., 2014).



2.2. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi su sekundarni biljni metaboliti prisutni u gotovo svim biljkama i namirnicama
biljnog podrijetla. Uklju¢uju spojeve razli¢ite kemijske strukture ¢ije je osnovno obiljezje
prisutnost jednog ili viSe hidoksiliranih benzenskih prstenova. Imaju vrlo vaznu fiziolosku i
morfolosku ulogu te doprinose boji i senzorskim karakteristikama voca i povréa. Dokazana su
protuupalna, protualergijska i protukancerogena djelovanja nekih polifenolnih spojeva, kao i

namirnica koje ih sadrzavaju, kao npr. crno vino 1 zeleni ¢aj (Berend i Grabari¢, 2008).

Od fenofaze — dozrijevanja grozda polifenoli se pocinju stvarati u bobici grozda, najprije
monomeri (jednostavni), a poslije polimeri (sloZeni), smjeSteni u pokozici i opni sjemenke, malo
u soku, a nesto u mesu. Oksidativni procesi ubrzavaju polimerizaciju tih spojeva u mostu, a
nastavljaju se u vinu. Njihova prisutnost utjece na stabilnost i ¢uvanje vina, na njegovu boju,
miris 1 okus te na hranjivu vrijednost vina. Zahvaljujuéi bogatstvu polifenola, vino je uvrsteno u

prehrambene proizvode u¢inkovita antiviralnog i baktericidnog djelovanja (Zori¢i¢, 1998).

Fenolni spojevi se dijele na flavonoide i ne - flavonoidne spojeve. U skupinu flavonoida
svrstavaju se: flavoni, izoflavoni, flavonoli, flavanoni, flavonoli te antocijani, a razlikuju se
prema stupnju oksidacije piranskog prstena. Neflavonoidni spojevi su fenolne kiseline

(hidroksicimetne i hidroksibenzojeve), lignani te stilbeni (Riedel i sur., 2012).
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Slika 1. Osnova podjela polifenola (Berend i Grabari¢, 2008)

2.2.1. Flavonoidi

Flavonoidi su skupina polifenolnih spojeva koji su koncentrirani u sjemenkama, koZi ili kori
voca, kori drveca, 1iS¢u i cvijecu. Pripisuju im se mnoga terapijska djelovanja, a znatno utjecu na
boju i okus hrane. U samim biljkama flavonoidi djeluju antioksidacijski, antimikrobno, kao
fotoreceptori te kao agensi za privlaCenje pozornosti oprasivaca i1 za zaStitu od UV zracenja
(Kazazi¢, 2004). Do danas je identificirano vise od 6400 flavonoida, a spojevi iz ove skupine

spojeva su se pokazali kao najjaci anitoksidansi (Berend i Grabari¢, 2008).

Osnovna struktura flavonoida sastoji se od C15 (CsC3Cs) flavonskog kostura odnosno dva
benzenska prstena (A i B) povezana piranskim prstenom (C) koji sadrzi kisik (Slika 2).
Flavonoidi se medusobno razlikuju prema stupnju oksidacije centralnog piranskog prstena,

izuzev halkona kod kojih je piranski prsten otvoren. Mogu biti hidroksilirani, metoksilirani,



glikolizirani s monosaharidima ili oligosaharidima, a Cesto su i esterificirani organskim
kiselinama. Ovisno o broju i poloZaju vezanih hidroksilnih skupina, stupnju nezasic¢enosti i
stupnju oksidacije centralnog C-prstena, flavonoidi se dijele u brojne podskupine (Kazazié, 2004;

Ivanova i Stefova, 2011).

Slika 2. Kemijska struktura flavonoida (lvanova i Stefova, 2011)

Antocijani su pigmenti topivi u vodi i stanicnom soku, nosioci su prirodne boje plodova voca i
povréa koje ima crvenu, ljubicastu i plavu boju (Dipalmo i sur., 2015). Uglavnom se nalaze u
vakuolama pokozice grozda, a prisutni su u obliku: delfinidina, cijanidina, petunidina, peonidina i
malvidina pri ¢emu je u najzastupljeniji antocijan grozda: malvidin-3-O-glikozid (lvanova i
Stefova, 2011). Antocijani su prili¢no nestabilni i lako se oksidiraju i hidroliziraju, a s metalima
daju obojene soli. Voce koje sadrzava antocijanske pigmente, naruSavanjem strukture gubi
prirodnu boju zbog pojave posmedivanja. Vecina degradacijskih promjena na antocijanima
izazvana je hidrolizom. Ona se zbiva enzimatski uz prisutnost specifi¢nih enzima (glikozidaze,
fenolaze i antocijanaze) ili u jako kiseloj sredini pri temperaturi vrenja. Produkti hidrolize su
antocijanidin (aglikon) i Secer (Bonilla i sur., 1999). Boja crnih vina ovisi o koli¢ini i obliku
antocijana. U mladim vinima zastupljeni su slobodni antocijani vezani s taninom. U tijeku
starenja vina koli¢ina antocijana postupno se smanjuje pa tako nakon 10 — 15 godina iznosi svega

10% pocetne koli¢ine. U kilogramu grozda Plavac mali sadrzi 760 mg antocijana (Zorici¢, 1998).

Proantocijanidini su poznati i pod nazivom kondenirani tanini te su prisutni kao dimeri, oligomeri

i polimeri katehina (flavan-3-ola). Sintetizirani su kao krajnji produkti biosintetskog puta
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flavonoida i ukljuc¢eni u posmedivanje voc¢a (Zuiter i sur., 2014). Najvise ih se nalazi u sjemenci
(80%), peteljkovini (12%), pokozici (8%), dok ih meso ne sadrzi. Djeluju baktericidno i
antivirusno, a djelotvorni su kod srcanih bolesti, smanjuju kolesterol i trigliceride. Crna vina
sadrze oko 20 puta viSe proantocijanidina nego bijela, a koli¢ina se razlikuje 1 ovisno o sortama.
Tijekom starenja vina, proantocijanidini se povezuju s monomernim flavonoidima stvarajuci tako

polimerne strukture (tanine) (Jackson, 2008).

2.2.2. Neflavonidi

Neflavonoidi su dio lignina i tkiva biljaka, a dolaze vezani na antocijane i Secere. Nalaze se u
pokozici bobice u koli¢ini 0,1 — 30 mg/L. U vinu se nalaze slobodni ili u obliku estera te
pridonose aromi vina. Najzastupljeniji neflavonoidni spojevi u grozdu i vinu su derivati
hidroksicimetne i hidroksibenzojeve kiseline te u manjim koli¢inama stilbeni. Ovi spojevi u

strukturi sadrze samo jedan aromatski prsten (Goncalves i sur., 2013) (Slika 3).

