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UTJECAJ PROCESNIH UVJETA | NA CINA KRUTO-TEKU CE
EKSTRAKCIJE NA EKSTRAKTIBILNOST FENOLNIH TVARI 1Z
SJEMENKI GROZ PA

SAZETAK

U radu se istrazivao utjecaj omjera-kruto-tek10, 20, 30 i 40 mL/g), otapala (vode, te 50,
70 i 96%-tnog etanola), vremena (10-200 minutajel&ine cestica (> 0,63 mm; 0,63 - 0,4 mm;
0,4-0,16 mm i <0,16 mm) na prinos ekstrakcijeiprkh fenola iz sjemenki grda, kao i
utjecaj temperature (25, 40, 50, 60, 70 i 80 °Ckimeetiku ekstrakcije ukupnih i individualnih
fenolnih tvari. Istrazivao se i utjecaj razlih nacina ekstrakcije (ekstrakcija uz zagrijavanje u
vodenoj kupelji s tresilicom, ekstrakcija na unzanom sustavu za ekstrakciju, kombinacija
ekstrakcije superkrignim fluidima i ekstrakcije otapalom) na ekstraKtioist fenolnih tvari,
antioksidacijsku aktivnost i boju ekstrakata.

Prijenos fenolnih tvari tijekom kruto-teke ekstrakcije odvijao se difuzijom, a odeae
vrijednosti koeficijenata efektivne difuzije ukupni(0,2 - 1,96-16° m?min) i individualnih
fenolnih tvari (0,02 - 0,69-18 m%min) poveavale su se s porastom temperature ekstrakcije.
Svi ispitani eksponencijalni matem#&i modeli (modificirani Fickov I, modificirani
Henderson-Pabisov i Pageov model) te neeksponkndialegov model bili su prikladni za
opisivanje kinetike kruto-tekie ekstrakcije, m#utim, na osnovi viSe statigkih pokazatelja
Pageov model je pokazao najbolja slaganja ekspetaimh i modelom predidenih podataka.

Ekstrakcijom u vodenoj kupelji, najée prinos ukupnih fenolnih tvari ostvaren je
ekstrakcijom izestica manjih od 0,63 mm pri omjeru kruto-té&uw0 mL/g i temperaturi 80 °C
pomau 50% -thog etanola u trajanju 200 minuta, dok g igte uvjete ekstrakcija na
univerzalnom sustavu za ekstrakciju dalé yeinos fenolnih tvari od 6 do 35 %.

Oduljavanje sjemenki grda pod razkitim procesnim uvjetima superkitie ekstrakcije
(tlakovi: 300 i 450 bara i temperature 40 i 60 f@plo je pozitivan utjecaj na ekstraktibilnost
fenolnih tvari tijekom ekstrakcije otapalom, kaona antioksidacijsku aktivnost dobivenih
ekstrakata.

Procesni uvjeti i nan kruto-tekite ekstrakcije utjecali su na antioksidacijsku akbist i
boju ekstrakta. Utvlena je visoka korelacija iznde antioksidacijske aktivnosti ekstrakata
sjemenki groda i masenog udjela individualnih fenolnih spojesaikupnih fenolnih tvari kao i
postojanje povezanosti boje ekstrakata i masengjauignolnih tvari u ekstraktima.

Kljuc¢ne rijeti: kruto-tekuta ekstrakcija, fenolne tvari, siemenke gi@zmodeliranje kinetike,
antioksidacijska aktivnost



THE EFFECT OF PROCESS CONDITIONS AND METHOD OF
SOLID-LIQUID EXTRACTION ON EXTRACTABILITY OF PHENOL IC
COMPOUNDS FROM GRAPE SEEDS

ABSTRACT

This study was aimed to investigate the influeoicseolvent (water and aqueous ethanol: 50,
70 and 96%), solid-liquid ratio (10, 20, 30 andmD/g), extraction time (10-200 minutes) and
particle size (> 0.63mm, 0.63 - 0.4 mm, 0.4 - Oni®& and < 0.16 mm) on vyield of solid-liquid
extraction as well as influence of temperature @®, 50, 60, 70 and 80 °C) on extraction
kinetics of total and individual phenolic compoundibe effect of extraction method (water bath
extraction, universal extraction system, combinepescritical fluid extraction and water bath
extraction) on phenolic extractability, antioxidaattivity and colour of extract was also
investigated.

The main mechanism of mass transfer during sajud extraction was diffusion. The
values of effective diffusion coefficient for totgD.2 - 1.96:18° m?min) and individual
(0.02 - 0.69-18° m*min) phenolic compound increased with extractiemperature. All
examined exponential mathematical models (modikedk Il, modified Henderson-Pabis and
Page) and non-exponential model proposed by Pelg wuitable for describing extraction
kinetics. However, Page model showed the best danoe between experimental and model
predicted data which was confirmed by several eetesgtatistical criteria.

The highest phenolic yield was obtained from greged particle lower than 0.63 mm during
200 minutes of extraction in water bath at 80 °@ aalid-liquid ratio 40 mL/g by using 50%
aqueous ethanol. Results obtained by universah&xtn system were higher in average 6 - 35%
in relation to water bath extraction.

Oil elimination from grape seed under differerginges of supercritical fluid extraction (300

and 450 bar; 40 and 60 °C) had the positive efbecphenolic extractability by conventional
solid-liquid extraction and on antioxidant activdfextracts.
The influence of process parameters and extraatietihod on antioxidant activity and colour of
extract was observed. Antioxidant activity of gregeed extracts was strongly correlated with
total and individual phenolic content. Relationstuiptween phenolic content and colour of
extracts was observed.

Keywords: solid-liquid extraction, phenolic compasn grape seed, kinetics modeling,
antioxidant activity
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POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

OZNAKE

A apsorbancija svjetlosti

A medufazna (kruto-tekée) povrsina [rfi

AA antioksidacijska aktivnost {g.oppH0s.t)

a konstanta modificiranog Henderson-Pabisova moaetg fe/(gs.+. min)]
a* parametar CIB- a b sustava za boje

AU antiradikalska éinkovitost

b* parametar CIB-'a’ b sustava za boje

c mnoZinska koncentracija tvari [molfin

C masena koncentracija tvari [mg/L, g/L, kgJm

C maseni udio fenolnih tvari [ mg/g

C* parametar boje — zasinost boje (chroma&ngl. colorfulnes, saturation, purity, intengity
dCurr/dt brzina ekstrakcije ukupnih fenolnih tvari [&g/(gs.min)]

Def efektivni koeficijent difuzije [m¥/s, nf/min]

Do Arrheniusov predeksponencijski faktor s nf/min]

Ea energija aktivacije [kJ/mol]

EF efikasnost modela, statitdti parametar

FL ukupno kvadratno odstupanje, statistparametar

he* parametar boje — ton bojaye

lo intenzitet ulazne svjetlosti

lp intezitet propustene svjetlosti

KIT omjer kruto-tekde [mL/g]

ki Pelegova konstanta brzine ekstrakcije ukupnihlfenavari [gs:-min/ mgag]
Ko Pelegova konstanta dosega ekstrakcije ukupniHrigmtvari [gs.«/ Mgsag]
ke konstanta Fickova modela [gg/gs.-min']

Kup konstanta Henderson-Pabisova modeladiafgs .- mir']

ke konstanta Pageova modela [gag/gs..-mir']

Ke koeficijent prijenosa tvari [m/s]

I duzina opttkog puta [cm, m]

L linearna dimenzija (polovina debljine materijalaj] [

L* parametar boje — svjetlina bojer(gl lightnes$

m masa [mg, g, kq]

m/t brzina prijenosa mase [kg/s]

M molekularna masa [g/mol]

n parametar modificiranog Fickova modela Il

n' parametar modificiranog Henderson-Pabisova modela



n" parametar Pageova modela

P srednja relativna pogreska, statlgtparametar [ %]

R opéa plinska konstanta [J/(mol K)]

r prosje&ni promjeréestica [m]

RMSE  srednje kvadratno odstupanje, st&ksparametar

t vrijeme [s, min]

T apsolutna temperatura [K]

U ucinkovitost otapala [%]

V volumen otopine [mL, L, )

Ws.t, udio suhe tvari u uzorku [%]

X, Y, Z prostorne koordinate

SIMBOLI

4 temperatura ekstrakcije [°C]

£ koeficijent molarne ekstinkcije [L/(mol-cm)], fitmol-m)],
P reduciranichi-kvadrat, statistki parametar

AC* promjena kromadnosti

AE* ukupna promjena boje

AH* promjena tona boje

P koeficijent korelacije, statistki parametar

INDEKSI

0 paetno stanje

e ravnotezno stanje

ekst. ekstrakt

S.t. suha tvar

uz. uzorak

© beskonano

KRATICE

ABTS 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)

B2 procijanidin B

C kontinuirana ekstrakcijafgl. Continous extractigon
CcC otvorena kolonska kromatografigngl. Column Chromatography
CE kapilarna elektroforezaiigl. Capillary Electrophores)s
CO, uglji¢ni dioksid

DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal

EKG (-)-epikatehin galat

EKT (-)-epikatehin

FC Folin-Ciocaltaeu

FRAP €engl. Ferric Reducing/Antioxidant Power

FS Frankovka - slatinsko vinogorje
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1. Uvod

Posljednja dva desetli@ objavljene su brojne znanstvene studije koje réage da
konzumacija hrane biljnog porijekla, posebn@ajopovta i zitarica, ima pozitivhe dinke na
ljudsko zdravlje zbog znatnog sadrzaja bioaktivedstojaka s izrazenim antioksidacijskim
djelovanjem. Posebno se &&ivaznost fenolnih tvari, koje su sekundarni mdtalsintetizirani
tijekom normalnog razvoja biljke, a predstavljajlovraznoliku grupu fitokemikalijg 1, 2] .
Tijekom prerade v@a i povka nastaju znatne kolne otpadnog materijala koji moze
predstavljati dobar, a jeftin izvor bioaktivnih fanih spojeval 3] koji se mogu Kkoristiti za
razlicite namjene u prehrambenoj, farmaceutskoj i koztketiindustriji. Budui da joS uvijek
nisu dovoljno istrazene moguosti iskoriStavanja takvog otpada, njegovo iskawi&nje je
neznatnd 4] . Nakon prerade grda zaostaju velike kaline krutog otpada (sjemenke, koZica,
peteljke) koji se uglavnom uniStava (spaljuje)rjéide koristi kao sténa hrana unatotome Sto
sadrzi visokovrijedne prirodne antioksidanse. Spgkeecine oko 15% krutog otpada, a
sadrzavaju 60 - 70% ukupnih ekstraktibilnih fenbliwvari groda [ 4- 6] . Da bi se na najbolji
mogui n&tin iskoristili aktivni fenolni spojevi sadrzani uljpom materijalu, nuzno je pravilno
provesti njihovu izolaciju.

Ekstrakcija predstavlja vazan korak u izolacijuikasnijoj identifikaciji i kvantifikaciji
fenolnih spojevd 7] , nos obzirom na to da su fenoli biljnog porijekla &murno raznoliki, vrlo
je tesko razviti standardiziranu ekstrakcijsku rdetdkojom bi se simultano ekstrahirali svi
prisutni fenolni spojevi 1, 2] . Ekstrakcija otapalom ili kruto-teka ekstrakcija né&gse je
koriStena operacija za izolaciju fenolnih spojex&iljnog materijal&ija ekstraktibilnost ovisi: o
otapalu, kemijskoj prirodi fenolnih tvari, tempergti vremenu ekstrakcije, omjeru kruto-te&le
ekstrakcijskoj metodi, valini ¢estica, uvjetima i vremenu skladiStenja uzorka tsugtvu
interferirajwih tvari. Odabir otapala predstavlja jedan od nanj#h koraka ekstrakcije, a u
dosadasnjim istraZzivanjima kage koriStena otapala za kruto-tékuekstrakciju fenola su:
metanol, etanol, propanol i njihove tékusmjese s razitim udjelima vode te neka druga
organska otapala kao Sto su: aceton, etil acatagtidformamid[ 2, 8] . U novije vrijeme sve
se viSe razvijaju i alternativhe metode ekstralatifipalom kao Sto su: ekstrakcija potpomognuta

mikrovalovima, tl&na tekdéinska ekstrakcija i ekstrakcija superkiitim fluidimal 9] .
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Poznato je da je difuzija glavni mehanizam prijentgari, méutim, specifénost svakog
pojedinog ekstrakcijskog sustava (otapalo-materig@he proces kruto-telkie ekstrakcije
bioaktivnih spojeva iz biljnog materijala vrlo sk¥m i zasad joS nedovoljno razjasnjenim i
teSko predvidivim] 10, 11] . Navedeno posebno predstavlja problem u komenojadrimjeni
ekstrakcije gdje do danas prevladava pragfaatipristup rjeSavanja problemgesto s
posljedicom - neekonormim vodenjem procesf 12] . RazjasSnjavanje takvih slozenih sustava
zahtjeva opsezna eksperimentalna istrazivanjaezidtira velikim utroSkom energije, vremena
I financijskih sredstava. Mateméto modeliranje pokazalo se kao koristan inzenjesedéit u
rjeSavanju te problematike jer znatno olakSavanupdinje, simuliranje, dizajniranje i kontrolu
procesq 10, 11] . Medutim, iako u literaturi ima podataka o modeliranjoptimiranju[ 13,

14] kruto-tekute ekstrakcije bioaktivnih tvari iz biljnih materiga oni su oskudni.

S obzirom na navedeno, cilj je ovog rada bio istraijecaj razlgitih procesnih uvjeta
(otapalo, omjer kruto-teke, temperatura, veina cestica, vrijeme) i nana kruto-tekge
ekstrakcije (ekstrakcija uz zagrijavanje u voderjpelji s tresilicom, ekstrakcija na
univerzalnom sustavu za ekstrakciju, ekstrakcijpeskriticnim fluidima) na ekstraktibilnost
fenolnih tvari iz sjemenki graa te na antioksidacijsku aktivnost i boju ekstrakaZbog
sli¢nosti tijeka procesa ekstrakcije fenolnih tvarbignog materijala i tijeka ostalih procesa koji
uklju¢uju fenomene prijenosa topline i tvari (npr. dehtdcija, rehidratacija, przenje), a &ge
se opisivanje uspjesno koriste raitiieksponencijalni i neeksponencijalni matertiatimodeli,
cilj je bio i ispitati primjenjivost nekih od navedih modela za opisivanje kinetike kruto-té&u

ekstrakcije fenolnih tvari iz sjemenki gide
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2.1. EKSTRAKCIJA

Ekstrakcija je metoda izolacije spojeva koju ddie prijenos tvari iz otopine, krute smjese
ili suspenzije u otapalo. Ngg&e se odvija u dvofaznom sustavu, g@mu ciljana tvar treba biti
topljivija u otapalu, nego u getnoj fazi. Ovisno o polaznoj fazi iz koje se te&strahira, proces

ekstrakcije openito se dijeli na:

1. ekstrakciju kruto-tekée (ekstrakcija otapalom) — prijenos tvari odvijaiz&rute faze, a
ako se provodi otapalom koje nije lakohlapljgesto se nazivaizluzivanje
2. ekstrakciju tekte-tekite - prijenos tvari odvija se iz tebw faze. Taj tip ekstrakcije

obicno ozng&ava ekstrakciju u uzem smidqld5 17] .

2.1.1. Kruto-teku ¢a ekstrakcija aktivnih tvari iz biljnog materijala

Kruto-tekita ekstrakcija ili ekstrakcija otapalom je ¢&ffe koriStena operacija izolacije
aktivnih supstanci iz biljnog materijala. Predsjawdperaciju kojom se igvrstog permeabilnog
materijala, sastavljenog iz viSe sastojaka, izdv@gdna ili viSe komponenti ponio
odgovarajdeg otapala u nekoliko osnovnih korakalifa 2.1): ulazak otapala u krutu tvar,
otapanje komponenti, transport otapala s otopljeeani na povrSinu krute tvari, transport
otopine s povrSine krute tvari u glavnu masu otepirazdvajanje ekstrakta i krutog ostataka
uzorka[ 11, 15].