Rl
0
HZ
OH
R, R,
(B)
COOH
/’
R,
R‘I RS
HZ

Slika 3. Kemijska struktura hidroksibenzojevih (A) i hidroksicimetnih kiselina (B) (Goncalves i
sur., 2013)
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2.3. Antioksidacijska aktivnost

Antioksidansi su kemijske tvari koje sprje¢avaju oksidaciju spojeva podloznih oksidaciji, a u
bioloskim sustavima onemogucéuju djelovanje slobodnih radikala (oksidansa) kada su oni u
Stetnom suvisku tj. kada je koncentracija slobodnih radikala ve¢a nego §to je potrebno za
odvijanje normalnih fizioloSkih procesa. Antioksidansi inaktiviraju djelovanje slobodnih radikala
pa tako zaustavljaju lancanu reakciju stvaranja novih radikala i sprjeavaju njihovo S$tetno
djelovanje. Osim toga, mogu doprinijeti smanjenju oSte¢enja nastalih djelovanjem slobodnih
radikala (Halliwell, 1990). Antioksidansi se mogu svrstati u dvoje skupine: pravi antioksidansi i
sinergisti. U prvu grupu ubrajaju se spojevi koji imaju jasno izraZzena antioksidacijska svojstva, a
drugu grupu spojeva ¢ine oni koji pojacavaju antioksidacijsko djelovanje pravih antioksidansa.
Pravi antioksidansi su ve¢inom spojevi fenolnog karaktera s dvije hidroksilne skupine u orto- ili
para — polozaju (Lafka i sur., 2007; Lelas, 2008).

Istrazivanja su pokazala da antioksidansi iz prehrambenih izvora imaju sposobnost uklanjanja
slobodnih radikala, medu njima se najvise isticu fenolni spojevi zbog ¢ega im se pripisuju brojna
terapijska djelovanja (Fang i sur., 2002). Polifenoli imaju zastitnu ulogu u organizmu u borbi
protiv kardiovaskularnih 1 degenerativnih bolesti, a mnogi od tih pozitivnih u¢inaka su povezani
sa njihovom sposobnos¢u hvatanja slobodnih radikala (Villano i sur., 2004). Flavonoidi mogu
djelovati kao antioksidansi na nekoliko mogucih nacina. Najvazniji je kada djeluju kao hvataci
slobodnih radikala 1 tako prekidaju lancanu rekaciju slobodnog radikala. Flavonoid kao
antioksidans mora zadovoljiti dva uvjeta: 1) kada je prisutan u maloj koncentraciji u odnosu na
tvar podloZnu oksidaciji, mora bitno usporiti ili sprije€iti reakciju oksidacije, 2) iz njega nastali
radikal mora biti stabilan da ne bi poticao lancanu reakciju. Sljede¢i moguéi nacin
antioksidacijskog djelovanja je interakcija flavonoida s drugim fizioloskim antioksidansima, npr.

vitaminom C ili vitaminom E koji stite polifenole od oksidacijske degeneracije (Kazazi¢, 2004).

Zbog kompleksnih oksidacijskih procesa, potrebno je visSe metoda za odredivanje
antioksidacijskog kapaciteta jer na osnovi samo jedne metode dobivene rezultate ne moZemo
to¢no interpretirati i kona¢no ih potvrditi. Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta koriste se
direktne metode (ORAC metoda, odredivanje antioksidacijskog kapaciteta s B — karotenom) i
indirektne metode (DPPH, ABTS", FRAP).



2.4. Ekstrakcija

Ekstrakcija je brza i u¢inkovita metoda razdvajanja i koncentriranja tvari. Odnosi se na prijenos
jedne ili viSe tvari, iz materijala u kojem se nalaze, u tekuc¢u fazu, a nakon toga slijedi separacija i
izdvajanje tvari iz tekuce faze (Conde i sur., 2010). Vazno je odrediti optimalne uvjete za
provodenje ekstrakcije kako bi se povecala ucinkovitost procesa. Tvari izolirane ekstrakcijom
mogu se Koristiti kao prehrambeni aditivi, pomocne tvari u proizvodnji farmaceutskih i
kozmetickih proizvoda ili kao fitokemikalije sa izrazito pozitivnim u¢incima na ljudsko zdravlje

(Pinelo i sur., 2004).

Ekstrakcija je vrlo vazan korak u izolaciji 1 identifikaciji fenolnih spojeva i ne postoji samo jedna
standardna metoda ekstrakcije. Ekstrakcija otapalima i ekstrakcija superkritiénim fluidima su
jedne od najcescée primjenjivanih metoda izolacije fenola. Uspjesnost ekstrakcije ovisi o uvjetima
provodenja samog procesa te mnogi ¢imbenici mogu utjecati na ucinkovitost: sastav i vrsta
otapala, omjer uzorak/otapalo, vrijeme i temperatura ekstrakcije, tlak, pH, veli¢ina Cestica (Ignat i
sur., 2011). Vrijeme i temperatura ekstrakcije pokazali su se kao vazni ¢imbenici u kvaliteti i
kvantiteti ekstrahiranih fenolnih spojeva kao i za optimizaciju energetskih tro§kova procesa. lako
povecanjem temperature dolazi do poboljSanja u procesu ekstrakcije fenola, zbog povecanja
topljivosti spoja u otapalu te povecanja koeficijenta difuzije, fenolni spojevi podlozni su
degradaciji pri temperaturama viSim od 60°C (Spigno i De Faveri, 2007). Osim navedenih
parametara, bitno je obratiti pozornost na pH vrijednost otapala kao 1 na veli¢inu Cestica koja se
koristi prilikom ekstrakcije. Mehanickim smanjenjem veli¢ine kostica komine dolazi do
poboljsanja ekstrakcije polifenola otapalima, uglavnom zbog povecane dostupnosti spojeva dok

se koriStenjem enzima postiZze degradacija polisaharida vezanih na fenole (Fontana i sur., 2013).