~ Cuvrsta tvar Otopina

Interna difuzija
e d-- - A= d--4--4-
e e e

Eksterna

—
difuzija

Otapanje \.-—;.-—-»-—-»o——»
Degradacija

«—>r Otopina
--» Otapalo

Slika 2.1.Shema glavnih koraka ekstrakcije tvari iz kruteritedéapalom (Cussler, 1997)5|
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2.1.1.1. Prijenos tvari u procesu kruto-tekuée ekstrakcije

Prijenos mase, @pnito, nastaje zbog razlike koncentracije (kon@mjski gradijent)
izmedu dvije faze koje su u kontaktu, a odvija se u smjespostavljanja ravnoteZdel?] .

Glavni mehanizam prijenosa mase kod kruto-tekakstrakcije je difuzija, a razlikuju se dva

.....

& molekularna difuzija koja se ostvaruje tijekom kad&tiog gibanja molekula tvari, koje
imaju odregenu kinettku energiju, s mjesta viSe na mjesto nize koncengrddifuzija
otopljene tvari kroz materijal na povrsinu krutariy. Brzina molekularne difuzije ovisi
o razliitim faktorima kao Sto su: temperatura, molekulamasa difundirajée tvari,

povrsSina i vrijeme kontakta faza te debljina skijaz koji se prenosi tvar,

< turbulentna difuzija (difuzija u molarnom razmjeru, konvekcijska difia@}i koja
obuhvaa prijenos otopljene tvari izda granéne povrSine (kruta tvar-fluid) i fluida

koji struji oko materijala iz kojeg se obavlja aledtcijal 11, 15 17].

Brzinu prijenosa mase kod kruto-tékeuekstrakcije teSko je opisati zbog sloZenosti gsac
(npr. nepoznavanje oblika pora kojima se odvijaidjf, specifénost svakog pojedinog sustava
otapalo-materijal). Prijenos mase,dagm, moguée je priblizno opisati izrazom:

d
d—rt“: k (R[C,—C) 2.1)

gdje je:

A' — meiufazna (kruto-tekée) povrsina [rfi

C'- koncentracija otopine (u glavnoj masi otopiney/fi]

C'. — koncentracija za&ne otopine (u gragiom sloju) [kg/ni]

nVt - masa otopljene tvari prenesena u jedinici vrear(@rzina prijenosa mase) [kg/s]

k: - koeficijent prijenosa tvari (koeficijent difugij koeficijent ekstrakcije) [m/s]
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Uz pretpostavku da je volumeY)(otopine konstantan, za Sarzni proces vrijedi:

dm=V [dC'

dC' _ k [A(C,—C)
at Y,

(2.2)

(2.3)

Ako se pretpostavi da je mhafazna povrSinaA' konstantna, jednostavno se moze odrediti

vrijeme potrebno da se koncentracija otopljeneituaotopini povéa od pgetne vrijednosti

C'p do neke koncentracije'C

c 4gc ot -

i = [k, 2 et
C'oCe_ 0 \Y

[ CeCo kA
c.C Vv

C.—C :exp(_ K, A [”j
C.-C Vv

Ako je na pdetku procesa upotrijebljeniisto otapalo gdje €' = 0, slijedi:

c ( Kk, [N )
1-—=exp| -
Ce \

C= C'exp(— ktvm )

(2.4)

(2.5)

(2.6)

2.7)

(2.8)

Izraz (2.8) pokazuje da se otopina priblizava&agu eksponencijalnpll, 15 17].
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2.1.1.2. Matemati¢ko modeliranje kruto-teku ée ekstrakcije i efektivni koeficijent difuzije

Matematéki model nekog sustava je skup mateiiali odnosa izméu ulaznih i izlaznih
velicina koje definiraju taj sustay 18] . Matemaitko modeliranje ima veliku vaznost u
modernom prehrambeno-procesnom inzenjerstvu sahzia to da omodava relativno brzo i
jeftino procjenjivanje utjecaja ragitih sustavnih i procesnih parametara na izlazngalde
procesa uz smanjenje broja potrebnih eksperimehtpbdatakd 19] . Odrelivanje parametara
modela i ispitivanje njihove funkcionalne ovisnosti primijenjenim procesnim uvjetima
olakSava preddianje mehanizama prijenosa tvari, Sto je veomacgna u optimiranju,
simulaciji, dizajniranju i kontroli procespl3, 20 22]. Razvijanje jednostavnih modela s
malim brojem parametara posebno je vazno za inghk&trprocese. Modeli za opisivanje
procesa ekstrakcije aktivnih tvari iz biljlnog m@sa mogu se podijeliti na teorijske,
poluteorijske i empirijske modele. Teorijski modeé mogu primijeniti na razite materijale i
uvjete, ali predstavljaju sloZzene jednadzbe s imalikrojem parametara, Sto oteZzava njihovo
rieSavanje. Empirijski modeli daju mognost aproksimacije eksperimentalnih podataka, @a St
je potrebno puno manje vremena u odnosu na teerijsidele, a korisni su kada nije mégu
jasno definirati mehanizam/mehanizme prijenosa.t¥aluteorijski matematki modeli sadrze
parametre Kkoji su izravno povezani sa svojstvimaedmhog materijala i takvi su modeli
nage&e koristeni u literatur 23, 24] .

Patetna téka modeliranja procesa difuzije je odineanje oblika materijala te prirode samog
procesa (npr. ekstrakcija, apsorpcija), kao i ekspmntalnih uvjeta (p&etne i ravnotezne
koncentracije tvari) 11] . Koncentracijski gradijent tijekom kruto-teée ekstrakcije biljnog
materijala ovisan je o vremenu, pamu se koncentracija tvari mijenja u svaka@kisustava te
se u navedenom procesu odvija nestacionarna diflkajp opisuje drugi Fickov zakon. Stoga su
prema literaturi za opisivanje procesa kruto-tekakstrakcije nég&e koristeni modeli koji su
proizasli iz drugog Fickova zakona difuzije (2.91@), ¢ije je rjeSavanje mode uz poznate
grancne uvjete, pretpostavku da je koeficijent difuzig@nstantan te da je ekstrakcija
kontrolirana unutarnjom difuzijom uz zanemarivampnjskog otpord 7, 1012, 15 17,

25 26 :

ocC __o0°C o
5 =D 57 - jednosmjerna difuzija (2.9)
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ac D a%C' .\ 9%C .\ 9’c | . difuzii (2.10)
-visesmierna dituzija .
ot x> oy? 9z° ’ .

gdje su C' - koncentracija otopljene tvari [kgfint — vrijeme [s],D - koeficijent difuzije [nd/s],

X, Y, Z - prostorne koordinate

Analiza nestacionarnih difuzijskih sustava zahtjeyaSavanje parcijalnih diferencijalnih
jednadzbi koje sadrze viSe nezavisnih varijablgli@dkim, numerékim i grafickim metodama,
a pri tome se n&ge prijenos tvari pojednostavljeno razmatra kao ¢sdmerna difuzija.

Ovisno o geometrijskom obliku krutog materijalakizieg se obavlja ekstrakcija, u literaturi su

nage&e koristeni sljeda izrazi za difuzijske modele:

252 D
Cloo_Cl t 6 . 1 n
sferni oblik: o ( )=—2 Dngl_nz @X;{——rz e Eﬂ} (2.11)
' C(t)_ 8 = 1 (2n+1)? 07 D,
o Ce S _ 8 [exg - i
oblik ravne pla‘e c 5 Dngl( on+1)? F{ GE (2.12)

Opcenito se pretpostavlja da u modeliranju procesarakdje tvari iz biljnog materijala prvi
¢lan jednadzbi (2.11, 2.12) predstavlja dovoljno rdoijeSenjel 10, 27] pa se ostalélanovi
mogu zanemariti, pidemu jednadzbe (2.11, 2.12) poprimaju pojednostamblik:

- C (1) _

% f@dkm (2.13)

sferni oblik:

C..-C(t) _
c.

Navedeni izrazi i njihove brojne modifikacije u st prilagaiavanja eksperimentalnim

oblik ravne pla’e: @XF( Ke Eﬂ) (2.14)

uvjetima pokazali su se prikladni za opisivanjeekike kruto-tekde ekstrakcije antioksidativnih
tvari iz melise Melissa officinalig[ 27] , polifenolnih tvari iz komine graig] 25], crvenog
pigmenta cikld 28] , kofeina iz zrna kavg29] , hemiceluloze iz poga maslina zaostale nakon

ekstrakcije uljd 30] te superkriine ekstrakcije oleorezina iz nevgnzd] .
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Unata prisutnosti odréenih literaturnih podataka o modeliranju i optimmja[ 13, 14, 32
kruto-tekite ekstrakcije fenolnih tvari iz biljnih materijalani sucesto teSko usporedivi zbog
specifinosti svakog pojedinog ekstrakcijskog sustava i@azli strukturi materijala, strukturi
tvari koja se ekstrahira, svojstvu otapala, procesivjetima).

Tijek procesa kruto-tekie ekstrakcije san je drugim procesima koji ukjuju fenomene
prijenosa topline i tvari (npr. dehidratacija, miatacija), u kojima difuzija kontrolira prijenos
tvari. Navedeni procesi uspjeSno se opisuju ¢girti pojednostavlijenim modelima koji
predstavljaju rjeSenja drugog Fickova zakona diuziTo su, méu ostalim, razliti
eksponencijalni (npr. Pageov i Henderson-Pabif®@3 34] i neeksponencijalni matemeéki

modeli (npr. Pelegov mod€l35- 37] za koje vrijede izrazi:

Pageov model eksponencijalni dvoparametarskj,(n) model

c-C, ]
— zexp—kp [
Co—C. p( P ) (2.15)

Henderson-Pabisov modeleksponencijalni dvoparametarskj ky) model

c-C.

= alexp-k, [
C,—C. alexp(~ky ) (2.16)

Pelegov model —dvoparametarski k{, k») neeksponencijalni model koji dobro opisuje

sorpcijske procese (dehidrataciju, rehidratacipsacapciju)

t

C=Cot———

(2.17)

gdje ,x* postaje ,+" za procese apsorpcije, a ,-“ udjevima desorpcije

S obzirom na to da ti modeli prema dostupnoj lttiaianisu korisSteni u havedenom obliku za
opisivanje kruto-tekée ekstrakcije, pokusae se ispitati njihova primjenjivost na kruto-téku

ekstrakciju fenolnih tvari iz siemenki grde.
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Praenjem kinetike i modeliranjem procesa kruto-ieku ekstrakcije na osnovi
eksperimentalnih podataka mdaguje odrediti koeficijent difuzije,koji karakterizira proces
difuzije odnosno prijenos tvari tijekom procesa teMecije te na osnovi njega pratiti utjecaj
pojedinih varijabli na proces. Koeficijent difuzijea sl¢aj biljnog i krutog prehrambenog
materijala najeXe se definira kao efektivnDes (engl. effective ili ukupni (engl. apparenj
koeficijent difuzije. On predstavlja ukupni prijehonase, a ovisi o obliku, debljini i poroznosti
materijala te o selektivnosti i koini otapala. Najeki n&tin njegova odrdéivanja je
izratunavanjem iz konstanti matemi#&iih modela, izvedenih iz drugog Fickova zakona zlj&u
(2.11-17)[ 11, 12, 25 28 3§ .

2.1.1.3. Faktori koji utje ¢éu na prijenos tvari u procesu kruto-tekuée ekstrakcije

Kruto-tekita ekstrakcija aktivnin tvari iz biljnog materijalavelike ovisi o razlitim
faktorima kao Sto su: svojstva i priprema mategijatapalo, ekstrakcijska metoda, temperatura,

vrijeme ekstrakcije, itd.

Svojstva i priprema materijala

Svojstva materijala imaju velik utjecaj na efikashekstrakcije. Tijekom prijenosa otopljene
tvari u glavnu masu tekine glavni otpor prijenosu mase predstavljaju st@inzid i stantne
membrane. Tako je protoplazma Zzivih stanica svjebdnog materijala polupropusna
membrana kroz koju ne mogu difundirati aktivni sgstotopljeni u starinom soku. Vlazenjem
takvog materijala, zbog osmoze, otapalo prodirdamise jednosmjerno. Priprema materijala
prije ekstrakcije moze poboljSati prijenos tvaime i sam proces ekstrakcije, a dege

obuhv&a:

& razlicite na&ine konzerviranjabiljnog materijala (npr. susenje, smrzavanje,ilizdcija)
koji uzrokuju denaturaciju protoplazme tako da Efainzid postaje porozan i propusta

otopljene supstance u oba smjg& 15|,

& usitnjavanje materijalapri ¢emu se naruSava struktura materijala i gava povrsina

kontakta s otapalom te skrge put difuzije kroz kruti materijal, Sto uzrokujgenzivniji
prijenos tvari. Materijal je potrebno usitniti ddreiene velgine cestica zato Sto previse
usitnjen materijal tvori sabijeniji sloj (npr. pmperkolaciji) ili tvori ¢epove zbog

aglomeracije izmdu vetih ¢estica u sloju, Sto otezava difuziju otapala. Senag da bi
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veli¢ina cestica s promjerom manjim od 0,5 mm trebala biitwaljena manje od 10% u
ispitivanom materijalu. Osim toga, fino usitnjeniatarijal zahtjeva veliki utroSak
energije, Sto smanjuje ekonaimost procesa, a zbog zagrijavanja je ntegulegradacija
osjetljivih aktivnih spojeva. Usitnjeni materijabksno je klasirati prije ekstrakcije jer se
tako smanjuje raspon veine ¢estica u uzorku, a time je i vrijeme ekstrakcijejednako
za svakwesticu[ 11, 15 17]. Osim usitnjavanja za dezintegraciju uzorkasto se
koriste kemijski i toplinski postupci te u novijerijgme netoplinski postupci (npr.

pulsirajute elektréno polje)[ 28] .

Otapalo

Odabir otapala predstavlja uz pripremu biljnog mgta jedan od najvaznijih koraka za
ucinkovitu ekstrakciju. Topljivost spojeva ovisi oagtanom otapalu, stupnju polimerizacije te o
interakcijama s ostalim spojevima u biljnom matduj kao i 0 stvaranju netopljivih kompleksa
[ 2] . Otapalo treba biti selektivrma tvar koja se ekstrahira, a ovdje se moZe peiitijpravilo
“slicno se otapa u slhom”. Lipofilnost ili hidrofilnost spojeva utje na topljivost fitokemikalija

u otapalu za ekstrakciju, dok polarnost otapala unj@caj na tinkovitost ekstrakcije. Tako su
opéenito od fenolnih spojeva katehini bolje topivi mstima, dok su procijanidini bolje topljivi u
vodi, i ha osnovi tog svojstava mogu se lako rajtivp6] . Polarni antioksidansi, kao Sto su
fenolne kiseline i glikozidi mnogih flavonoida, @mito se ekstrahiraju polarnim otapalima:
vodom, alkoholima i njihovom mjeSavinom. Promjengalarnosti otapala mijenjaju njegovu
u¢inkovitost otapanja/ekstrahiranja odeme grupe antioksidanasa, a time posredn@wij@a
antioksidacijsku aktivnost ekstrakt®9, 40] . Aglikoni nekih flavonoida i véina karotenoida

ekstrahiraju se nepolarnim otapalifn@] . Manja_viskoznost otapalaniza povrSinska napetost

otapala idu u prilog brzoj cirkulaciji otapala okaute tvari i difuziji u krutu tvar. Ako se biljni
ekstrakti koriste u prehrambene svrhe, otapaloatdeii netoksino, stabilno, nereaktivho te
neskodljivo za okoli§ 14, 15]. U optimiranju procesa kruto-teé@ ekstrakcije bitan je i
odabir omjera kruto-telie, a prema literaturi, ngse koriSteni omjeri su 1:4 (w/v), 1:5 (w/v),
1:10 (wiv)[ 2, 47].

U dosadasSnjim istrazivanjima @dage koriStena otapala za kruto-tékuekstrakciju fenola iz
biljnih materijala su: metanol, etanol, propanajihove vodene otopine te neka druga organska
otapala kao Sto su:. aceton, etil acetat, dimetitonid[ 2, 8] . Metanol jece&e koriSteno
ekstrakcijsko otapalo od etanola zbogevetinkovitosti ekstrakcije. Vodene otopine metanola

(50 - 80%-tne) daju dobre prinose pri ekstrakcgridata hidroksicimetne kiseline te flavona,

10
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flavonola, flavanola iz wéa, leguminoza, sjemenki grde i komine groda[ 8, 9] . Pekt i sur.

[ 42] objavili su da je etil acetat puno selektivnijiekstrakciji proantocijanidina iz biljnih
materijala u odnosu na metanol, etanol, acetonhiomg mjeSavine s vodom koji daju éee
prinose ekstrakata zbog paralelne ekstrakcije giirmezeljenih spojeva, Sto kasnije otezava
prociScavanje ekstrakata te rezultira manjim prinosom pi@ajanidina. Ne zna, medutim, da
otapalo s najboljomdinkovitosti predstavlja i najbolji odabir za svei&jeve ekstrakcije. Tako,
ilako je dokazano da 80%-tni metanol daje najb@miitate u ekstrakciji polifenolnih spojeva iz
sjemenki groda, ako se ekstrakt siemenki giezzeli iskoristiti u prehrambene svrhe, prednost
¢e se dati etanolu i vodenim otopinama etanolanenaju Stetan utjecaj na ljudsko zdravlje i ne

zagaluju okolis, za razliku od metan¢l€] .

Temperatura
Pove&anjem temperature u §@i slucajeva povéava se topljivost tvari koja se ekstrahira, kao i

brzina njezine difuzije, statne membrane postaju propusnije, smanjuje se vittoatapala
koje lakSe difundira kroz krutu tvar, Sto rezultirmecom brzinom ekstrakcije. Mieitim, kad je
rije¢ o poveéanju temperature, postoje odema ogrartienja jer se neke aktivne tvari degradiraju
pri visokim temperaturama pa treba uzeti u obxemijsku strukturu te svojstva tvari koja se
ekstrahird 7, 8, 17].

Ovisnost efektivhog koeficijenta difuzijeD§;), kao mjere ukupnog prijenosa tvari tijekom
kruto-tekite ekstrakcije, o apsolutnoj temperaturi ekstrakoppesuje Arrheniusova jednadzba
[17]:

-E
Def =D, @xp{ RIZ?) (2.18)

gdje je:D, Arrheniusov predeksponencijalni fakt®, energija aktivacije za difuziju [kJ/mol],

R op¢a plinska konstanta [8,314 kJ/mol-K]T §K] je apsolutna temperatura.

Navedena ovisnost moze se i nuréidriokarakterizirati odréivanjem aktivacijske energije iz
nagiba pravca (IDer vs 1/T) koji se dobije prewdenjem izraza (2.18) u linearni oblik kako
slijedi:

Ea

IN(Dgs ) = In(Do)_ﬁ (2.19)
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Vrijeme ekstrakcije

Vrijeme ekstrakcije uz temperaturu predstavlija waparametar koji treba optimirati za dani
proces i time posredno smanjiti energetske troSkogeesa. Méutim, mnogo je kontradiktornih
podataka u literaturi s obzirom na duljinu trajapjacesa ekstrakcije. Tako vrijeme ekstrakcije
nage&e varira od minute do 48 sal, 43].

Dulje vrijeme ekstrakcije pov¥ava moguanost oksidacije fenolnih spojeva, osim ucslevima
gdje se dodaju reducensi, gemu se produkti oksidacije mogu polimerizirati utapdjive

spojeve, Sto smanjuje prinos ekstrakgige 14] .

MijeSanje
MijeSanjem suspenzije poseva se turbulentna difuzij@&me se povéava prijenos otopljene
tvari iz granénog sloja okotestice u glavnu masu otapala te difuzija otopljeuaei kroz pore

materijala do povrSingestice. Osim toga, mijeSanjem suspenzije tijekootgsa ekstrakcije

osigurava se homogenost sustava materijal-otasgiava taloZzenjé€estical 11, 17] .

2.1.2. Druge metode ekstrakcije aktivnih tvari iz biljnog materijala

Ekstrakcija otapalom daje visok postotak iskorifte(engl recovery antioksidativnih
fitokemikalija iz razltitih uzoraka, méutim, koriStenje velike kofine organskih otapala
poveava zdravstveni rizik i nepovoljno djeluje na okali Zbog toga se sve viSe razvijaju
alternativne metode ekstrakcije i pofne metode u ekstrakciji otapalom koje znatno snjanju
ili eliminiraju potrebnu kokinu ekstrakcijskog otapala, a daju istu ako neljubainkovitost, uz
nize troskove procesa. Kao alternativna metoda katrakciju aktivnih spojeva iz biljnog
materijala isite se ekstrakcija superktiiim fluidima. Tla&na tekdinska ekstrakcija i
ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima odnosno azkukom ohbino se primjenjuju kao
pomaine metode pri ekstrakciji otapalom. Ekstrakcijaknatoj fazi takaer je metoda koja se

cesto koristi ili kao zasebna metoda ili u kombifiacekstrakcijom uz pondootapald 9] .

12
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2.1.2.1. Ekstrakcija superkriti ¢énim fluidima

Ekstrakcija superkrignim fluidima engl. Supercritical Fluid Extraction SCFE) prihvéaena
je josS sedamdesetih godina kao komercijalna meraddekofeinizaciju kave daja. Mefutim,
tek joj se u novije vrijeme pridaje pozornost kdteraativnoj metodi ekstrakciji otapalom za
dobivanje prirodnih bioaktivnih spojeva koji se iste u prehrambenoj i farmaceutskoj
industriji. Ona se ubraja u tip ekstrakcije otapalali se zbog svojih osobitih karakteristika
razmatra kao posebna metoda.

Plinovi kao Sto su uglini dioksid, propan, butan, i dr. mogu se zagrijg@amiznad kriténe
temperature () ili komprimiranjem iznad kritinog tlaka (R) prevesti u superkritho stanje.
Kriti¢cna temperatura i kritni tlak te kritcna gustoéa definiraju kriténu tatku nekeciste tvari
koja predstavlja krajnju tiku razdvajanja plinske i teka faze. Izvan tih kritinih svojstava ne
mogu zasebno postojati ni teéleuni plinovita faza, zbogega superkritini fluidi imaju svojstva i
plinova i tekdina (Slika 2.2) [ 44] . Malim promjenama tlaka i temperature fluidima u
superkrittnom stanju (SCF) mijenja se sposobnost otapanjptogajene sastava otapala.
Difuzitet SCF otapala je mnogo viSi od ostalih i@ka pa je brzi i prijenos tvari, kao i
kompletna ekstrakcija u odnosu na té&kuotapala. Nizak viskozitet i napetost povrSine
omoguuju jednostavno prodiranje u materijal iz kojeg ebavlja ekstrakcija aktivhe
komponente.

Osim za ekstrakciju, SCF je prikladan i za odvigakgmijskih reakcija zbog pot@nja brzine

reakcije te povoljnog utjecaja na konverziju i &éleost.

A
+ e
= Tekuée || °
Superkriticni
fluid
Py

Kriticna

Kruto todka

Plinovito

Trojna tocka [

r >
Temperatura T

K

Slika 2.2 Fazni dijagram (tlak — temperatura)&@stu komponentu
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Najcee koriSten fluid u superkrithom stanju je ughfini dioksid (CQ). To je inertno,
netokséno i relativno jeftino, lako dostupno u obilnim kishama, bez mirisa i okusa, ekoloski
prihvatljivo i GRAS (generalno prih¢an kao sigurno) otapafod5, 46] . Ugljicni dioksid iz
okoline, gdje dospijeva kao nusprodukt u procesméatacije i industriji umjetnih gnojiva,
koristi se kao komercijalni COza proces superkritne ekstrakcije. Stoga kao otapalo za
ekstrakciju ne uzrokuje povanje koltine CQ u atmosferi i ne pridonosi efektu staklenika.
Nakon ekstrakcije nema ostataka otapala u ekstréperkrittni CO, ima nisku kriténu
temperaturu (31,1 °C) Sto gani idealnim za ekstrakciju termolabilnih prirodnggrodukata.
Nadalje, energija potrebna za odrzavanje supetkatj stanja C@je cesto niza nego energija
potrebna za destilaciju organskog otapala¢edio, ekstraktibilnost spojeva sa super&niimn
CO, ovisi o0 prisutnosti individualnih funkcionalnih gra u tim spojevima, njihovoj
molekularnoj masi i polarnos{i47, 48]. Budui da je CQ nepolarno otapalo, najbolju
ucinkovitost pokazuje u ekstrakciji nepolarnih ilabb polarnih spojeva nize molekularne mase
dok su spojevi viee molekularne mase slabo topljivi u superknim fluidima[ 9, 49] . Ako se
ekstrahiraju polarne komponente kakvi su i polife(msebno flavan-3- oli: katehin, epikatehin
itd.) potrebno je dodavati kootapalo8, 50]. Kootapalo zbog interakcije s nepolarnim
otapalom povéava topljivost polarnih supstanci te se ekstraktdst povéava od 5 do 30%, a
antioksidacijska aktivnost od 30 do 7Qu6] u odnosu na SCFE bez kootapala. Kootapalo je
organska supstanca sa hlapljiito3zmeiu SCF otapala i tvari koja se ekstrahira. Dodajel se
vrlo malim kolcinama (1 do 5 mol %) SCF otapalu radi promjene Karsstika otapala kao Sto
su polarnost, spectine interakcije bez znatnih promjena u gdsto kompresibilnosti
originalnog SCF otapala. Kootapalo se odabire maowsnjegove (ne)toksnosti, cijene i
konane primjene ekstrakta te ovisno o spojevima koglsgrahiraju. U prehrambenoj industriji
etanol i voda su n&&e koriStena kootapala za polarne spojeve.

Ovaj n&in ekstrakcije, osim Wenavedenih, ima mnogo prednogbl, 52] pred ekstrakcijom

otapalom:

v'smanjene degradacijske reakcije zbog odsustvalaviezraka tijekom separacijskog
procesa,

vuotena je veéa antioksidacijska aktivnost ekstrakata u odnosuklesicnu metodu
ekstrakcije otapalom,

v'nije potrebno koncentrirati ekstrakt jer se konstli volumen organskog otapala,

dok su osnovni nedostaci veliki investicijski trosk
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Ucinkovitost ekstrakcije moze se optimirati podeSgeangustée CQ i kootapala, postotka
dodanog kootapala, temperature, viemena i drugdmpetara.

Prijasnja istrazivanja na komini gr# pokazuju da superkitioj ekstrakciji fenolnih tvari
pogoduju tlakovi iznad 300 bara tecvpostotak kootapala (8%) te da se fenolni prddteakta
dobivenog superkrithom ekstrakcijom razlikuje od onog dobivenog kororenalnom
ekstrakcijom otapalom. Tako se superkntom ekstrakcijom bolje ekstrahiraju monomerni
flavan-3-oli i galna kiselina, a konvencionalnons&&kcijom polimerni proantocijanidini koji su
slabo topljivi u superkriihom CQ. Time se objaSnjava i Y& antioksidacijska aktivnhost
ekstrakata dobivenih superkétiom ekstrakcijom koja je rezultat strukturnih stays

monomernih fenolnih tvafi46] .

2.1.2.2. Ekstrakcija otapalom potpomognuta mikrovalovima

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovimengl. Microwave - Assisted Extraction - M\E
relativno nova tehnika ekstrakcije koja kombinir&mvalove s konvencionalnom ekstrakcijom
otapalom. Kod te metode je vrlo vazno da otapaladebyolarno jer otapala s d@m
dielektricnom konstantom (polarna otapala) bolje apsorbirajiurovalnu energiju, a time i
pove&avaju winkovitost ekstrakcije ciliane komponeni€esto se koriste i kootapala (voda i
druga polarna otapala) kojima se optimira dieléh@xikonstanta ekstrakcijskog otapala.
Postoje, méutim, i suprotna misljenja prema kojima su boljsstekcija otapala s manjom
dielektricnom konstantom. U tom slaju sva mikrovalna energija usmjerena je na matepyi
¢emu vodal/vlaga iz unutrasnje stare strukture brzo apsorbira energiju te dolazi doapja
staninih zidova i oslobdanja ciljanih komponenti u okolno otapalo.

Prednosti tog n@ana u odnosu na konvencionalnu ekstrakciju sute&knarijeme ekstrakcije
(nekoliko minuta umjesto nekoliko sati), manji violen otapala te va winkovitost ekstrakcije.

Ta se metoda pokazala dobrom u ekstrakciji fendpibjeva iz liga i sjemenki graZa[ 8, 9] .

2.1.2.3. Ekstrakcija otapalom potpomognuta ultrazvukom

Zbog vee kontaktne povrSine izrde otapala i uzorka izazvane razaranjem uzorka
ultrazvukom, ekstrakcija je puno brza i potpunijaodnosu na konvencionalnu metodu

ekstrakcije otapalom. Ultrazvuk (>18 kHz) djelujea rbiljni materijal tako da stvara
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mikro-mehantki Sok koji razara statinu strukturu, Sto dovodi do lezije stanica. Najeapain
poveava se brzina difuzije i skiaje vrijeme ekstrakcije ciljanih komponenti. Moz movoditi

u ultrazviénoj kupelji ili pomau ultrazviéne sonde koja daje bolje rezultate zbog manjih
gubitaka i ujednéenije distribucije energije u odnosu na ekstrakaijultrazvinoj kupelji[ 8,

18, 53 54].

2.1.2.4. Tlaéna tekuéinska ekstrakcija

Tlacna tekuéinska ekstrakcija gngl. Pressurized Liquid Extraction — PLHi ubrzana
ekstrakcija otapalom je metoda koja se, premaalitenim podacima, najviSe koristila za
ekstrakciju pesticida i drugih kontaminanata olali¥ek se nedavno pela primjenjivati za
ekstrakciju antioksidativnih fitokemikalija, npe kozice i sjemenki graia.

Ekstrakcija otapalom se ubrzava poviSenjem tlakadfava se kontakt iznd@ uzorka i otapala)
I temperature (na viSoj temperaturi ddgase denaturacija sténbg zida zbog koagulacije
lipoproteina pa statini zid postaje propusniji za transport otopljenuart). Ta metoda moze se
provoditi u inertnoj atmosferi uz zastitu uzorka $getlosti, Sto je korisno za osjetljive spojeve

podlozne oksidaciji 8, 9, 52].

2.1.2.5. Kruto-fazna ekstrakcija

Kruto-fazna ekstrakcija egl. Solid-Phase Extraction - SPE je jednostavna, brza i
ekonoména metoda u odnosu na ekstrakciju s otapalom. R&Ss koristi za koncentriranje i
prociScavanje, nego za kvantifikaciju zbog selektivnostzaséenja krute faze (adsorbenta).
Ekstrakcija se provodi propuStanjem tékuaze koja sadrzi zeljenu komponentu préwstog
nosd&a koji je nafeke u koloni u obliku gela, granula i dr., gemu se komponenta vezuje za
¢vrsti nosd&, a potom se ispiretvrsta faza odgovarajin otapalom (desorbentom) pa
komponenta prelazi u otapalo.

U frakcioniranju i separaciji proantocijanidina atfugih fenolnih spojeva iz biljnih
materijala i pta dobre rezultate dajévrsta faza Sephadex LH-20. To je gel koji djelupe n
temelju adsorpcije i razdjeljivanja u direktnoj fa3eparacija se temelji na tvorenju vodikovih
veza izmdu vodika ili karboksilne grupe fenola i akceptora gelu. Jéina adsorpcije ovisi 0

broju fenolnih vodika po molekuli. Tako su polimepolifenoli, kao Sto su kondenzirani tanini
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adsorbirani puno bolje nego monomeri, npr. kateNai¢cesa otapala koja se koriste su: etanol,
metanol, aceton i njihove vodene otopine. Kao desur najbolji @inak ima aceton zbog
karbonilnog kisika koji je jak akceptor za vodikowveze i sposoban je istisnuti polimer na gelu.
Vrlo je bitno da se eluiranje provodi s niskim mkiom eluensa da se osigura dovoljno vremena
za izmjenu s ciljiem dobre separacije. Druge staciom faze koje se koriste za separaciju
proantocijanidina su Sephadex LH-25, Sep-Pak Boliamid, Amberlit, itd. SPE s&esto koristi

za ekstrakciju fitokemikalija iz tekeg matriksa npr. sokoJ&8] .