Konvencionalne metode ekstrakcije kao S§to su maceracija i Soxhlet ekstrakcija mogu se
primjenjivati za izolaciju prirodnih fenola, ali postoje odredeni nedostaci: gubitak polifenola zbog
ionizacije, hidroliza i oksidacija tijekom ekstrakcije (lose iskoriStenje), dugo vrijeme postupka
ekstrakcije (Teixeira i sur., 2014). U posljednje vrijeme razvijene su novije metode ekstrakcije
bioloski aktivnih komponenti iz biljaka, kao Sto su: ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom
(UAE), ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE), ekstrakcija superkriti¢nim fluidima
(SFE) i ekstrakcija potpomognuta visokim hidrostatskim tlakom (HHP) (Ignat i sur., 2011).



2.4.1 Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom je jednostavna, jeftina 1 ucinkovita alternativa
konvencionalnim metodama ekstrakcije. Temelji se na koristenju energije dobivene ultrazvukom
(zvu¢ni valovi frekvencije iznad 20 kHz) kako bi se olakSala ekstrakcija tvari iz ¢vrstog uzorka
pomocu otapala koje se bira ovisno o prirodi otopljene tvari koja se ekstrahira (Carrera i sur.,
2012). Ova metoda se Kkoristi za izolaciju nehlapljivih organskih spojeva iz uzoraka kao $to su tlo,
mulj i otpad, a Cesto se koristi kako bi se poboljsala ekstrakcija lipida, proteina i fenolnih spojeva
iz biljaka (Ignat i sur., 2011).

Prednosti ove metode su: skraéeno vrijeme trajanja ekstrakcije, smanjena potro$nja otapala,
povecana koli¢ina ekstrahiranih fenolnih tvari koje su sacuvale svoju kemijsku strukturu i
biolosku aktivnost, a zbog vece kontaktne povrSine izmedu uzorka i otapala (zbog smanjene
veli¢ine Cestica uzorka) ova se metoda pokazala brzom od konvencionalnih metoda poput

ekstrakcije otapalom (Teixeira i sur., 2014; Fontana i sur., 2013).

Poboljsanje ekstrakcije ciljanih spojeva iz biljnog tkiva pomocu ultrazvuka uglavnom se pripisuje
ucinku akusti¢nih kavitacija proizvedenih u otapalu prolaskom ultrazvu¢nog vala. Mehanicki
ucinak ultrazvuka ubrzava oslobadanje organskih spojeva sadrzanih u biljkama, intenzivira
prijenos mase i omogucava brze prodiranje otapala u stanicu (Chen i sur., 2007; Ghafoor i sur.,
2009).

Ucinkovitost ekstrakcije ovisi o varijablama koje utje€u na temperaturu kavitacijskog procesa,
viskoznost, prisutnost krutih Cestica, visinu vodenog stupca, ucestalost te o posudu koje se koristi
za ekstrakciju. Medutim, sve dok su eksperimentalni uvjeti konstantni, ultrazvukom
potpomognuta ekstrakcija odli¢an je nacin za provodenje ekstrakcije kruto — tekuce (Nascentes 1

sur., 2001).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali
3.1.1. Liofilizirani uzorci sjemenki i pokoZica sorte Plavac mali

Nusprodukt proizvodnje vina sorte Plavac mali podvrgnut je preSanju. Uzorak komine podvrgnut
je liofilizaciji, nakon ¢ega su liofilizirani uzorci mehanicki razdijeljeni na pokozice, sjemenke te
dijelove peteljke. Razdvojeni dijelovi odvojeno su pakirani u polipropilenske vrecice, hermeticki

zatvoreni i skladisteni pri -20°C do provodenja analize.

Slika 4. a) Liofilizirana komina (pokozica, sjemenke, peteljka); b) sjemenke grozda; ¢) pokoZzica

3.1.2. Kemikalije i standardi
Kemikalije za postupak ekstrakcije

e 1 %-tna mravlja kiselina u 80 %-tnom metanolu (za pokozice)

e 80 %-tni metanol (za sjemenke)
Kemikalije i standardi za odredivanje ukupnih fenola

e Folin — Ciocalteu reagens (F.C. reagens)
e Zasicena otopina natrijeva karbonata (20 %-tna otopina)
o Priprema: 200 g anhidrida natrijeva karbonata otopi se u 800 mL vruce destilirane
vode, a potom ohladi na sobnu temperaturu. Doda se nekoliko kristalia natrijeva

karbonata, nadopuni u odmjernoj tikvici od 1000 mL i nakon 24 h filtrira.
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e Standard galne kiseline
o Priprema: Odvaze se 500 mg galne kiseline, u plasticnoj ladici za vaganje te se
pomocu 10 mL 96 %-tnog etanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena

100 mL i otopi u datom volumenu, a potom se do oznake dopuni destiliranom vodom.
Kemikalije i standardi za odredivanje proantocijanidina

e 100 %-tni metanol
e 1 %-tna etanolna otopina vanilina

o Priprema: 1 g vanilina se u odmjernoj tikvici od 100 mL nadopuni metanolom do
oznake.

e Koncentrirana 96 %-tna H,SO4
e 25 %-tna otopina H,SO,

o Priprema: 13,02 mL 96 %-tne H,SO4 prenese se u odmjernu tikvicu od 50 mL u koju
je prethodno dodano malo 100 %-tnog metanola (cca 20 mL). Tikvica se obavezno
drzi u hladnoj vodenoj kupelji, a konc. H,SO, se dodaje u malim obrocima. Po
dodatku cijelog volumena Kiseline, tikvica se do oznake nadopuni 100 %-tnim
metanolom.

e Standard katehina (5¢/L)

o Priprema: Odvaze se 500 mg standarda katehina u plasticnoj ladici za vaganje te se
pomocu 10 mL 100 %-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu
volumena 100 mL i otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni

metanolom.

Kemikalije i standardi za odredivanje monomernih antocijana

o Kalijev kloridni pufer pH 1,0 (kalij klorid 0, 025 M)

o Priprema: U plasti¢noj ladici za vaganje odvaze se 1, 86 g kalijeva klorida (KCl) koji
se kvantitativno prenese u staklenu ¢asu volumena 1L, koja se prije upotrebe dobro
ispere deioniziranom vodom te se doda 980 mL deionizirane vode i odvaga se otopi.
Pripremljenoj otopini izmjeri se pH 1 podesi na vrijednost 1,0 (£0,05) s
klorovodi¢nom kiselinom (37% HCI), ¢iji utroSak priblizno iznosi 6,3 mL. Kad je

otopina podeSena na pH 1,0 prebaci se u odmjernu tikvicu volumena 1L, koja se prije
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upotrebe dobro ispere deioniziranom vodom te do oznake nadopuni deioniziranom
vodom.
e Natrijev acetatni pufer pH 4,5 (natrijev acetat 0, 4 M)

o Priprema: U staklenoj ¢asi volumena 100 mL odvaze se 54,43 g natrijeva acetata
trihidrata (CH3CO,Nax3H,0) koji se kvantitativno prenese u staklenu ¢asu volumena
1L, koja se prije upotrebe dobro ispere deioniziranom vodom te se doda 960 mL
deionizirane vode i odvaga se otopi. Pripremljenoj otopini izmjeri se pH i podesi na
vrijednost 4,5 (£0, 05) s klorovodi¢nom kiselinom (37% HCI), ¢iji utrosak priblizno
iznosi 20 mL. Kad je otopina podeSena na pH 4,5 prebaci se u odmjernu tikvicu
volumena 1L, koja se prije upotrebe dobro ispere deioniziranom vodom te se do

oznake nadopuni deioniziranom vodom.
Kemikalije i standardi za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta

e Klorovodi¢na kiselina, 37 %-tna
e Klorovodi¢na kiselina, 40 mM
o Priprema: Otpipetira se 330 pL 37 %-tne klorovodi¢ne kiseline i nadopuni
destiliranom vodom u odmjernoj tikvici od 100 mL.
e TPTZ-a(2, 4,6 —tripiridil —s - triazin), 10 Mm
o Priprema: OdvaZze se 0, 0312 g TPTZ-a u plasti¢noj ladici za vaganje 1 kvantitativno
prenese u odmjernu tikvicu volumena 10 mL te nadopuni do oznake s 40 mM
klorovodi¢nom kiselinom.
e Zeljezo (IIT) — klorid heksahidrat (FeClz x 6H,0), 20 mM otopina
o Priprema: Odvaze se 0, 541 g Zeljezo (II) — klorida heksahidrata u plasti¢noj ladici za
vaganje i kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL te nadopuni do
oznake deioniziranom vodom.
e Glacijalna octena kiselina, 99 — 100 %-tna
e Acetatni pufer
o Priprema: Odvaze se 3,1 g natrij — acetat trihidrata u plasticnoj ladici za vaganje i
kvantitativno prenese pomocu destilirane vode u odmjernu tikvicu volumena 1 L u
koju se potom otpipetira 16 mL glacijalne octene kiseline i nadopuni se destiliranom

vodom do oznake.
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e FRAP reagens
o Priprema: U staklenoj ¢asi volumena 50 mL pripremi se FRAP reagens na nacin da se
pomijesa 25 mL acetatnog pufera (0, 3 M), 2, 5 mL TPTZ reagensa i 2, 5 mL Zeljezo
(1) — klorida u omjeru 10:1:1.
e Standard askobinske kiseline (100 mg/L)
o Priprema: Potrebno je pripremiti otopinu askorbinske kiseline koncentracije 100
mg/L. odvaze se 0, 1000 g askorbinske kiseline u plasticnoj ladici za vaganje i
kvantitativno prenese s destiliranom vodom u odmjernu tikvicu volumena 100 mL te

nadopuni destiliranom vodom do oznake.

3.1.3. Aparaturai pribor

e Spektrofotometar (VWR UV — 1600PC Spectrophotometer) ili (UV UNICAM HELIOS
P)

e Staklene kivete

e Tehnicka vaga Mettler (to¢nost 0,01 g)

e Analiti¢ka vaga Kern ABT 220 — 4M

e Pipete, volumena 1 mL, 2 mL,5mL, 10 mL i 25 mL
e Odmjerne tikvice, volumena 10 mL, 25 mL, 100 mL, 500 mLi 1L
e Menzure, volumena 100 mLi 1L

e Staklene epruvete

e Plasti¢na ladica za vaganje

e pH metar Mettler Toledo Seven easy

e Staklena ¢aSa, volumena 1 L1 100 mL

e Mikropipeta, volumena 100 pL 1 1000 pL

e Vortex MS2 Minishaker IKA
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3.2. Metode
3.2.1. Ekstrakcija fenolnih spojeva u ultrazvuénoj kupelji

U Erlenmeyerove tikvice odvaze se 1 g samljevenog uzorka (+0,05) pokozice ili sjemenki grozda
sorte Plavac mali te se doda 40 mL otapala (1 %-tna mravlja kiselina u 80 %-tnom metanolu za
pokozice, 80 %-tni metanol za sjemenke). Zatim slijedi ekstrakcija u ultrazvucnoj kupelji kroz
30, 50 i 70 min. Nakon toga se sadrzaj svake od tikvica prebaci u odmjerne tikvice od 50 mL i
nadopuni otapalom do oznake. Potom se uzorci prebace u falkonice i podvrgnu centrifugiranju na
5500 rpm/10 minuta. Bistri dio uzorka se onda dekantira u falkonice te pohranjuje za daljnje

analize.

Tablica 1. Plan ekstrakcije fenolnih spojeva primjenom ekstrakcije u ultrazvu¢noj kupelji

30 min
SIEMENKE 80%tni metanol 50 min
70 min
30 min

. 1%tna mravlja kiselina u .
POKOZICE 50 min

80%tnom metanolu :
70 min

3.2.2. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

Princip metode

Odredivanje ukupnih fenola provodi se u metanolnom ekstraktru uzorka primjenom
spektrofotometrijske metode koja se temelji na kolornoj reakciji fenola s Folin — Ciocalteu

reagensom te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 765 nm (Shortle i sur., 2014).
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Priprema uzorka

Kako bi se ekstrakt razrijedio, u staklenu epruvetu se otpipetira 20 uL pripremljenog ekstrakta
pokozice i 80 pL otapala — 1 %-tna mravlja kiselina u 80 %-tnom metanolu (razrjedenje 5 puta)
odnosno 10 pL pripremljenog ekstrakta sjemenke i 90 uL otapala — 80 %-tni metanol (razrjedenje
10 puta).

Postupak odredivanja

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 100 pL razrijedenog ekstrakta, 200 pL Folin Ciocalteu
reagensa 1 2 mL destilirane vode. Nakon 3 min doda se 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva
karbonata. Sve skupa se promijesa (pomocu Vortexa), a potom se uzorci termostatiraju 25 minuta
pri T=50°C (u kupelji od rotavapora). Nakon toga mjeri se apsorbancija (opticka gustoca otopine)
pri 765 nm. Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za

ekstrakciju.

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 od 100 mL i nadopuni destiliranom vodom do oznake.