2.2. FENOLNE TVARI U BILINOM MATERIJALU

Fenolni spojevi su sekundarni metaboliti sintesimiru biljkama tijekom njihova normalnog
razvoja ili kao odgovor na stres (infekcije, d@&teja, UV zréenje). Njihov sadrzaj u biljnom
materijalu ovisi o vrsti, sorti, uvjetima i tehnika uzgoja, procesu dozrijevanja, kao i o0 uvjetima
procesiranja i skladistenjal] . S obzirom na njihovu strukturu i funkciju, presdjaju vrlo
raznoliku skupinu spojeva od jednostavnih fenolavadmkopolimeriziranih spojevf59 , ali
op¢enito podrazumijevaju spojeve koji posjeduju arakigprsten s jednom ili viSe hidroksilnih
skupina. Budti da takvu strukturu mogu imati i druge skupinejepa (npr. terpenoidi), tmija
definicija temelji se na njihovu metab&kom porijeklu pa se pod biljnim fenolnim spojevima
smatraju derivati puta Sikiminske kiseline i met@&na fenilpropanoidaCesto se umjesto
termina “fenoli” koristi termin “polifenoli” Sto jei u potpunosti precizno. Fenolni spojevi
obuhvéaaju: fenolne kiseline, kumarine, flavonoide, stilbe tanine, lignane i ligningl, 2,
56] . Od fenolnih spojeva u grda su najzastupljeniji flavonoidi i fenolne kiselir{ef] .
Fenolnim tvarima pripisuje se viSestruko pozitivdgelovanje. U samim billkkama djeluju
antioksidativno, antimikrobno, kao tvari za priséaje pozornosti te zastitne tvari od UV
zra&enja. ZasStitna uloga u obrani organizma od ¢&didi bolesti @ituje se u njihovu
antibakterijskom,  protuupalnom, antialergijskom, ti@otagenom, antiviralnom i

antikancerogenom djelovanju. Osim toga, znatnocutjga boju, okus, miris i stabilnost hrane

[2, 57].
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2.2.1. Flavonoidi

Flavonoidi su najrasprostranjenija skupina ferfolsppojeva u biljnom svijetu. Do danas je
identificirano viSe od 6400 flavonoideb7] . Osnovnu strukturu flavonoidane dva aromatska
benzena A i B spojena preko heterociktig prstena C koji sadrzi kisikS(ika 2.3). Polozaj
razli¢itih supstituenata (hidroksilne, metoksi i glikoaedskupine) na prstenu A, B i C, polozaj
vezivanja prstena B i C te nezasiost i stupanj oksidacije u strukturi prstena {&cut na
moguenost postojanja brojnih flavonoida koji imaju r&#li kemijsku strukturu i bioloske
karakteristike[ 58, 59] . Temeljem stupnja oksidacije heteroaikbhg prstena flavonoidi se
mogu podijeliti u 14 grupa, dok se flavonoidi ptisiw hrani mogu podijeliti u Sest grup&0Q] :
antocijanidini (groée, vino, visnje), flavonoli (luk, brokula, kupuspra jabuke, grae), flavoni
(limun, maslina, celer), flavanoli (gré&, ¢ajevi), flavanoni (koza rajce, citrusi) i izoflavoni
(soja) Slika 2.4).

Flavonoidi se u biljnom materijalu/hrani uglavnoralaze u obliku 33-glikozida ili polimera
(tanina). Od glikozidnih jedinica ngg&e se pojavljuje glukoza, glukoramnoza, galaktoza,
arabinoza i ramnoza. Polimerni spojevi mogu potjeg& iz samih biljaka (proantocijanidini,
tanini koji se mogu hidrolizirati) ili mogu nastatijekom procesiranja hrane (derivati
tanina) 61] . Struktura proantocijanidina je vrlo heterogenalijag Sirokog raspona
molekularnih masa (mogu sadrzavati viSe od 70 mamoii jedinica), velikog broja mogih
izomera te duzine lancadaenog od monomernih jedinica. Zbog toga je otezamjihova
identifikacija i kvantifikacija u odnosu na nize ljerizirane spojeve flavanola (dimere,
oligomere) 55, 62] .

Slika 2.3. Osnovna monomerna struktura flavonoida
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Slika 2.4 Osnovne grupe flavonoida gage prisutnih u hrani
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2.2.2. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline mogu se podijeliti u dvije osnowkelpine s obzirom na osnovnu strukturu:
derivati benzojeve kiselin&(ika 2.5.3 i derivati cimetne kiselineSlika 2.5.1.

1.Derivati benzojeve kiseline

Ry Kiselina Ry R: Rs
Benzojeva H H H
R COCH p-hidroksibenzojeva H OH H
Protokatehinska OH OH H
Rs Vanilinska OCH OH H
Siringinska OCH OH OCH
a) Galna OH OH OH
2.Derivati cimetne kiseline
R Kiselina R1 R, R3
Cimetna H H H
R, p-kumarinska H OH H
A COH Kafeinska OH OH H
R3 Ferulicna OCH OH H
Sinap&na OCH OCH; OCH;
b)

Slika 2.5 Fenolne kiseline: (a) osnovna struktura i deritatizojeve kiseline; (b) osnovna

struktura i derivati cimetne kiseline
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2.3. NUSPRODUKTI VINARIJA | NJIHOVO POTENCIJALNO
ISKORISTAVANJE

GodiSnje nastaju velike kdlne krutog (ljuske, kora, sjemenke, ¢ i tekuteg otpada
(otpadna voda) tijekom procesiranja biljnih siravia prehrambenoj industriji63] , a njihovo
skladistenje, prerada ili eliminiranje predstawjayzbiljan ekoloski i ekonomski problem. S
obzirom na to da je to uglavnhom biorazgradivi osk@mmaterijal, on bi se mogao dodatno
iskoristiti za proizvodnju bio-goriva ili komposdinje u produkte korisne za kondicioniranje tla
koji bi ravnopravno zamijenili kemijska gnojiva koge uglavnom jo$ koriste. Naime, glavni
razlog zasto poljoprivredno-prehrambeni kompost ogeanéenu primjenwesto je visi sadrzaj
teskih metala od dopustenog, koji bi se dugotrajngnotrebom akumulirali u tlu i tako imali
nepozeljne utjecaje i na okolinu i na zdravlje ijyde4] . Osim toga, takav kruti otpad
predstavlja alternativni izvor prirodnih bioaktitnspojeva kao Sto su fenolni spojevi koji su
vazni zbog nutritivnih i terapeutskih svojstavanteguwe primjene u tehnoloskim postupcima.
Makris i sur.[ 4] su dokazali da su od radtih analiziranih nusprodukata, bioprodukti prerade
grozda imali najvéi sadrzaj fenolnih tvari i antioksidacijsku aktisto

Vinova loza Vitis Vinifera je jedna od né&p&e uzgajanih kultura u svijetu s pragjem
godisnjim proizvodnjom graia od 65,5 miliona tona (podaci za 2003.-24J0G5) . Procjenjuje
se da se 80% godiSnje proizvodnje g@prerduje u vind 66] . Otpad zaostao nakon prerade
grozda i proizvodnje vina sastoji se uglavhom o&dstih bioprodukata (kozica, peteljki i
sjemenki) kojicine prosjéno 20-30% mase pretanog gro#a, a 15% krutog otpadéne
sjemenke grafa [ 4, 67]. Prema tim podacima, moze se &naati da zaostaje prosjeo
15,7 milijuna tona krutog otpada godisSnje, odno&® milijuna tona sjemenki grda. Prema
FAQ[ 65 podacima za Hrvatsku (2003.-2007.), présg godiSnja proizvodnja gréd bila je
308 940 tona s vinogradske povrSine od ukupno 3B pricemu je prema prethodnom
izracunu zaostalo ~74 tona krutog otpada, odnosno ~4a #pemenki grafa. lako kolEina
otpada iz vinarija nije zanemariva te urtatome Sto predstavlja bogat izvor visokovrijednih
produkata kao Sto su soli vinske, jaba i limunske kiseline, ulja, hidrokoloidi i vliakna
fenolni spojevi, njegovo je iskoriStavanje i dalpeznatno[ 4, 60] . Neke od mogtnosti

iskoriStavanja otpada vinarija prikazane stablici 2. 1.[ 64] .
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Tablica 2.1 Postupci obrade otpada gdaz produkti i njihova upotreab4]

Otpad grozda

Postupak obrade

Produkt

Upotreba

Otpad od groda

Ekstrakti sjemenki i koZice
grozda

Otpad od groda

PreSana koZica grda

Komina i sjemenke graa

Komina i stabljika groda
te vinski talog

KoZica, sjemenke i

peteljke groda

Ekstrakt sjemenki grata

Pulpa kozice grafa

Sjemenke grafa

Komina groda

Otpadna voda

Otpadna voda

Kompostiranje komine grda i
stajnjaka

Frakcioniranje ekstrakata
sjemenki i kozZice iz otpada
grozia

Nastajanje plina iz otpadnih
produkata groZa

Kompostiranje krutog otpada i

otpadnih voda

Liofilizacija i ekstrakcija
flavanola

Liofilizacija i ekstrakcija
polifenola

Kiselinska hidroliza polimernih

proantocijanidina komine
grozda u prisustvu cistamina

Pre- i post-mortem upotreba u

hrani za Zivotinje
Fermentacija pontu

Auerobasidium pullulan

Uzgoj Trametes hirsutaa
krutim nosgima

Uzgoj Pleurotus sma krutim
nos&ima

Elektrodijaliza

Elektrodijaliza pri 60 °C

Organske tvari

Fenolne tvari

Koncentrirani
neiskoristeni
ostatak

Organske tvari

Flavanoli

Polifenoli

Flavanoli

Fenolne tvari

Fermentirani
bujon

Lignoceluloza

Fenoli i ukupni
Seteri

Vinska kiselina

Vinska i

jabwna kiselina industrija

Gnojivo za uzgoj kukuruzal

Dodatak prehrani za
prevenciju od bolesti

Proizvodnja plina za grijanjg

Gnojivo

Dodatak prehrani,
proizvodnja fitokemikalija

Dodatak prehrani

Izvor flavanola

Hrana za Zivotinje sa svrhor
dobivanja tamnog mesa
peradi

=)

Proizvodnja pullulana

Proizvodnja lakaze

Hrana za Zivotinje

Aditiv u medicini i
kozmetici, sredstvo za
zakiseljavanje u proizvodniji
bezalkoholnih pia

Prehrambena i farmaceutskp
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2.3.1. Fenolni spojevi u sjemenkama groda

Fenolne tvari u grafu i vinu su po zastupljenosti tiesastojak nakon ugljikohidrata i $oih
kiselina. Njihov sastav ovisi o dijelu iz kojeg mwlirani (pulpa, kozica, sjemenke, peteljka) i 0
tehnolosSkim uvjetima vinifikacije[ 68, 69]. Od ukupnih fenolnih tvari koje je moégmi
ekstrahirati iz groda, 10% je u pulpi, 60-70% u sjemenkama deo¥ 28-35% u kozZici graia
[ 6, 70].Sjemenke grafa sloZzene su gda i sadrze oko 40% vlakana, 16% ulja, 11% proteina
I 7% polifenolnih spojeva, nesStod&ra, mineralnih tvari i dr51] . Na sadrzaj polifenola utja i
agroekoloski faktori kao Sto su: sorta @ekoncentracija u vinskim sortama nego u stolnom
grozdu, crno ili bijelo gro#e), godina proizvodnje (klimatski uvjeti od godide godine),
vinogradski polozaj (utjecaj geografskog porijeki@zia, kemijskog sastava i gnojenja tla) i
stupanj dozrijevanjd 6] . Tako je dokazano da se najaekoncentracija procijanidin dimera i
visokopolimeriziranih proantocijanidina nalazi wnaan stupnju razvitka sjemenki gi# te da
se tijekom dozrijevanja smanjujel- 73] .

U sjemenkama graza od navedenih fenolnih kiselina najzastupljergjgalna kiselina, a od
flavonoidnih spojeva najviSe su zastupljeni flagaohl koji su odgovorni za oporost i sastav
vina[ 50, 68] . Osim toga, flavan-3-oli sudjeluju u reakcijamap@iivanja u gro#u i vinu, u
reakcijama s antocijanima iz kozice gitaz stabiliziraju boju crnih vingd 74, 75 te imaju
antibakterijsko djelovanjg 76] . Flavan-3-oli Slike 2.6, 2.7 nage&e se pojavljuju u nekoliko

oblika[ 6, 59, 61, 74, 77, 7§ :

& monomerni spojevi- obuhvaaju (+)-katehin, (-)-epikatehin, epikatehincBgalat,

(-) — galokatehin i (-)- epigalokatehin,

& dimeri, trimeri i tetrameri (procijanidini) - nastaju povezivanjem monomernih
flavan-3-ola 4- 6 ili 4 - 8 C-C interflavanoidnom vezom. Procijanidin dimegjteXe
se ozn#&avaju kao B-serija, a u sjemenkama geoientificirano ih je 8 (B1-B8) dok se
procijanidin trimeri ozn&vaju kao C serija, a identificirano ih je dva (C;). Prema
mnogim autorima, glavni proantocijanidin sjemenkiogfa je dimer B2, koji se
sintetizira tijekom zrenja grda i dostize najv@ koncentraciju u fazi tehnoloSke
zrelosti grod#a, dok su B1, B3 i B4 prisutni u ranom stupnju @avsjemenki gra¥a
[ 71] . Ostali proantocijanidini (B5-B8) manje su zasjepi u sjemenkama grda

ovisno o sortnim karakteristikama,
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& kondenzirani tanini (proantocijanidini) — oligomeri i polimeri velike molekularne
mase (500-3000) koji nastaju povezivanjem monorhernedinica flavanola
(polihidroksiflavan-3-ola) s ugljik-ugljik (C-C) eterskim (C-O) vezama. Monomerni
flavanoli primarno su povezani s jednom-4% ili 4 -~ 8 C-C vezom (B serija) ili
dvostruko s 4- 8 C-C vezom i 2> 7(2 - 5) C-O vezom (A serija). U sjemenkama
groZzda nagee se vezu 4. 8C-C vezama. Broj monomernih jedinica ekstraktibiln
tanina sjemenki graia kree se u rasponu od 2 do 17, &@mito stupanj polimerizacije
tanina moze biti joS W& medutim, tada se uvelike smanjuje njihova topljivost i
ekstraktibilnost zbog kompleksnije struktuf@9] . S obzirom na njihovu strukturu,
osnovna svojstv@ 62] koja ih karakteriziraju su: antioksidacijska akist, tvorenje
kompleksa s proteinima i keliranje metalnih ionad @5 identificiranih potklasa
proantocijanidina u sjemenkama gitazse pojavljuju samo procijanidini koji su polimeri

(epi)katehina i prodelefinidini koji su polimerigggalokatehing 61] ,

< tanini koji mogu hidrolizirati — predstavljaju estere galne kiseline ili galotaniMegu

se povezivati ugljik-ugljik i eterskim vezama teastati dimere, tetramere ili polimere.

24



2. Opti dio

OH OH
OH
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" OH
OH
R = H: (+) - Katehin R = H: (-) — Epikatehin
R= OH: (+) - Galokatehin R = OH: (-) — Epigalokatehin
OH OH
HO O o !
‘ OH
\‘ O
OH
o7
OH
(-)-Epikatehin 30-galat Procijanidin dimer 4. 8C-C

Bl: Ri=OH; R =H; R=H; R= OH
B2: Ri=0OH; R=H; RR=0OH; R=H
B3: Ri=H; R = OH; R =H; R= OH
B4: R =H; R=0OH; R=0H; R=H

Slika 2.6.Monomerni i dimerni fenolni spojevi sjemenki gdad 62, 71]
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Slika 2.7.Model strukture kondenziranih tanina u sjemenkamada. R = H - procijanidin,

R = OH prodelfinidin 79|
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2.4. METODE ODREDIVANJA FENOLNIH TVARI

U analizi fenolnih tvari koriste se radglie spektrofotometrijske i kromatografske metode.