Od te otopine galne kiseline rade se razrijedenja u odmjernim tikvicama od 100 mL tako da se
otpipetira redom 1, 2, 3, 51 10 mL alikvota standardne otopine galne kiseline u svaku tikvicu i
potom se nadopunjavaju do oznake destiliranom vodom. Koncentracije galne kiseline u tim
tikvicama iznose 50, 100, 150, 250 1 500 mg/L. iz svake tikvice otpipetira se 100 pL otopine
standarda u staklene epruvete. Potom se dodaje redom 200 uL Folin Ciocalteu reagensa i 2 mL
destilirane vode. Nakon 3 min doda se 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata. Sve skupa se
promijesa (pomocu Vortexa), a potom se uzorci termostatiraju 25 minuta pri T=50°C (u kupelji
od rotavapora). Za slijepu probu uzima se 100 pL destilirane vode. Nakon toga mjeri se
apsorbancija pri valnoj duljini 765 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomocu programa Microsoft
Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije galne kiseline (mg/L), a na ordinati
izmjerene vrijednosti aporbancije pri 765 nm. Koncentracija ukupnih fenola izraCuna se prema

dobivenoj jednadzbi pravca.
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Slika 5. Bazdarni pravac za ekvivalent galne kiseline

Na temelju dobivenih rezultata jednadZzba pravca glasi:
Y =0,0035 x X
gdje je:

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

R? — koeficijent determinacije

3.2.3. Odredivanje polimernih proantocijanidina vanilin metodom

Princip metode

Odredivanje polimernih proantocijanidina temelji se na specificnosti spojeva iz skupine flavan—
3—ola da reagiraju s vanilinom uslijed ¢ega nastaju obojeni spojevi koji se kvantitativno odreduju

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

Kako bi se ekstrakt razrijedio 25 puta, u staklenu epruvetu otpipetira se 40 pL pripremljenog

ekstrakta sjemenke i 960 uL otapala — 80 %-tni metanol.

Postupak odredivanja

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 2,5 mL 1 %-tnog vanilina, 2,5 mL 25 %-tne H,SO4 te 1
mL razrijedenog ekstrakta. Sve skupa se promijesa, a potom se uzorci ostave stajati 10 minuta pri
sobnoj temperaturi. Nakon toga mjeri se apsorbancija pri valnoj duljini 500 nm. Na isti nacin se

pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju.

Izrada bazdarnog pravca

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se alikvotna otopina koncentracije 5 g/L (500 mg/100
mL). Od te otopine prirede se slijedeca razrijedenja: 50, 100, 200, 300 1 400 mg/100 mL na nacin
da se otpipetira redom: 1, 2, 4, 6 i 8 mL alikvotne otopine u odmjerne tikvice od 10 mL te se do
oznake nadopune 100 %-tnim metanolom.

Iz svake tikvice otpipetira se 1 mL otopine standarda u staklene epruvete. Potom se dodaje 2,5
mL 1 %-tnog vanilina i 2,5 mL 25 %-tne otopine H,SO,4. Uzorci se ostave stajati 10 minuta pri
sobnoj temperaturi. Nakon toga mjeri se apsorbancija pri valnoj duljini 500 nm. Na isti nacin se

pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima metanol.

1,8 - y=0,004x+0,2689 ~
16 R? = 0,9661

1,4 /

1,2 *

0,8
0,6 /0/
0,4 *

0,2

0 100 200 300 400 500

Slika 6. Bazdarni pravac za ekvivalent katehina
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Na temelju dobivenih rezultata jednadzba pravca glasi:
Y =0,004 X +0,2689
gdje je:

Y — apsorbancija pri 500 nm
X — koncentracija katehina (mg/L)

R? — koeficijent determinacije

3.2.4. Odredivanje monomernih antocijana pH diferencijalnom metodom

Princip metode

Kvantitativno odredivanje monomernih antocijana zasniva se na svojstvu antocijana da pri
promjeni pH vrijednosti reverzibilno mijenjaju svoju strukturu pri ¢emu dolazi do promjene
apsorpcijskog spektra. Snizenje pH otopine izaziva povecanje apsorpcije 1 obrnuto, a
koncentracija antocijana proporcionalna je razlici apsorbancija u otopinama kod dva razli¢ita pH

pri valnoj duljini maksimalne apsorbancije za pojedine antocijane (AOAC 2005.02).

Priprema uzorka

Kako bi se ekstrakt razrijedio 5 puta, u staklenu epruvetu otpipetira se 1 mL pripremljenog

ekstrakta pokozice i 4 mL otapala — 1 %-tna mravlja kiselina u 80 %-tnom metanolu.

Postupak odredivanja

Reakcija se postavlja tako da se za jedan uzorak pripreme dvije staklene epruvete. U svaku se
otpipetira po 5 mL razrijedenog ekstrakta, a potom se u jednu epruvetu doda 4 mL pufera pH 1,0,
a u drugu epruvetu pufer pH 4,5. Nakon 20 minuta, pripremljenim reakcijskim otopinama, mjeri

se apsorbancija pri 520 nm i 700 nm, uz deioniziranu vodu kao slijepu probu.

Izracunavanje

Koncentracija monomernih antocijana u uzorku izracunava se kao ekvivalent cijanidin—3—

glukozida (mg/L) prema formuli:
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A X MW x DF x 103
Ex

gdje je:

A = (Asz0nm — Az00nm)pH=1,0 — (As20nm — A700nm)pH=4,5

MW = molekulska masa (za cijanidin — 3 — glukozid 449,2 gmol™)

DF = faktor razrijedenja (5)

10° = faktor za preradunavanje g u mg

£ = molarni apsorpcijski ekstinkcijski koeficijent (za cijanidin — 3 — glukozid 26900 Lmol‘cm™)

| = debljina kivete (1 cm)

3.2.5. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

Princip metode

Metoda se temelji na reakciji redukcije Zuto obojenog kompleksa Zeljezo—2,4,6-tripiridil-s—
triazina (TPTZ) pri ¢emu nastaje plavo obojeni kompleks fero—tripiridiltriazin koji ima

apsorpcijski maksimum pri 593 nm (Shortle i sur., 2014).

Priprema uzorka

Kako bi se ekstrakt razrijedio, u staklenu epruvetu otpipetira se 20 pL pripremljenog ekstrakta
sjemenki 1 980 uL vode (razrjedenje 50 puta) odnosno u drugu epruvetu 10 pL pripremljenog

ekstrakta pokozice i 290 uL vode (razrjedenje 30 puta).

Postupak odredivanja

U staklenu epruvetu redom se otpipetira 300 pL razrijedenog ekstrakta i 2250 pL FRAP
reagensa, dobro se promijeSa te 10 minuta termostatira na temperaturi 37°C (vodena kupelj od
rotavapora). Zatim se mjeri apsorbancija pri 593 nm. Slijepa proba sadrzava sve osim uzorka,

umjesto kojeg se dodaje otapalo u kojem je uzorak ekstrahiran.
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Izrada bazdarnog pravca

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se otopina askorbinske kiseline u koncentraciji 100 mg/L
od koje se pripreme razrijedenja u koncentracijama: 5, 10, 20 i 50 mg/L na nacin da se u
odmjerne tikvice od 10 mL redom otpipetira: 0.5, 1, 2, 1 i 5 mL alikvota otopine askorbinske

kiseline te do oznake nadopuni destiliranom vodom.

U staklene epruvete redom se otpipetira 300 puL otopine standarda i 2250 uL FRAP reagensa,
dobro se promijesa te 10 minuta termostatira na temperaturi 37°C (vodena kupelj od rotavapora).
Zatim se mjeri apsorbancijapri 593 nm. Slijepa proba sadrzava sve osim uzorka, umjesto kojeg se

dodaje destilirana voda.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancije nacrta se bazdarni pravac pomocu programa Microsoft
Office Excel s vrijednostima koncentracije askorbinske kiselne (mg/L) na apscisi i vrijednostima
apsorbancije nanesenim na ordinati. Iz pripadajuce jednadzbe pravce izracuna se antioksidacijski

kapacitet uzorka odreden FRAPP metodom.

1,8

1,6 - y=0,0353x-0,1021 A
R?=0,9896

1,4

1,2

0,8

0,6

0,4
0 ’/ /
O T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60

Slika 7. Bazdarni pravac za ekvivalent askorbinske kiseline
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Na temelju dobivenih rezultata jednadzba pravca glasi:
Y =0,0353X - 0,1021
gdje je:

Y - apsorbancija pri 593 nm
X - ekvivalent askorbinske kiseline (AAE)(mg/L)
R? — koeficijent determinacije

Racun

Obzirom da u reakciji askorbinska kiselina moze primiti dva elektrona, a za reakciju redukcije
zeljeza Fe3+ u Fe2+ je potreban jedan elektron, dobivene ekvivalente askorbinske kiseline

(AAE) je potrebno pomnoziti sa 2 (Fegredo et al., 2009).

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

U ovom istrazivanju provedena je ekstrakcija fenolnih spojeva iz komine grozda sorte Plavac
mali primjenom ekstrakcije potpomognute ultrazvukom uz upotrebu 80 %-tne vodene otopine
metanola kao otapala za sjemenke te vodene otopine 1 %-tne mravlje kiseline u 80 %-tnom
metanolu kao otapala za pokozice, kroz razlicito vrijeme trajanja ekstrakcije (30, 50 i 70 min). U
dobivenim ekstraktima provedeno je spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola Folin —
Ciocalteu metodom, odredivanje polimernih proantocijanidina vanilin metodom, odredivanje
monomernih antocijana spektrofotometrijskom pH diferencijanom metodom te antioksidacijskog
kapaciteta FRAP metodom.

4.1. UTJECAJ VREMENA NA EKSTRAKCIJU UKUPNIH FENOLA IZ POKOZICE I
SJEMENKI KOMINE GROZPA SORTE PLAVAC MALI

Rezultati utjecaja vremena na ekstrakciju ukupnih fenola prikazani su graficki na slikama 1 i 2,
uzimajuéi pri tome srednju vrijednost dvaju paralelnih mjerenja. Rezultati su izrazeni u

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

42,00 4117

40,00
38,00
36,00 35,00 34.66
34,00

32,00

mg GAE/g

30,00

30 50 70
Vrijeme trajanja ekstrakcije (min)

Slika 8. Utjecaj vremena ekstrakcije na ekstrakciju ukupnih fenola iz pokozice grozda sorte

Plavac mali (mg GAE/g); GAE = ekvivalent galne kiseline

23



82,00 80,98
80,00

78,00
76,00
74,00

72,00

mg GAE/g
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Slika 9. Utjecaj vremena ekstrakcije na ekstrakciju ukupnih fenola iz sjemenki grozda sorte

Plavac mali (mg GAE/g); GAE=ekvivalent galne kiseline

4.2. UTIECAJ VREMENA NA EKSTRAKCIJU POLIMERNIH PROANTOCIJANIDINA
1Z SJEMENKI KOMINE GROZDPA SORTE PLAVAC MALI

Rezultati utjecaja vremena na ekstrakciju polimernih proantocijanidina prikazani su grafi¢ki na
slici 3, uzimajucéi pri tome srednju vrijednost dvaju paralelnih mjerenja. Rezultati su izraZeni u

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

90,00 -
80,00 - 76,58
70,00 -
60,00
o 50,00
) 40,00
> 30,00
20,00
10,00
0,00

30 50 70
Vrijeme trajanja ekstrakcije (min)

Slika 10. Utjecaj vremena ekstrakcije na ekstrakciju polimernih proantocijanidina iz sjemenki
grozda sorte Plavac mali (mg CA/g); CA=ekvivalent katehina
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4.3. UTJECAJ VREMENA NA EKSTRAKCIJU MONOMERNIH ANTOCIJANA 1Z
POKOZICE KOMINE GROZDA SORTE PLAVAC MALI

Rezultati utjecaja vremena na ekstrakciju monomernih antocijana prikazani su graficki na slici 4,
uzimajuc¢i pri tome srednje vrijednosti dvaju paralelnih mjerenja. Rezultati su izrazeni u

miligramima ekvivalenta cijanidin—3—glukozida po gramu uzorka (mg C3GE/qg).