2.4.1. Spektrofotometrijske metode

Spektrofotometrijske metode temelje se na Lambedr8/om zakonu:

Iog{:—OJ =A=clc (2.20)
p

gdje je:

lo — intenzitet ulazne svjetlosti

I, — intenzitet propustene svjetlosti
A — apsorbancija

¢ - koncentracija tvari [mol/fi}

| - duzina optikog puta [m]

& - koeficijent molarne ekstinkcije (apsorbancijeh’/(mol-m)]

Apsorbancija je izravno proporcionalna koncentraegri u otopini pa Lambert-Beerov zakon
omoguiuje odreivanje koncentracije obojenih otopina ili onih kiajih tijekom reakcije nastaje
obojenje. Kada snop paralelnih zraka monokromatskgetla prolazi kroz homogenu, teky
krutu ili plinovitu tvar, intenzitet svjetlosti samanjuje zbog toga Sto ta tvar apsorbira svjetlosno
zratenje. Apsorpcija svjetlosnog zenja ovisi o prirodi tvari koja apsorbira svjetlogalnoj
duljini upadne svjetlosti, temperaturi, debljinojl tvari, vremenu trajanja reakcije, prisustnosti
tvari koje interferiraju, a kad je rijgeo otopinama, i o njihovoj koncentraciji. Tu se mgere
apsolutni iznosi apsorbancije, nego se ushgte intenziteti svjetlosti koja prolazi kroz
standardnu otopinu poznate koncentracije i ispitiv@topinu. Spektrofotometrijska mjerenja
apsorbancije se provode pri valnim duljinama kopgavaraju odréenom apsorpcijskom
maksimumu jer je u toj tki promjena apsorbancije po jedinici koncentracijejveta.
Koncentracija ispitivane tvari se odrige prema bazdarnoj krivulji koja daje ovisnost
apsorbancije o koncentraciji standarda pri istdpepduljini. Standardne otopine moraju po
ukupnom sastavu biti Sto je magusliénije uzorcima pa bazdarne krivulje moraju obuhvati

vece podruje koncentracije uzorka80, 81] .
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Razvijene su brojne spektrofotometrijske metod@daiivanje bilo ukupnih fenolnih tvari ili
specifcnin podgrupa fenolnih spojeva. Metode za procjeadrZaja polifenola i njihove
antioksidacijske aktivnosti uglavnom se temelje akaido-redukcijskim svojstvima odnosno
sposobnosti fenolnih spojeva da djeluju kao redsicdonirajiéi vodikov radikal ili elektron
[ 82] . Vrijednosti apsorbancija alno su proporcionalne broju reaktivnih fenolnih lokiilnih

grupa, a ovise i o strukturi molekule, npr. o reaktsti individualnog fenolnog hidroksi[a83] .

Odretivanje ukupnih fenolnih tvam biljlnom materijalu n&e&e se odréuju pom&u dvije

spektrofotometrijske metode: Folin-Denisovom i Reliiocalteuovom metodom. Obje metode
temelje se na redukciji istoimenih reagensa (smjesalina) u alkalnoj sredini u prisutnosti
fenolnih spojeva (oni se oksidiraju), gg@mu nastaje plavo obojeni kompleks kome sedhdgee
apsorbancija, a iz nje se iZtamava koncentracija fenolnih tvdr2, 6] . Obje navedene metode
nisu strogo specifne i detektiraju sve fenolne grupe prisutne u eksima, ukljujuci i
ekstraktibilne proteine. Drugi nedostatak je to &o metode osjetliive na prisutnost
interferirajwtin tvari (npr. askorbinska kiselina, saharidi) kdgikader reduciraju navedene

reagensé¢ 82] .

Odrglivanje flavan-3-ola i proantocijanidina (kondenmita tanina) u biljnom materijalu

nage&e se provodi pomiw vanilin metode koju karakteriziraju speéifost, jednostavnost i
osjetljivost, a kao standard tage se koristi katehin. Ta je metoda sp&aifi za spojeve koji
imaju jednostruku vezu na poziciji 2,3 i koji imaglobodnum-hidroksi grupu na B prstenu.
Metoda je osjetljivija na polimerne proantocijameinego na monomerne jedinice.

Drugacesto koriStena metoda za odikenje proantocijanidina temelji se na reakcijitsgnom
kiselina-butanol, prtemu se proantocijanidini pretvaraju u crveno obejantocijanidingija se
apsorbancija oddeije spektrofotometrijski. Ta metoda spesifh je za proantocijanidine s
obzirom na to da flavan-3-oli i drugi fenoli ne darveno obojeni pigmerjité2] .

Treca metoda prikladna za odieanje proantocijanidina temelji se na stvaranjieae obojenog
kompleksa izméu katehina i 4-(dimetilamino)-cimetaldehida (DMCA)rednost metode je to
Sto DMCA ne reagira s mnogim flavonoidnim spojevirgdahidrohalkonima, flavononima,
flavonolima, fenolnim kiselinama), rdetim, reagira s indolima i terpenima. U odnosu na

vanilin metodu, jednako je osjetljiva za monomarpelimerne flavanolg 2] .
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2.4.2. Kromatografske metode

Kromatografske tehnike sluze za odjeljivanje, tdéw@ciju i kvantitativno odrdivanje
kemijskih sastojaka prisutnih u slozenim smjesaRwastoje brojne kromatografske tehnike, a
svima je zajeditko postojanje stacionarne (nepokretne) i mobilruki(@tne) faze koja moze biti
plin (plinska kromatografija) ili tekiina (teki€inska kromatografija). Princip metode je taj da
sastojke koji se identificiraju i kvantificiraju BD mobilna faza preko stacionarne faze, a
odjeljivanje sastojaka temelji se na njihovim r&gln brzinama kretanja stacionarnom fazom.
Od kromatografskih metoda za odireanje fenola osnovne su plinska kromatografagl. Gas
Chromatography GC),  tekdinska  kromatografija  visoke  djelotvornosti engl.
High-Performance Liquid ChromatographyHPLC) i tankoslojna kromatografijaerfgl. Thin
Layer ChromatographyTLC). Koja ¢e se od navednih metoda upotrijebiti, ovisi o vistiola
koji se odréuju, materijalu iz kojeg se odteju (voda, hrana, itd.), obliku u kojem se nalaze u
ispitivanom uzorku itd. Pri spomenutim metodamaduedivanju fenolnih spojeva javijaju se
teSkae u analizi fenolnih spojeva zbog r&#ih svojstava fenola (npr. njihova polarnost) koje
mogu izazvati probleme tijekom izolacije iz matak¢voda, zemlja, hrana), kao i tijjekom
determinacije u kromatografskim kolonama. Kromaadgie tehnike su vrlo precizne itee, ali
cesto puta je teSko identificirati sve fenolne speje nekom uzorku u prihvatljivom vremenu i

cijeni analizd 83] .

2.4.2.1. Konvencionalna kromatografija

Konvencionalna kromatografija ukfuje kromatografiju na papiru, u punjenim kolonama i
tankoslojnu kromatografiju koje se koriste za sapigu i praiiS¢avanje mnogih fitokemikalija s
dobrim antioksidacijskim svojstvima. Zbog tes&ou detekciji, kvantifikaciji i osjetljivosti,
papirna kromatografija se danas manje koriste ngmgaSnjin godina. Tankoslojna
kromatografija i otvorena kolonska kromatografgmg@l. Column Chromatography CC) joS se
koriste za separaciju mnogih antioksidativnih feokkalija zbog prakéinosti, niske cijene i
istodobne separacije i detekcije velike Ewle uzoraka te raspolozivosti novih stacionarndafa
Glavnina TLC i CC aplikacija je u frakcioniranjupreliminarnoj separaciji antioksidativninh
fitokemikalija prije separacije, kvantifikacije i dentifikacije HPLC-om ili drugim
visokodjelotvornim separacijskim tehnikama. Muléphnobilne faze u 2D ili obnoj TLC su

prikladne za dobru separaciju antioksidativnih kamoida iz slozenijeg biljnog materijala ili
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ekstrakata. Méutim, TLC i CC zahtijevaju veliku kalinu uzorka pa to moze ogré&iti njihovu
uporabu u sléajevima gdje su kaline uzorka male. TLC je jedna od glavnih tehnika za

frakcioniranje lipidd 1, 9] .

2.4.2.2. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti

Princip tekdinske kromatografije visoke djelotvornosengl. High-Performance Liquid
Chromatographyje to da se pod visokim tlakom u sustavu, uzaeradi pokrethom (mobilnom)
fazom preko preko stacionarne faze u koloni, g@nu se na osnovi speciiih kemijskih i
fizi¢kih interakcija komponente uzorka r&#o zadrzavaju u kolori 8Q] . Vrijeme zadrzavanja
(retencijsko vrijeme) ovisi o prirodi supstance &ge analizira, stacionarne faze i sastava
mobilne faze te je karakteri&tio za odréenu tvar. S obzirom na polarnost stacionarne i nebi
faze, razlikuju se normalno-fazna kromatografijal§pna stacionarna i nepolarna mobilna faza)
i reverzno-fazna kromatografija (nepolarna staaioaai polarna mobilna faza). HPLC se
pokazala najpopularnijom tehnikom za separacijipksidativnin komponenti razitog biljnog
materijala. Svestranost te tehnike om@na je razliitim separacijskim modovima, tipovima
detektora (UV/Vis, PDA, elektrokemijski detektolydroscentni detektor, maseni spektrometar).

Odralivanje fenolnin spojeva tekinskom kromatografijom visoke djelotvornastZa

separaciju fenolnih kiselina i flavonoida kromatafgki uvjeti HPLC metode ukljiuju gotovo
uvijek reverzno-faznu C18 kolonu i UV/Vis detekter gradijentnu eluaciju. Kolone su ¢bo
dugake od 100 do 300 mm s v&hom c¢estica punjenja do 5 do J@n. lako postoje razlite
mobilne faze, né&e&e se primjenjuje binarni sustav koji ukijije jednu vodenu komponentu
(otapalo A) i manje polarno organsko otapalo, kimoj& acetonitril ili metanol (otapalo B). U
mobilnu fazu se obno dodaje kiselina (mravlja, fosfatna ili octendjog boljeg razdvajanja
spojeva. Kod reverzno-fazne tékuske kromatografije zbog nepolarne stacionarne fadarni
spojevi ne raegiraju s njom te eluiraju prvi, agmtslijede manje polarni spojevi (npr. fenolne
kiseline eluiraju prije flavonoida). Kad je r§eo fenolnim kiselinama, polarnost raste ako su
hidroksilne skupine p-poziciji, odnosno wo- i m- pozicijama. Metoksi skupine u strukturi
fenolnih tvari smanjuju polarnost, Sto uzrokuje @@mno retencijsko vrijeme. Identifikacija i
kvantifikacija fenolnih tvari uzorka razdvojenih r@loni temelji se na usporedbi njihovih
retencijskih vremena s retencijskim vremenima saathal 9, 56, 64, 84].

Kombinacija HPLC tehnike i voltametrije uspjeSnokeriStena za detekciju, identifikaciju i
kvantifikaciju flavonoidnih i neflavonoidnih fenolaina. Strukturna karakterizacija fenolnih
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spojeva u raztitom biljnom materijalu (sjemenke grdd, Sljive, soja, maslinovo ulje) uspjesno
se provodi s HPLC-ESI-MS sustavor{ESI - elektron sprej ionizacija, MS - maseni

spektrometar) 2] .

2.4.2.3. Plinska kromatografija

Razliite tehnike plinske kromatografije (GC) koriStene z separaciju i kvantifikaciju
fenolnih kiselina, izoflavona, fenolnih aldehidapmomernih flavanola i kondenziranih tanina.
Priprema uzorka za GC uk§uje uklanjanje lipida; osloldanje fenolnih spojeva iz estera i
glikozida poméu luzina, kiselina ili enzimskom hidrolizom; kisesku depolimerizaciju
proantocijanidinal 1, 2] . Medutim, unat@ visokoj rezoluciji i osjetljivosti GC, zbog
nedovoljne hlapljivosti v@ne biljnih antioksidanasa (npr. fenolne tvari) ljaju se teSkée u
separaciji pa je ta metoda manje popularna u dbdaeju fenolnih tvari od tekiinske
kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC). Zattransformacija fenola u hlapljivije derivate
poZeljna, iako ona s druge strane moZe biti dodatrar pogreSaka u analizi. Postoje brojne

metode derivatizacije: metilacija, trifluoracetilac alkiliranje, itd.[ 85] .

2.4.2.4. Kromatografija superkriti ¢nim fluidima

Kromatografija superkrignim fluidima (SCFC) je relativno nova tehnikac¢sia HPLC-u
koja zbog koristenja fluida u superkéitiom stanju kao mobilne faze ima odeee prednosti
pred HPLC i GC metodama. Prednosti se odnose najemakoltinu otpadnog otapala, nisku
cijenu, neotrovnost i nezapaljivost superkntg fluida (naje¥e CQ), lakotu razdvajanja
superkrittnog fluida i separirane komponente,¢ivelifuzitet antioksidacijskih fitokemikalija
kroz superkriténi fluid zbog manje viskoznosti u odnosu na tekumobilnu fazu, dok se
parametri kao Sto su temperatura, tlak i sastamdlumobilne faze mogu mijenjati tijekom
procesa, Sto daje bolju separaciju. Ta se tehnikge®ie koristi za separaciju lipofilnih
antioksidanasa kao npr. separaciju sastojaka & smenki gra¥a (masne kiseline, karoten,
tokoferol itd.), poméu superkrittnog CQ koji je nepolaran. Visoko polarni spojevi kao npr.
polifenoli su jedva topljivi u superkrénim fluidima, Sto otezava separaciju ovom tehnikang
je pra&eno dugim retencijskim vremenom i Sirokim pikoviipa treba dodavati kootapalo, kao

Sto je opisano u ekstrakciji superkitim fluidima (oglavlje 2.1.2.2.[ 8, 51, 86f].
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2.4.2.5. Kapilarna elektroforeza

Kapilarna elektroforezaefgl. Capillary Electrophoresis €E) je relativno nova metoda koja
je sve popularnija zbog nekih prednosti, a predjstalternativnu metodu za analizu réiih
antioksidativnih fitokemikalija. Zahtjeva vrlo maleorka, omogéava visku dinkovitost zbog
neparabolne fronte otapala, &avrijeme analize, a koristi malo ili niSta orgaogkotapala s
obzirom na HPLC. Separacija se temelji na razliohéiu omjera mase i naboja spojeva i
stvaranja kompleksa sa tetraboratnim molekulamaa Kadolni spojevi sadrze-hidroksilne
grupe. Kapilarna zonska elektroforeza (CZE) jeathjpstavnija metoda i koristi se u separaciji
razlicitih tipova antioksidativnih fitokemikalija posebrfenolnih spojeva (katehin, epikatehin,
galna kiselina, itd.) iz vina i sjemenki g CE tehnologija rapidno se razvija pa sé€ kariste
hibridne tehnike kombinirafii kruto-fazni matriks (C18 i C30 polimeri) s visokamltaznom

elektroforezom, poznate pod nazivom kapilarna ebékomatografijg 9] .

2.5. ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST FENOLNIH TVARI

Antioksidansi su tvari koje Stite stanice od oksifskog djelovanja slobodnih radikala i tako
spre&avaju nastanak oksidacijskog stresa uslijed namu$amnoteze prooksidans-antioksidans.
Slobodni radikali su atomi, ioni ili molekule s jach ili viSe nesparenih elektrona u vanjskoj
elektronskoj ljusci, zbogtega su vrlo reaktivni pa mogu prouzito oksidaciju okolnih
biomolekula (proteina, lipida, ugljikohidrata iliukleinskih kiselina). Vezivanjem slobodnih
radikala na spomenute organske molekule mogu nastat spojevi, takder sa svojstvima
radikala i mogano&u pokretanja novog niza neenzimskih danih reakcija Sto u kokaici
moze rezultirati oksidacijskim stresom. Slobodndikali nastaju kao posljedica normalnih
biokemijskih procesa u tijelu, ali i kao posljedigaove&anog izlaganja okoliSnim i/ili
prehrambenim ksenobioticima. Njihovo nagomilavanj@rganizmu naruSava zdravlje i ubrzava

starenje pa organizam postaje podlozniji brojningeseerativnim promjenama. Od slobodnih

radikala relevantnih za oksidaciju degi su: lipidni peroksil radikal O ), superoksid radikal
anion (O, ), hidroksil radikal, HO"), hidroperoksil radikal KIO," ) te aktivni oblici duSika

(HOONO, NO,NQ)[9, 56, 57, 87].
Isto kao i u ljudskom organizmu, nezeljeni proceksidacije nisu poZzeljni ni u hrani,

posebno onoj Zivotinjskog podrijetla. Lipidna pesmlacija je naje&i mehanizam naruSavanja
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kvalitete hrane, posebno u hrani s visokim udjefoasti (dvostruke C-C veZe38, 89 . Moze
se odvijati enzimatskim (uz prisustvo lipooksigemaz neenzimatskim putem (autooksidacija,
fotooksidacija).