1,60

1,55 154

1,50

1,45
1,42

1,40 1,39

mg C3GE/g

1,35

1,30

30 50 70
Vrijeme trajanja ekstrakcije (min)

Slika 11. Utjecaj vremena ekstrakcije na ekstrakciju monomernih antocijana iz pokozice grozda

sorte Plavac mali (mg C3GE/g); C3GE=ekvivalent cijanidin-3-glukozida

4.4 UTJECAJ VREMENA EKSTRAKCIJE NA ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET
ODREDEN FRAP METODOM

Rezultati utjecaja vremena na antioksidacijski kapacitet prikazani su graficki na slikama 5 i 6,
uzimaju¢i pri tome srednje vrijednosti dvaju paralelnih mjerenja. Rezultati su izrazeni U

miligramima ekvivalenta askorbinske kiseline po gramu uzorka (mg AAE/g).
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Slika 12. Utjecaj vremena ekstrakcije na antioksidacijski kapacitet u pokozicama grozda sorte

Plavac mali (mg AAE/g); AAE=ekvivalent askorbinske kiseline
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Slika 13. Utjecaj vremena ekstrakcije na antioksidacijski kapacitet u sjemenkama grozda sorte
Plavac mali (mg AAE/g); AAE=ekvivalent askorbinske kiseline
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5. RASPRAVA
5.1. Utjecaj vremena na ekstrakciju ukupnih fenola

Na slikama 8 i 9 vidljivo je kako vrijeme trajanja ekstrakcije znacajno utje¢e na koncentraciju
ukupnih fenola u pokozici i sjemenkama grozda. Koncentracija ukupnih fenola u pokozici grozda
povecava Se porastom vremena trajanja ekstrakcije dok se u sjemenkama proporcionalno

smanjuje.

Najveca koncentracija ukupnih fenola iz pokozice komine grozda dobivena je pri trajanju
ekstrakcije 70 min (41,17 mg GAE/g), dok su vrijednosti dobivene pri trajanju ekstrakcije 30 i 50
min priblizno sliéne (35 mg GAE/g i 34,66 mg GAE/g). Do najznacajnijeg povecanja ukupne
koncentracije fenola doslo je u periodu od 50. do 70. minute ekstrakcije te je to povecanje
iznosilo 18,8 %. Promjena koncentracije ukupnih fenola izmedu 30. i 50. min je minimalna i
iznosi 0,98 %. Sasvim suprotan trend zabiljezen je pri ekstrakciji ukupnih fenola iz sjemenki
komine grozda. Pri trajanju ekstrakcije 30 min koncentracija ukupnih fenola je najveca (80,98 mg
GAE/g), zatim pri vremenu trajanja ekstrakcije 50 min (75,36 mg GAE/g), a najmanja
koncentracija ukupnih fenola je zabiljezena pri vremenu trajanja ekstrakcije 70 min (73,53 mg
GAE/g). Do najveéeg smanjenja koncentracije ukupnih fenola doslo je u periodu od 30. do 50.
min te je iznosilo 7,4 %. Daljnjim produljenjem vremena ekstrakcije od 50. do 70. minute

zabiljezen je pad koncentracije ukupnih fenola od 2,5 %.

Usporedbom prinosa ukupnih fenola izmedu pokozice 1 sjemenki komine grozda, moZze se uociti
da sjemenke grozda sadrze znatno vec¢i udio fenolnih spojeva od pokozice. Sadrzaj fenola pri

istom vremenu ekstrakcije je priblizno 2 puta veci u sjemenkama nego u pokozici.

Spigno 1 sur. (2007) istrazivali su optimalne uvjete klasi¢ne ekstrakcije fenolnih spojeva te dosli
do zakljucka da je vrijeme trajanja ekstrakcije varijabla koja znacajno utjece na prinos fenolnih
spojeva. Utvrdili su da je, s ekonomskog stajalista, ekstrakciju bolje provoditi pri visim
temperaturama (60°C), kroz krac¢i vremenski period (<8 sati). Nadalje, pri ekstrakcijama duzim
od 20 sati dolazi do reducirane ekstrakcije fenolnih spojeva te su prinosi znacajno manji,
medutim, nije jasno je li uzrok tome degradacija ili reakcije polimerizacije kojima nastaju novi

kemijski spojevi koji imaju drugaciji odgovor na analiticke instrumente. Prema istrazivanju Lafka
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i sur. (2007), povecanje vremena trajanja klasi¢ne ekstrakcije do 3 sata uzrokuje maksimalnu
ekstrakciju fenolnih spojeva dok daljnje povecanje vremena ekstrakciju ¢ini dugotrajnom i

neekonomi¢nom, bez znacajnijeg porasta u koli¢ini ekstrahiranih fenola.

5.2. Utjecaj vremena na ekstrakciju polimernih proantocijanidina

Na slici 10 je prikazano kako vrijeme trajanja ekstrakcije utjeGe na koncentraciju polimernih
proantocijanidina u sjemenkama komine grozda. Moze se zakljuciti da je optimalno vrijeme

trajanja ekstrakcije 50 minuta jer su tada koncentracije polimernih proantocijanidina najvece.

Najvecéa koncentracija polimernih proantocijanidina iz sjemenki komine grozda dobivena je pri
trajanju ekstrakcije 50 minuta (76,58 mg katehina/g), zatim pri vremenu trajanja ekstrakcije 30
minuta (67,06 mg katehina/g), a najmanja koncentracija dobivena je pri vremenu trajanja
ekstrakcije 70 minuta (61,53 mg katehina/g). Povecanje koncentracije polimernih
proantocijanidina u periodu od 30. do 50. minute je iznosilo 14,2 %, a smanjenje koncentracije do
kojeg je doslo u periodu od 50. do 70. minute iznosilo je 24,5 %.

Brahim 1 sur. (2014) su dobili vece koli¢ine ekstrahiranih proantocijanidina pri duzem vremenu
trajanja ekstrakcije te su to objasnili ¢injenicom da se proantocijanidini sporo ekstrahiraju.
Takoder su utvrdili da su, uz duZe vrijeme trajanja ekstrakcije, ve¢i prinosi pri niZim
temperaturama (60°C) jer ne dolazi do degradacije (tek pri temperaturama >120°C). Liazid i sur.
(2012) su s druge strane zakljucili kako najveci utjecaj na ekstrakciju ima otapalo te da vrijeme
trajanja ekstrakcije ne utjeCe znacajno na uspjeSnost ekstrakcije, reduciraju¢i pri tome vrijeme

ekstrakcije od 5 sati na 5 minuta.

5.3. Utjecaj vremena na ekstrakciju monomernih antocijana

Na slici 11 je prikazan utjecaj vremena ekstrakcije na koncentraciju monomernih antocijana u
pokozici komine grozda. Koncentracija monomernih antocijana se povecava porastom vremena

trajanja ekstrakcije do 50. minute te se nakon tog perioda smanjuje.
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Koncentracija monomernih antocijana nakon 30 minuta ekstrakcije je iznosila 1,42 mg cijanidin-
3-glukozida/g te je nakon toga, u periodu do 50. minute, zabiljezen porast (1,54 mg cijanidin-3-
glukozida/g) koji je iznosio 8,5 %. Potom, u periodu od 50. do 70. minute dolazi do smanjenja
koncentracije monomernih antocijana (1,39 mg cijanidin-3-glukozida). Smanjenje koncentracije
izmedu 50. i 70. minute iznosilo je 10,8%. Do ovakvih rezultata je vjerovatno doslo zbog
nestabilnosti antocijana te njihove podloznosti degradaciji djelovanjem temperature, svjetlosti,

kisika, otapala i pH.