Autooksidacija §lika 2.8) je nafe&i proces oksidativne razgradnje koja se odvija sqom u

prisutnosti kisika, a odvija se u tri stupnja:

a) inicijacija - stvaranje slobodnih lipidnih (alkil-L") radikal®riviatenje vodikova atoma
reaktivnom skupinom kao $to je hidroksil radikaH® od lipidne molekule (LH)
moze dovesti do inicijacije lipidne oksidacije.

Sekundarna inicijacija homok#om razgradnjom hidroperoksida je relativno
niskoenergetska reakcija i predstavlja glavnu jacijsku reakciju u jestivim

uljima. Ta reakcija je redovito katalizirana metainonima[ 90] ,
b) propagacija - lancana reakcija alkil radikala (L") i peroksil radika]LOO "),

c) terminacija - stvaranje neradikalnih produkata jer su slobodmiikali potpuno
potroSeni i prekida se laana reakcija slobodnih radikala.
Inicijjacija OH +LH—> L'+ HOH

Propagacija L +© —» LOO
LOO +L'H —» LOOH +L

Terminacija LOO + LOO— LOOL+®
LOO +L° ——» LOOL

L+L — LL

Sekundarna inicijacija LOOH—» LO + OH
2 LOOH—> LO+ LOO" + HOH

Inicijacija katalizirana metalom
M™+LOOH ——» LO +OH+M™*
MM * 4+ LOOH — LOO + H+M™

Slika 2.8. Mehanizam lipidne autooksidacij®Q]
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Nakon lipidne peroksidacije u inicijalnom stupnjadkprodukti nastaju hidroksiperoksidi bez
mirisa i okusa. Budii da su to relativnho nestabilni spojevi, raziyru se spontano ili u
kataliziranim reakcijama do alkohola, karbonilnikarboksilnih spojeva (sekundarni produkti)
koji izazivaju nepozeljan miris i okus hrane (uzeg) koji ovisi 0 opsegu oksidacije, tipu masne
kiseline, itd. Osim nezeljenog mirisa i okusa, disivha razgradnja moze prouitoi bijeljenje
hrane zbog reakcije slobodnih radikala sa pigmemtifibog toga se antioksidarigisto dodaju
kao aditivi hrani tijekom procesiranja u svrhu plpmvanja kvalitete i stabilnosti prehrambenih
proizvoda.

Posljednjih godina povao se interes prehrambene industrije za koriStegetioksidanasa iz
prirodnih izvora (polifenolni spojevi iz biljaka,o¢a i povka, zitarica), zato Sto se prema
rezultatima mnogih istrazivanja pretpostavlja dassuetiki antioksidansi koji su se koristili u
prehrambenoj industriji (npr. butilhidroksi tolu&HT i butilhidroksi anizol-BHA) kancerogeni
[8, 74, 9]1].

Fenolni antioksidansi (AH) su dobri donori vodilda elektrona i pretpostavlja se da
spre&tavaju lipidnu oksidaciju jer reagiraju s lipidniradikalom i reduciraju gaS{lika 2.9. g, pri
gemu nastaje fenoksi radikal §Aoji mora biti stabilan da ne bi poticao daljfgecane reakcije
(Slika 2.9. h. Fenoksi radikali okdnho se stabiliziraju delokalizacijom elektrona sargem

intramolekularnih vodikovih veza ili daljnjom reajam s drugim lipidnim radikalonfi 57] .

LOOF AH ———» LOOH + A

LOOr AH— LOH + AT
Oe e} 0 0)
LOO+x A——>» LOOA
LOxr AL——» LOA -
LOF LH — LOOH + IO
a) b)

Slika 2.9 Inhibicija lipidne autooksidacije uz prisustvo @#mog antioksidansa (AH) (a) i
rezonantne strukture fenoksi radikala) (@)
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2.5.1. Utjecaj strukture fenolnih spojeva na antioksidacisku aktivnost

Fenolni spojevi u bioloSkim sustavima mogu djetokao antioksidansi na nekoliko ¢fina
[40, 59, 60, 91]: hvatanjem elektrona slobodnog radikala, keliranjaetala, inhibicijom
peroksidaza, aktiviranjem antioksidacijskih enzifihova antioksidacijska aktivnost uvelike
ovisi 0 broju i poloZaju hidroksilnih skupina i amu strukturnih konjugacija kao i o prisustvu
elektron—donorskih i elektron-akceptorskih supstitata na prstend 56, 92]. Glavne

strukturne zn&ajke flavonoida o kojima ovisi antioksidacijskojtakosti[ 57, 59 su sljedée:

& postojanje vicinalnih hidroksilnin skupina na praie B u polozajima 3- i 4-
(o-dihidroksilna ili kateholna struktura). Dodatnaupkha na prstenu B ne padava
antioksidacijsku aktivnost, a isto tako jedna hikditna skupina rezultira slabom ili gotovo
nikakvom antioksidacijskom aktivnéd. Kateholna skupina se u reakciji s radikalom
oksidira, pri ¢emu nastaje stabiliziranb-semikinonski radikal zbog delokalizacije
elektrona. Pretpostavka je da su flavandli javatai slobodnih radikala nego flavoni, i to
zbog veéeg broja hidroksilnih skupina i OH-skupine u polpz8- . Utjecaj hidroksilnih

skupina na prstenu A nije joS dovoljno pozrilika 2.10.3;

& prsten C pridonosi antioksidacijskoj aktivnosti aka poloZaju 3- nosi slobodnu
hidroksilnu skupinu jer su takvi fenoli planarni, @anarnost dopusSta konjugaciju,
delokalizaciju elektrona i po¢ava stabilnost fenoksilnih radikala. Nezasiost prstena C,
odnosno postojanje 2,3 dvostruke veze u konjugaeiiketo skupinom, dodatno pcéeea
antioksidacijsku aktivnost s obzirom na to da jeogntena rezonancijska stabilizacija

preko véeg broja aromatskih jezgara (prsten A i Blika 2.10.D;

< hidroksilne skupine na polozaju 3- (prsten C) (farsten A) osiguravaju vodikovu vezu s
keto-skupinom$lika 2.10.9;

& metoksi skupine w- poloZzaju smanjuju antioksidacijsku aktivnost fenblspojeva zbog

naruSavanja planarnosti uslijed stkiin smetnji;

& glikozidacija smanjuje antioksidacijsku aktivnost adnosu na pripadaja aglikone
(struktura bez Sera) Smanjenje antioksidacijske aktivnosti pri tome sowd broju i
poloZaju te strukturi molekula &era;

& stupanj polimerizacije, @enito, ima pozitivan utjecaj na antioksidacijskunahkost, iako
zbog kompleksnije strukture polimernih flavonoideanfna) joS uvijek nije detaljno

razjaSnjena povezanost njihove strukture i antadajske aktivnosti. Od flavonoidnih

35



2. Opgti dio

spojeva najvéu antioksidacijsku aktivnost imaju flavanoli i toogebno skupina
procijanidina koji se sastoje od jedinica katehiepikatehina i njihovih esterificiranih
derivata (najeXe kao O-galati) zbog konjugacije iznde 3-OH skupine i kateholne
skupine B prstenate4 8-C veze izméu monomera, Sto po¥ava stabilnost njihova
radikala [ 58, 78, 91] . Medutim, dokazno je da veliki polimeri imaju manju
antioksidacijsku aktivnost zbog stgkih smetnji[ 55, 88| ;

stvaranje kelatnih kompleksa s ionima metala (hakeeljezo, kobalt) povava
antioksidacijsku aktivnost spf@vanjem metalnih iona da sudjeluju kao katalizatori
Fentonovim reakcijama u kojima mogu nastati visekdtivni hidroksilni radikali koji

brzo oksidiraju okolne biomolekule.

Slika 2.10Q Strukturne skupine vazne za hvatanje slobodnitkadal 57)
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2.5.2. Metode za odralivanje antioksidacijske aktivnosti biljnih ekstrakata

Odralivanje antioksidacijske aktivnosti biljnih ekstraka do danas nije sasvim
zadovoljavajde i rezultiralo je velikim brojem razitih analitickin metoda za odddevanje
antioksidacijskog potencijala. Elektronspin rezanarspektroskopija je jedina analita tehnika
kojom se moZze izravnho mijeriti hvatanje slobodnitlikala[ 56] . U praksi je, méutim, cee
neizravno mjerenje antioksidacijske aktivnosti, atode se nagXe temelje na oddvanju
sposobnosti hvatanja aktivnih vrsta kisika, ddranju sposobnosti hvatanja sint&th radikala
te enzimskom i neenzimskom mjerenju inhibicije dip¢ peroksidacije. Precizna usporedba
rezultata i njihova ofenita interpretacija je gotovo nemaguzbog razlika u eksperimentalnim
uvjetima te razlika u fizikalno-kemijskim svojstvamsupstrata koji oksidiraju u prisustvu
slobodnih radikala. Antioksidacijska aktivnost owisbrojnim faktorima kao Sto su: koloidna
svojstva supstrata, reaktivnost medija, oksidacgshktus, lokalizacija antioksidansa u réaitiim
fazama. S obzirom na supstrat, metode seem dijele na metode s lipofilnim i metode s
hidrofilnim supstratimg 57, 82] .

Metode za procjenu udjela fenolnih tvari u biljnekstraktima i njihove antioksidacijske
aktivnosti uglavhom su temeljene na redoks svajsyi odnosno na sposobnosti fenolnih
spojeva da djeluju kao reducensi doniéajuodikov atom ili elektron reaktivnim radikalima
[ 82] . Odrativanje antioksidacijske aktivnostin”vitro “u biljnim ekstraktima né&p&e se
provodi pomau tri spektrofotometrijske metode, koje se temafeoksidaciji antioksidacijskog
spoja specitinim neprirodnim radikalorh82, 93- 95| . To su:

1. TEAC metoda(engl. Trolox Equivalent Antioxidant Capacitikpja se temelji na pH

neovisnoj reakciji plavo-zelenog 2,2'-azinobis(Bbenzotiazolin)-6-sulfonatnog radikal
kationa (ABTS") s antioksidacijskim spojem koji donira atom vodikalektron pri¢emu
nastaje bezbojni ABTS. Obezbojavanje radikal katioje pr@eno smanjenjem
apsorbancije koja se mjeri pri 734 nm. Smanjenjeckatracije ABTS proporcionalno je
koncentraciji prisutnog antioksidansa, a antioksidka aktivnost izrazava se u
ekvivalentima Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetranfi@tbman-2-karboksilna kiselina; u vodi
topljiv analog vitamina E) koji se koristi kao stkmd. Prednost je te metode velika
reaktivnost ABTSreagensa, naeitim, on je isto tako relativno nestabilan i lake s
razgraiuje pod reakcijskim uvjetima, Sto se€itaje u smanjenju apsorbancije tijekom
duljeg vremena inkubacije te pridonosi pogresntgrjpretaciji rezultata;
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2. FRAP metodalengl. Ferric Reducing/Antioxidant Powekoja se temelji na sposobnosti
antioksidacijskih spojeva da reduciraju *Feu Feé* u prisustvu Zeljeznog
2,4,6-tris(2-pyridyl)s-triazina (TPTZ) pricemu se stvara plavo obojeni 2F&PTZ
kompleks sa apsorpcijskim maksimumom 593 nm. Rgakeisi o pH i optimum joj je pri
pH 3,6. Apsorpcija se eksponencijalno péaxa s povéanjem nastajanja obojenog
kompleksa, a nagxe se kao standard koristi zeljezo(ll)-sulfat. Troke moze takier

koristiti kao standard;

3. DPPH metodase temelji na sposobnosti antioksidacijskog spoja daird vodikov atom
slobodnom 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikalu (F#M-) koji se reducira, préemu se
njegova ljubéasta boja postupno mijenja preko zelene do zZutesd&tprati smanjenjem
apsorbancije pri 515 nm. Ako se koristi kalibradjskrivulja, Trolox se koristi kao
standard. Postoje dva dmaa odreivanja antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom:
stateki i dinamicki.

Statcki nacin - podrazumijeva odrivanje antioksidacijske aktivnosti, gréi ili
numergki, nakon odréenog vremena reakcije izdwe DPPH- radikala i uzorka, a rezultat
se natjeke izrazava kao % inhibiranog ili zadrzanog DPPHeakcijskoj smjesi ili %
obezbojenja reakcijske otopine. Dingkiinacin podrazumijeva pkgenje kinetike reakcije
DPPH- radikala i ekstrakta (uzorka) do postizaajmoteznog stanja te odreanje brzine

reakcije iz nagiba pravca nagabku reakcije (t ~ 0 minuta).

Rezultat se n&g&e prikazuje kadeCso (ICs0) koji predstavlja koncentraciju antioksidansa
pri kojoj se pdetna koncentracija DPPH- radikala smanji na 50%. jStta vrijednost
manja, antioksidacijska aktivnost je¢ae Maiutim, vrijeme za koje se postize ravnotezno
stanje upravo ovisi o koncentraciji antioksidansa g za izrazavanje antioksidacijske
aktivnosti uvodi joS jedan parametar, antiradikalskinkovitost (AU) koja se izraunava

premaizrazy 82, 89 :

AU=———0i
T (2.21)

Buduwi da graftka metodaesto nije dovoljno precizna idna[ 83] , u novije vrijeme se
koriste numetike metode za oddevanje konstanti brzine i ostalih kingkih parametara

reakcijskog sustava DPPH-ekstrakt.
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Antioksidacijska aktivnost ekstrakta odema ovom metodom nesto je nizih vrijednosti u
odnosu na TEAC metodu83] . Razlog tome je velika stabilnost DPPH-, a tinmeanja
reaktivnost. To zna da ovaj radikal bolje reagira u prisustviégareaktivnih fenolnih

supstanci dok manje reaktivne ne detektira.

2.6. BOJA BILINIH EKSTRAKATA

Boja biljnih ekstrakata moze potjecati od prirogiesutnih obojenih pigmenata u biljci, ali i
od neobojenih spojeVfad6] . Prisutnost konjugiranih nezasnih dvostrukih veza zajediio je
obiljezje obojenih tvari, a obojenost ovisi o nyorasporedu. Prema Wittovoj teoriji (1876.)
[ 97] sve obojene tvari moraju sadrzavati barem jednms#a grupu (etenska, azometinska,
azo, keto, nitrozo, nitro, tio karbonilna, kinoigrk®ja dovodi do selektivne apsorpcije svjetlosti,
a time i do obojenosti tvari. Glavni polifenolnigonenti u biljnom materijalu su antocijani od
kojih potjete crveno, purpurno i plavo obojenje, a potom stijédto obojeni flavoni i flavonoli
[ 55 . Stabilnost boje antocijana ovisi 0 kombinacijBevifaktora (strukturi i koncentraciji
antocijana, te o procesnim uvjetima: pH, temperatorisutnosti kisika i enzima), a neka
istrazivanja pokazala su da su molekularne reakkgpigmentacije antocijana s drugim
spojevima (kopigmentima) glavni mehanizam stabdljgaboje. Kopigmenti su spojevi koji su
uglavhom bezbojni, a n&@<e su to flavonoidi, alkaloidi, amino kiseline, ong&e kiseline,
polisaharidi, metali ili sami antocijahi98- 101] .

Grozie predstavlja dobar izvor antocijana (crne sortglhku vetoj kolicini ima u koZzici i
bezbojnih flavan-3 ola (katehini, proantocijanidlikbji su zastupljeniji u sjemenkama gdaz
Tijekom proizvodnje vina ti spojevi se ekstrahirajuvino i pri starenja vina sudjeluju u
razlicitim reakcijama (oksidacija, kondenzacija i polimacija) od kojih su za definiciju i
stabilnost boje vina najvaznije reakcije kopigmeip¢a|[ 72, 102 . Novija istrazivanja,
medutim, pokazuju da flavanol-antocijan kondenziraignpenti ne moraju nuzno biti produkti
formirani tijekom skladiStenja i starenja vina, nega mogu biti prirodni pigmenti biljaka, ali
postoji i mogunost njihovog stvaranjan” vitro™ tijekom ekstrakcije, kada je moga reakcija
karbokationa proantocijanidina s antocijanijri®3 .