Eksperimentalni podaci koje su dobili Mantell i sur. (2002) pokazuju da je najpogodnije vrijeme
trajanja ekstrakcije antocijana izmedu 30 i 60 minuta, s maksimalnim koncentracijama antocijana
u 45. minuti, §to je u skladu s rezultatima ovog istrazivanja. Nakon tog perioda prinosi antocijana
nisu znac¢ajni te nema prednosti od daljnjeg produljenja ekstrakcije. Kammerer i sur. (2004)
dokazali su da je pokozica grozda bogat izvor antocijana (izuzevsi pri tome bijelo grozde).
Najveca koncentracija antocijana bila je ekstrahirana unutar perioda od 33 minute. Podaci
dobiveni njihovim istrazivanjem potvrduju da je kontrola kvalitete nusprodukata pri proizvodnji

vina preduvjet za kvalitetnu ekstrakciju bioaktivnih spojeva i prehrambenih bojila.

5.4. Utjecaj vremena ekstrakcije na antioksidacijski kapacitet

Na slikama 12 i 13 prikazano je kako vrijeme ekstrakcije utjeCe na antioksidacijski kapacitet
bioloski aktivnih tvari u sjemenkama i1 pokoZicama komine grozda. Antioksidacijski kapacitet u
pokozici grozda se povecava porastom vremena trajanja ekstrakcije do odredene tocke, nakon
Cega pocCinje opadati, a u sjemenkama grozda nema znacajne razlike u periodu do 50. minute

trajanja ekstrakcije, a nakon 50. minute zabiljeZeno je smanjenje antioksidacijskog kapaciteta.

Najveca antioksidacijska aktivnost u pokozici grozda zabiljezena je u vremenu trajanja
ekstrakcije 50 minuta (88,12 mg AAE/g), dok pri vremenu trajanja ekstrakcije 30 i 70 minuta
nema znacajnih razlika (77,93 mg AAE/g 1 78,83 mg AAE/g). Povecanje antioksidacijskog
kapaciteta u periodu od 30. do 50. minute je iznosilo 13,1 % dok je smanjenje koje je uslijedilo
daljnjim povecanjem vremena ekstrakcije, u periodu od 50. do 70. minute, iznosilo 11,8 %. Pri
odredivanju antioksidacijskog kapaciteta u sjemenkama komine grozda zabiljezen je neSto

drugaciji trend. Naime, pri trajanju ekstrakcije 30 i 50 minuta razlika iznosi svega 0,06 %, dok
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povecanjem vremena ekstrakcije dolazi do smanjenja antioksidacijske aktivnosti koje je iznosilo
4,8 %. Najveci antioksidacijski kapacitet u sjemenkama komine grozda je dakle zabiljezen pri
vremenu trajanja ekstrakcije 50 minuta (177,55 mg AAE/g), a najmanji tijekom ekstrakcije 70
minuta (169,38 mg AAE/g). Kod ekstrakcije u trajanju 30 minuta, zabiljeZzen je antioksidacijski
kapacitet od 177,45 mg AAE/q.

Usporedbom antioksidacijskog kapaciteta izmedu sjemenki i pokozica komine grozda, uocava se
da aktivne tvari sjemenki grozda (kompleksne fenolne komponente, npr. tanini) imaju znatno
veéi antioksidacijski kapacitet od onih koje su prisutne u pokozici grozda (uglavnom antocijani i
fenolne kiseline). Antioksidacijski kapacitet sjemenki pri istom vremenu ekstrakcije je u prosjeku

za 114,6 % veci nego u pokoZici.

Rockenbach 1 sur. (2011) su odredivali antioksidacijsku aktivnost sjemenki i pokoZica komine
grozda DPPH i FRAP metodom te utvrdili kako ekstrakti sjemenki imaju znatno veci
antioksidacijski kapacitet nego ekstrakti pokozice. To se moze objasniti ¢injenicom da su
sjemenke bogatije fenolnim spojevima odnosno oligomernim i polimernim spojevima sa ve¢im
antioksidacijskim kapacitetom. Katalini¢ i sur. (2010) su takoder proucavali antioksidacijsku
aktivnost ekstrakta sjemenki i pokozica (etanolni ekstrakti, trajanje ekstrakcije: 60 minuta)
primjenom DPPH i FRAP metode te dobili znatno vece rezultate za antioksidacijski kapacitet
crnih sorti grozda nego za bijele te takve rezultate objasnili prisutno§¢u antocijana u crnim

sortama.
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6. ZAKLJUCAK

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

1. Udio ukupnih fenola u pokozici komine grozda sorte Plavac mali povecava se sa
porastom vremena trajanja ekstrakcije dok se udio ukupnih fenola u sjemenkama grozda
proporcionalno smanjuje.

2. Udio ukupnih fenola znacajno je veci u sjemenkama nego u pokozici komine grozda.

3. Ucinkovitost ekstrakcije polimernih proantocijanidina iz sjemenki komine grozda ovisi o
vremenu ekstrakcije. Optimalno vrijeme trajanja ekstrakcije uz upotrebu 80%-tnog
metanola kao otapala je 50 minuta, a produljenje vremena ekstrakcije ima negativan
utjecaj na izolaciju ovih spojeva.

4. Vrijeme nije imalo znacajan utjecaj na u¢inkovitost ekstrakcije monomernih antocijana iz
pokozice komine grozda uz upotrebu 80%-tne vodene otopine metanola sa 1%-tnom
mravljom kiselinom kao otapala.

5. Najvedi antioksidacijski kapacitet u ekstraktima sjemenki 1 pokozice grozda postiZe se pri
trajanju ekstrakcije 50 minuta. Daljnje produljenje vremena ekstrakcije negativno utjece
na antioksidacijsku aktivnost.

6. Antioksidacijski kapacitet u ekstraktima sjemenki znacajno je veci u odnosu na ekstrakte

pokozice komine grozda, $to je u skladu sa udjelom fenolnih spojeva u ekstraktima.
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