Boja predstavlja osjet vida koji nastaje kad dwpt karakteristinog spektra pobudi
receptore u mreznici oka pa se moze smatrati dmgerezultat interakcije iznda svjetlosti,
objekta i promatréa [ 104, 105 . Percepcija boje pri tome ovisi 0 spektralnomaastvjetla

koje pada na oddeni objekt, povrSini osvijetlienog objekta i molddnoj strukturi materijala,
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odnosno o njihovim svojstvima apsorpcije, refleksili emisije svjetlosnog spektrp10q .
Ljudsko oko reagira samo na vidljivi dio spektrakttomagnetskog z&anja kojem odgovaraju
valne duljine od 380 do 770 nm. Padne li takvothwjea potpuno bijel objekt, ofe reflektirati
sve valne duzine pé&e i svjetlosne zrake odbijene od njega izgledgldni Obrnuto, ako objekt
apsorbira sve valne duljine, a niti jednu ne rdftek izgledatée crn. Objekt koji apsorbira sve
valne duljine osim one koja definira neku atrBu boju npr. crvenu, te nju reflektira, izazéat
promatr&u osjet upravo te boje. Prema tome, boja je rezudtiektirane svjetlosti s povrSine
nekog objekta.

Svaka boja moZe se uZe okarakterizirati trima osmosvojstvg 96, 97) :

< ton boje ili tonalitet (h —hue) - predstavlja boju koju opisujemo kao zelenayalauta ili
crvena, a ovisi 0 kemijskom sastavu tvari. Takvec@gcija rezultat je razlike u apsorpciji
svjetlosne energije na raglim valnim duljinama. Tako ako se svjetlosne zrdkeacih
valnih duljina (400-500) nm reflektiraju s nekogjeltia v&im intenzitetom u odnosu na
druge valne duljine, boja se opisuje kao plavao#ut zelenom bojom opisuje se refleksija
zraka srednjeg ranga valnih duljina, a crvenom inojpaksimalna refleksija zraka valnih
duljina 600 - 700 nm;

& svjetlina ili luminiscencija (L — value engl: lightnes$ - predstavlja odnos izrde
reflektirane i apsorbirane svjetlosti bez obzira vanu duljinu, a ovisi o0 intenzitetu

zratenja. Ovim obiljezjem definira se razlika izduwesvijetlih i tamnih boja;

& kromati ¢nost ili zasiéenost, intenzitet C* - chroma, engl. colorfulnessaturation purity,
intensity - ozn&ava stupanj za&nosti nekog tona. Na osnovi zZasiosti, boje se dijele
na akromatske ili neboje (bijela, siva, crna) irkedske boje ili prave boje. Kromé&tiost
se odnosi na refleksiju pri odienoj valnoj duljini i ukazuje na razltost neke boje od
sive, koja se smatra nezssiom C* = 0). Nadalje, ona ovisi @isto¢i boje” te se pomiu
ovog obiljezja razlikuju jasne od nejasnih bojajedBmoze imati istu svjetlinu i ton, a pri

tome se razlikovati po z&sinosti bojom.

Buduwi da je ljudska percepcija boje subjektivni doayljkoji ovisi o prilagdenosti
promatrgevog oka, za objektivho odnosno nunikoi vrednovanje boja i razlika u bojama vrlo
je vazna metrika boj¢ 104 . U tu svrhu razvijeni su stabilni, prenosivi mjeinstrumenti
visoke osjetljivosti kojima se lako rukuje, a kap mjerenje boje koriste raglie matematike
sustave za boju (CIEyY, CIEXYZ CIELUV, CIEL a’b, HunterLab) 5to ih je odobrila
Medunarodna komisija za svjetlo i rasvjetu (CIEemmission Internationale de I'Eclairage).
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Za odrdivanje boje biljnih ekstrakta, vina i ragkih prehrambenih proizvoda, kage je
koristen CIEL'ab sustav koji je CIE prepotio 1976. godine. Navedeni sustav je vrlo
ucinkovit u pr&enju razlike i promjene boje tijekom procesiranjskladiStenja prehrambenih
materijala zato Sto je kompatibilan s percepcijgundkog oka, za razliku od ostalih navedenih
sustavg 107, 108 . Tako ukupna promjena bojaE*) predstavlja udaljenost iznda dviju
tocaka koje opisuju boje u prostoru boja, a vrijedndEt = 1] 105 je odreiena kao prag
uocavanja razlike boje percepcijom ljudskog okendl. JND, Just Noticeable Difference
(Tablica 2.2 .

Tablica 2.2.0dnos izméu izrasunane vrijednostiAE ) i tolerancije ljudskog oka za savanje
razlike izmetu boja[ 109

AE* uocljivost
<0,2 nije udljiva
0,2-1 vrlo slabo utljiva
1-3 slabo udjiva
3-6 udljiva

>6 vrlo ualjiva
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak rada bio je:

& |spitati utjecaj razliitih procesnih uvjeta (otapalo, temperatura, onkjerto-tekite,
velicinacestica, vrijeme) i nana kruto-tekie ekstrakcije (ekstrakcija uz zagrijavanje
u vodenoj kupelji s tresilicom, ekstrakcija na wer@alnom sustavu za ekstrakciju,
ekstrakcija superkrignim fluidima) na ekstraktibilnost fenolnih kompotienz
sjemenki groda, antioksidacijsku aktivnostn( vitro) i boju ekstrakata te pokusSati
odrediti optimalne uvjete ekstrakcije za provedeti@zivanije;

& ispitati postojanje korelacije izrde identificiranih i kvantificiranih fenolnih spojev
s odr@enom antioksidacijskom aktivn@s ekstrakata, kao i postojanje veze idme
boje ekstrakata i koncentracije fenolnih tvari gte&ktima sjemenki graa,;

& ispitati primjenjivost odréenih matematkih modela, uspjeSno koriStenih za
opisivanje ostalih procesa koji ukfuju fenomene prijenosa topline i tvari, na proces

kruto-tekite ekstrakcije fenolnih tvari iz sjemenki gdaiz

3.2. MATERIJALI

3.2.1. Sjemenke groda

U radu su koriStene sjemenke vinskih sorti geos podrgja kontinentalne Hrvatske
(podregije Slavonija i Podunavlje), koje su zaast&lao otpadni materijal u procesu
proizvodnje vina. Sjemenke su sec¢ma izdvajale iz komine graa (nakon preSanja i
odvajanja mosta) koja je dobivena iz vinarija ilivatnih gospodarstava. Ispitivanja su
provedena na sjemenkama rétilh uzoraka (sorti) gra¥a (Tablica 3.1). Svi uzorci komina
dobiveni su u roku od 10 dana od berbe dgapsim komine grafa sorte zweigelt (Erdut).
Ona je uzorkovana mjesec dana nakon berbe, s abzieoto da je u tom razdoblju bila
tretirana malolaktkim bakterijama kojima je cilj smanjivanje kiselostna. Za uzorak
komine mjeSavine bijelog grda MixBG_03 poznato je samo da je u uzorku previatiav

sorta graSevina, dok ostale sorte kao ni njihostLgdienost u uzorku nisu poznate.
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Tablica 3.1.Ispitivani uzorci sjiemenki dobiveni iz komine gdaz

Uzorak komine Godina berbe Kratice

MjeSavina bijelih sorti grafa (Slatinsko vinogorje) 2003. MixBG_03

Frankovka (Slatinsko vinogorje) FS 04

GraSevina (Slatinsko vinogorje) GS 04
2004.

Portugizac (Kutjevéko vinogorje) PK_04

Frankovka (Kutjevéko vinogorije) FK_04

Frankovka (Slatinsko vinogorje) FS 05

GraSevina (Slatinsko vinogorje) GS_05
2005.

GraSevina (Erdutsko vinogorje) GE_05

Zweigelt (Erdutsko vinogorje) ZE 05

3.2.2. Kemikalije

U istrazivanju su koristeni Folin-Ciocalteuov reag, etanol p.a. (96 %), natrij-karbonat

p.a., kloridna kiselina p.a. (36,5%) i zeljezo@DHat-heptahidrat p.a. (Kemika, Hrvatska) te

1-butanol p.a. i metanol HPL&stoce (Panreac, Spanjolska). Od standarda su kori§ama
kiselina, (+)-katehin, (-)-epikatehin, (-)-galoklte (G6657),p-hidroksibenzojeva kiselina
(H5376), p - kumarinska kiselina (C9008), fertia kiselina (F3500), kafeinska kiselina
(C0625), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal - DR radikal (D9132) (Sigma-Aldrich, SAD)

te standardi (-)-epikatehin galat, (-)-epigalokatglprocijanidin B i o-fosforna kiselina

(85%, HPLC¢istose) (Fluka, Svicarska).
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3.3. METODE

3.3.1. Priprema uzoraka za ekstrakciju

Prije ekstrakcije, sjemenke gd# su usitnjene mlinom (MKM 7000, Bosh, Njetka) s
moguwno&u podeSavanja fike@ mljevenja. Nakon mljevenja, provedeno je klagean
prosijavanjem radi utdivanja raspodjele valine cestica (granulometrijska analiza) u
uzorcima. Prosijavanje je provedeno pdémaresilice (Fritisch Vibratory Sieve Shaker
“Analysette 3", Njema&ka) kroz sita s vetinama otvora: 0,630 mm; 0,500 mm; 0,400 mm,;
0,160 mm i 0,125 mm. U istrazivanju su koriStengnjene neklasirane sjemenke i sljéde
klase veltine ¢estica: (> 0,63) mm, (0,63 - 0,4 mm), (0,4 - 016y m(< 0,16) mm. Usitnjene
sjemenke gra¥a su vakumirane éuvane u hladnjaku na temperaturi +4 °C do provedbe
ekstrakcije.

3.3.2. Odredivanje udjela suhe tvari u sjemenkama groda

Udio suhe tvari u uzorcima odiigan je suSenjem svjeze usitnjenih neklasiranil i/i
klasiranih uzoraka (5 g) u elekimom susSioniku na 108C do konstantne mase. Odineanje
je provedeno u dva paralelna ponavljanja za svekezaJdio suhe tvariws:) izrazen je u

postotcima (%), a izeainan je prema sljedem izrazu:

w,, = (ﬂj [100 (3.1)
m,

gdje su :
my — masa uzorka prije susSenja [g]
M, — masa uzorka nakon susenja [g]
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3.3.3. Nacini kruto-teku ée ekstrakcije fenolnih tvari iz sjemenki grodla

U eksperimentalnom radu ispitan je utjecaj tréina ekstrakcije na ekstraktibilnost
fenolnih tvari iz sjemenki graa:

& ekstrakcija uz zagrijavanje u vodenoj kupelji sifreom

& ekstrakcija na univerzalnom sustavu za ekstralscduaziéite metode ekstrakcije

& ekstrakcija superkritnim fluidima

3.3.3.1. Kruto-teku ¢a ekstrakcija uz zagrijavanje u vodenoj kupelji

Vodena kupelj s tresilicom (Julabo SW-23, Njékeg (Slika 3.1) namijenjena je za
laboratorijsku upotrebu koja ima magwst podeSavanja temperature (od 20 do 99,9 °C),

vremena tresnje (od 1 min do 10 h) te frekvencgsrije (od 20 do 200 rpm).

)
: -

L1}
(1]
u

Slika 3.1.Vodena kupelj s tresilicom (Julabo SW-23)

Eksperimenti tog nana kruto-tekde ekstrakcije provedeni su u dva odvojena pokuda ra
ispitivanja:
A) utjecaja otapala, omjera kruto-téley veltine cestica te vremena ekstrakcije na
ekstraktibilnost fenolnih tvari iz sjemenki gd& odnosno
B) utjecaja temperature na ekstraktibilnost fenoladritiz sjemenki groda.

U oba sldaja, za svaki ispitivani uvjet ekstrakcija je prdeaa u Sest ponavljanja.
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3. Eksperimentalni dio

A) Ispitivanje utjecaja otapala, omjera kruto-tekuée, vel€ine ¢estica i vremena

ekstrakcije na prinos fenolnih tvari u ekstraktima sjemenki groaia

Ekstrakcija fenolnih tvari iz uzorka MixBG_03 pradila se u staklenim epruvetama s
¢epom (16 x 16 mm) poloZzenim u vodenu kupelj. Ekispenti kruto-tekde ekstrakcije
postavljali su se u serijama, a u svakoj pojedis&ijiji mijenjao se samo jedan procesni
parametar uz ostale konstantne uvjete kako slijedi:

& odredivanje utjecaja omjera kruto-tekuée-u epruvete je odvagano oko 0,5 g
usitnjenih neklasiranih sjemenki ga#te je u svaku epruvetu dodan régiolumen
otapala (5, 10, 15 ili 20 mL) da bi se dobili ra#liomjeri kruto-tekiée (10, 20, 30 ili
40 mL/g)ciji se utjecaj pratio pri razlitim temperaturama ekstrakcije (25, 40, 50, 60,
70 80 °C) tijekom 120 minuta;

& odredivanje utjecaja ekstrakcijskog otapala- omjer kruto-tekde, 40 mL/g i
temperatura 80 °C koriSteni su za ispitivang@nkovitosti ekstrakcijskih otapala:
vode i vodenih otopina etanola (50, 70 i 96 %kbj@ 120 minuta;

& odredivanje utjecaja veli¢ine ¢esticai vremena- omjer kruto-tekge, 40 mL/g i
temperatura 80 °C koriSteni su za ispitivanje aj@oveltine ¢estica: (> 0,63) mm,
(0,63 -0,4) mm, (0,4-0,16) i (< 0,16 mm) i vreraekstrakcije. Utjecaj vremena je
praen na nain da je odrden maseni udio ukupnih fenola u ekstraktima dobimen
nakon 10, 20, 30, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 180,200 minuta ekstrakcije.

Tijekom ekstrakcije svaka epruveta sa suspenzijaiila se u intervalima od 15 minuta
(osim u sldaju gdje je ekstrakcija trajala ki) te je protresena na Vorteksu (Vibromix 10,
Tehtnica, Slovenija) u trajanju dvadeset sekunéibng&ega je ponovo vigna na ekstrakciju
u kupel.

B) Ispitivanje utjecaja temperature na prinos fenohih tvari u ekstraktima sjemenki

grozda

Utjecaj temperature na kinetiku ekstrakcije i edddibilnost ukupnih i individualnih
fenolnih tvari préen je tijekom 200 minuta, dok je utjecaj na ekstijak ukupnih
ekstraktibilnih proantocijanidina procijenjen azaln ekstrakta dobivenih nakon 200 minuta
ekstrakcije.

Ekstrakcija je provéena u vodenoj kupelji s tresilicom uz frekvencij@shje od 200 rpm
I podeSenu Zeljenu temperaturu (25, 40, 50, 60,800°C). Eksperiment za pranje kinetike

je postavljen tako da je u deset Erlenmayer tikeideagana jednaka koiha uzorka (oko 0,5
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3. Eksperimentalni dio

g) i dodana jednaka keélha 50%-tnog etanola s omjerom kruto-té&uwl0 mL/g, tikvice su
zatepljene i stavljene u vodenu kupel;.

Kinetika ekstrakcije ukupnih fenolnih tvari gena je na sjemenkama gdaZFS_05 vetine
cestica (<0,63) mm u vremenu 5, 10, 15, 20, 30, &M, 90, 120 i 200 minuta, a za

individualne fenolne tvari u vremenu 10, 30, 600 1200 minuta.

3.3.3.2. Kruto-teku ¢a ekstrakcija na univerzalnom sustavu za ekstrakcy

Univerzalni sustav za ekstrakciju (Buichi B-811-LSWicarska) $lika 3.2) izraden je za
laboratorijsku primjenu kruto-teke ekstrakcije, a ima mog@uost ekstrakcije s ispiranjem i
suSenjem ekstrakta ili bez njih. Postoji mégost odabira vremena ekstrakcije i broja ciklusa,
ali ne i temperature ekstrakcije. Naime, ekstraksig temelji na vreliStu otapala, gemu
otapalo isparava, kondenzira se i prelijeva prekorka, tijekomc¢ega se odvija ekstrakcija
topljivih tvari u primijenjenom otapalu. Prikladg® za otapala s ttom vreliSta od 30 °C do
150 °C.

Uredaj (Slika 3.3) je opremljen sa posudom za otapalo (1), ekstiskam ¢ahurom
(fritom) za kruti uzorak (2) koja se polaze u elktijsku komoru, hladilom (3), staklenim
ventilom (4), opitkim senzorom (5) te donjim (6) i gornjim (7) gtigm. Podesivi opiki
senzor u kombinaciji s ventilom od inertnog staftége mogunost izvaienjacetiri metode
kruto-tekute ekstrakcije koje su i koriStene u ovom istrazjuafVruca ekstrakcija, Soxhlet
standard, Soxhlet topli, Kontinuirana ekstrakcija).

Slika 3.2.Univerzalni sustav za ekstrakciju (Buchi B-811_LSV)
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Slika 3.3 Shematski prikazetiri metode ekstrakcije univerzalnog sustava zrakciju Blichi

Princip

Vruéa ekstrakcija(H) (Slika 3.3.a).Otapalo isparava iz posude za otapalo zbog grijanja
donjim grij&&em, pare se dizu do hladila gdje se kondenzirajotapalo se preko
kondenzacijske cijevi prelijeva preko uzorka, ndjauge u ekstrakcijskoj komori, gdje se
odvija ekstrakcija iz uzorka i pri tom se grije gpm grijacem. Kada nivo otapala dosegne
visinu opttkog senzora koji upravlja otvaranjem/zatvaranjeaklsnog ventila u posudu s
otapalom vréa se samo nekoliko mililitara otapala, a ostataijesu kontaktu s uzorkom.
Na taj n&in postize se to da u ekstrakcijsku komoru staloazl svjeze otapalaiime se

spre&ava zasienje otapala u ekstrakcijskoj komori.

Soxhlet standardS) (Slika 3.3.b) Otapalo isparava iz posude, pemu se pare se dizu do
hladila, kondenziraju i kondenzirano otapalo pesi§ se preko kondenzacijske cijevi u
uzorak koji se nalazi u ekstrakcijskighuri. Stakleni ventil je zatvoren. Ekstrahirajuteari
topljive u otapalu koje se zadrzava u kontaktu erkam sve dok nivo otapala ne dosegne
visinu na koji je postavljen ogli senzor, kada se otvara stakleni ventil i otapslo
ekstrahiranom tvari ispusta se nazad u posudupslota. Ciklus se ponavlja dok ne istekne

postavljeno vrijeme ekstrakcije.
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Soxhlettopli (W) (Slika 3.3.c).Princip rada ove metode je isti kao i za standaBiihlet,
jedina je razlika to Sto se aktivira i gornji gtijalTada se pri ekstrakciji i podizanju nivoa
otapala s ekstrahiranom tvari do ©gtg senzora dodatno zagrijava taj ekstrakt u
ekstrakcijskoj komori prije no Sto se otvori stakleentil i sav ekstrakt otpusti u posudu za

otapalo.

Kontinuirana ekstrakcija (C) (Slika 3.3.d). To je metoda kod koje je opki senzor
neaktivan, a stakleni ventil stalno otvoren. Takapalo nakon isparavanja i kondenziranja
konstantno cirkulira preko uzorka bez zadrZavanjakstrakcijskoj komori. Ekstrakcija

prestaje kad istekne zadano vrijeme trajanja peoces

Postupak

Pri provedbi sveetiri metode ekstrakcije uzorci za ekstrakciju pEipani su na isti .
Odvagano je oko 2,5 g usitnjenih sjemenki geozeline (< 0,63) mm u staklene frite koje
su potom pkivrscene u ekstrakcijsku komoru. U posude za otapaldjestevje po 100 mL
50%-tnog etanola, tako da je omjer kruto-iekuw svim ekstrakcijskim ciklusima bio
40 mlL/g. Préena je kinetika ekstrakcije ukupnih fenolnih tvarirelivanjem njihove
koncentracije u ekstraktima dobivenim u r&gin vremenskim intervalima (20, 30, 60, 120 i
200 minuta).

3.3.3.3. Ekstrakcija superkriti ¢nim fluidima

Superkriténa ekstrakcija provedena je na pilot-postrojenju (UHBEBH, Njema&ka) u
Laboratoriju za separacijske procese, Fakulteteeraijo in kemijsko tehnologijo u Mariboru
(Slovenija) poméu superkrittnog ugljicnog dioksida - C@ (Slika 3.4). Postrojenje moze
razviti maksimalni tlak 500 bara i temperaturu 220

Princip

Superkriténi CO, se pomou visokotl&ne pumpe dovodi u ekstraktor s uzorkom pod visokim
tlakom i prelazi preko uzorka obavljgu ekstrakciju topljivih komponenti. Potom
ekstrahirane komponente noSene s, ©@@laze u separator gdje se pod snizenim tlakom i
temperaturom odvija razdvajanje ekstrakta, kojslsgplja na dnu separatora, od £€Dji se
odvodi iz sustavaSJika 3.5). Temperatura u autoklavu regulira se pémgrijanog plasta i
odrzava se konstantnom. Postrojenje je opremljen@ia&em protoka CQ

49



3. Eksperimentalni dio

| !

HDE

-

Slika 3.4.Pilot-postrojenje za ekstrakciju superkiitim fluidima (UHDE, Njemaka)
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Slika 3.5.Shematski prikaz procesa ekstrakcije sa supethiniti fluidima

Postupak

Usitnjene sjemenke gréd (GS_04, PK_04, FK_04, FS_04) odvagane su (oko 100 g)
stavljene u ekstraktor u koji se poémopumpe tléio superkriténi CO,. Eksperiment je
proveden pod tlakovima 300 bara i 450 bara te teatpexma 40 °C i 60 °C pri oba
ispitivana tlaka u trajanju jedan sat. Protok GfdrZzavan je na 15 L/h. Razdvajanje

CO, i ekstrakta provedeno je u separatoru pri tlaklbb& i temperaturi 30 °C.
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3.3.4. Priprema ekstrakata sjemenki groala za odralivanje ukupnih
fenolnih tvari i ekstraktibilnih proantocijanidina, individualnih

fenolnih tvari, boje i antioksidacijske aktivnosti

Nakon ekstrakcije, suspenzije sjemenki geoZ ekstrakcijskog otapala (ekstrakcija u
vodenoj kupelji), odnosno ekstrakti (univerzalns&sy za ekstrakciju), centrifugirani (Sigma
2 - 16, Njemaka) su pri 15 000 g tijekom 5 minuta. Supernatantbdvojeni od taloga te su
nadopunjeni ekstrakcijskim otapalom do poznatoguwmna. Tako dobiveni ekstrakti
sjemenki groda dalje su koriSteni za anatko odrefivanje masenog udjela fenolnih tvari.

Za odrdivanje ukupnih fenolnih tvari i ekstraktibilnih paotocijanidina u ekstraktima
dobivenim koriStenjem vodene kupelji pripremljereorpzrijeienje ekstrakata ~1:4 (v/v) (6
mL ekstrakta otpipetirano je u tikvice od 25 mLadopunjeno s ekstrakcijskim otapalom do
oznake), dok su ekstrakti dobiveni na univerzalnsustavu za ekstrakciju pripremani
razrjgienjem ekstrakata ~1:8 (v/v) (3 mL ekstrakta i do bk nadopunjeno otapalom).
lzuzetak u pripremi ekstrakata u cilju odireanja ukupnih fenolnih tvari bili su vodeni
ekstrakti koji se nisdodatno razrjdivali nakon centrifugiranja.

Za odrdivanje individualnih fenolnih tvari (flavanola, priganidina, fenolnih kiselina),
boje i antioksidacijske aktivnosti dobiveni ekstrgbrofiltrirani su kroz filtere velline pora
0,45 um (Cameo 30F Syringe, Teflon, 0,44m, 30 mm). Ekstrakti za odiwanje
individualnih fenolnih tvari i boje nisu dodatnozrgedivani, dok su ekstrakti za odfiganje
antioksidacijske aktivnosti razgarani ekstrakcijskim otapalom prema potrebi u omjer
1:40 (v/v), odnosno 1:80 (v/v). Pripremljeni ek&tratuvali su se u hladnjaku na +4 °C do

analize koja je provedena tijekom 24 sata od eksijsa

3.3.5. Odredivanje ukupnih fenolnih tvari u ekstraktima

Ukupne fenolne tvari (UFT) u ekstraktima sjemenkiozga odreiene su

spektrofotometrijski mikro Folin-Ciocalteuovom mdtor] 11Q .

Princip

Folin-Ciocalteuova metoda je kolorimetrijska metokigia se temelji na oksidacijskim i
redukcijskim reakcijama. U alkalnom mediju u prisusEolin-Ciocalteuova reagensa (smjesa

fosfwolframove i fosfomolibden kiseline) fenolni gpwi se oksidiraju, a navedene kiseline
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reduciraju u wolframov oksid i molibdenov oksid ksji plavo obojeni, &ija se apsorbancija
mjeri pri valnoj duljini od 765 nnpj 83, 92] .

Postupak

U 20 uL alikvota ekstrakta sjemenki gréa dodano je 158@L destilirane vode i 10QL
Folin-Ciocalteuova reagensa te je nakon stajanjaed@ndi do 8 minuta u svaku epruvetu
dodano 300uL 20%-tne vodene otopine natrij-karbonata, tako jelaukupni volumen
reakcijske smjese iznosio 2 mL. Slijepa proba pnpena je na isti &a, ali se umjesto
ekstrakta dodavao jednak volumen (20 destilirane vode. Svi uzorci dobro su protreseni
Vorteksu (Vibromix 10, Tehtnica) i stavljeni na inladju u vodenu kupelj pri temperaturi
40 °C. Nakon 30 minuta uzorcima jeéitana apsorbancijadj na UV/VIS spektrofotometru
(UV-1700 Shimadzu, Japan) pri valnoj duljini 765 nimn.dobivenih apsorbancija preko
kalibracijske krivulje Elika 3.6) izratunane su koncentracije ukupnih polifenola i izr&an
ekvivalentima galne kiseline (GAEengl. Gallic Acid Equivalents koja je koriStena kao
standard, odnosno u mg/mL ekstrakta. Zbog lakSe usporedivosti dobivendzuitata
konane koncentracije pretanate su na suhu tvar uzorka @rRggs:), uzimaji u obzir
razrjeienje ekstrakta.

Za svaki pokus ekstrakcije koncentracija je ddrea u dva ponavljanja, a rezultati su

prikazani kao srednje vrijednosti.

0,8 -
C'=0,8383-A +0,0031
=0,999
~ 0,6 - p
£ |
w
5 04
(@]
é i
O 02 -
0,0 : : : : :
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
A, 765 nm

Slika 3.6. Primjer kalibracijske krivulje za odievanje ukupnih fenolnih tvari prema micro
Folin-Ciocalteuovoj metodi (galna kiselina korisage kao standard)
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3.3.6. Odredivanje ukupnih ekstraktibilnih proantocijanidina u

ekstraktima

Ukupni ekstraktibilni proantocijanidini (UPA) u eksktima sjemenki grafa odreeni su
spektrofotometrijskom metodom baziranoj na njihoxegkciji s otopinom kiselina-butanol
(Slika 3.7 ] 111, 117 .

Princip

U kiselom mediju proantocijanidini se depolimeripgirau butanolu uz nastajanje crveno

obojenih antocijanidina koji se mogu detektiralkspofotometrijski 79] .

HO O+ Ar
X
=
N OH
H,-¢
> R
_butanol 100 °C antocijanidin
HO O Ar
OH

Slika 3.7.Depolimerizacija proantocijanidina u kiselom mediji9]

Prinos i reproducibilnost ove reakcije ovisi o udjkiseline i vode, temperaturi i reakcijskom
vremenu te o prisustvu prijelaznih metala, kaostapnju polimerizacije proantocijanidina.
Zeljezo i ioni Zeljeza pokazali su se kao ®ajkovitiji katalizatori u reakcijama nastajanja

antocijanidina iz proantocijanidirje?] .
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Postupak

U 2 mL pripremljenog ekstrakta za analizpoglavlije 3.3.4. dodano je 20 mL otopine
Zeljezo(l)-sulfat-heptahidrata (pripremljena jeapanjem 77 mg FeSOHO u 500 mL
otopine kloridne kiseline : 1-butanol pomijeSanentjeru 2:3). Slijepa proba pripremljena je
na isti n&in kao i uzorci, ali je umjesto uzorka dodavan gdwolumen (2 mL) destilirane
vode. Nakon inkubacije uzoraka 15 minuta pri 950#Godenoj kupelji, uzorci su naglo
ohladeni i odmah analizirani mjerenjem apsorbancha fa valnoj duljini od 540 nm. Za
svaki uzorak rdena su dva paralelna ponavljanja. Iz dobivenih dgaswija @), masena
koncentracija ukupnih ekstraktibilnih proantociginea C'ypa, g/L) izra&unana je pomau
molarne mase cijanidinaM(= 287 g/mol) i koeficijenta molarne ekstinkcijejatiidina
(6=34700 L/(mol-cm)) prema sljeceEm izrazu:

AIM [DF
el

Clupa= (3.2)
gdje je:DF - faktor razrijéenija OF = 11; omjer ukupnog volumena reakcijske smjese za

odreaifivanje UPA (22 mL) i volumena ekstrakta (2 mlLl)},duljina optékog puta (1 cm).

Konane koncentracije ukupnih ekstraktibilnih proantagigina u ekstraktima pretanate su

na suhu tvar sjemenki gréd (mg/g.) uzimajwi u obzir razrj@enje ekstrakta.

3.3.7. Odredivanje flavan-3-ola, procijanidina i fenolnih kiselina u

ekstraktima

Odralivanje flavan-3-ola, procijanidina2B fenolnih kiselina provedeno je na degu za
tekwinsku kromatografiju visoke djelotvornosti - HPLC (\én, SAD) povezanom s IBM
kompjuterskom sustavom s instaliranim softwerom SEhromatography Workstation
(verzija 5.52) poméu kojeg su prikupljeni i obreeni podaci analiza. Fenolni spojevi
razdvojeni su reverzno-faznom HPLC metodoii3 primjenom 0,1%-tne fosforne kiseline
(HsPOy) kao mobilne faze A te 100%-tnog metanola kao nmebilaze B Tablica 3.2).
Spektar je sniman u podiu valnih duljina od 190 do 600 nm. Identifikacijadividualnih
fenolnih spojeva temeljila se na usporedbi vremeadrzavanja (retencijskog vremena)
razdvojenih spojeva s vremenom zadrZavanja staad@&disporedbom njihovih spektara.

p-hidroksibenzojeva kiselina detektirana je na valmuljini 260 nm, (+)-katehin,
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(-)-epikatehin, (-)-epikatehin galat, (-)-epigaltédain, (-)-galokatehin, procijanidin,B galna
kiselina na 280 nm, a kafeinsi@akumarinska i ferutina kiselina na 320 nm.

Tablica 3.2.Uvjeti HPLC metode za odtvanje flavanola i fenolnih kiselina

Kolona: OmniSpher C18 (unutarnjeg promjera 250 x 4.6 moypercestica

5 1m) zastéena pretkolonom (ChromSep 1 cm x 3 mm)

Detektor: PDA (ProStar 330)

Mobilna faza: A =0,1% HPO, B = 100% metanol
0 min 9%5% A 5%B

30 min 200 A 80%B

33 min 200 A 80%B

35 min 95% A 5%B

Protok: 0,8 mL/min
Temperatura: 20 °C
Volumen injektiranja: 20uL

Vrijeme uravnoteZenja kolone
izmedu analiza:

10 minuta

Kvantifikacija spojeva u ekstraktima provedena @mpcu kalibracijske krivulje (koja
prikazuje ovisnost povrSine pika o masenoj kon@aiir spoja) za svaki standard.
Kalibracijske krivulje bile su u rasponu koncentjackako slijedi: 1 -85 mg/L (galna i
kafeinska kiselina ), 1 - 100 mg/L ((+)-katehin)-¢pikatehin,p-hidroksibenzojva kiselina),
1-240 mg/L (ferubna i p-kumarinska kiselina), 1 - 40 mg/L ((-)-galokatehprocijanidin
B,, (-)-epikatehin galat, (-)-epigalokatehin) pfemu su razliite koncentracije standarda
pripremljene razri@ivanjem stock otopine standarda pa@manetanola HPLGistoce.

Masene koncentracije individualnih fenolnih tvari ekstraktima C'er wpic, MO/L)

prer&unate su na masu suhe tvari sjemenki dgdZrr Hpic, MY/G1) prema izrazu:

C _ CI'FT_HPLCW [100
IFT_HPLC — mu W
z. S.t.

(3.3)

gdje je:V - ukupni volumen ekstrakta sjemenki gtafL],
m,z. - masa sjemenki grda [g],

Ws.t.- udio suhe tvari u siemenkama gta4%o]
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Analiza svakog ekstrakta provedena je u dva paalgtmavljanja, a vrijednosti su prikazane
kao srednje vrijednosti.
U ovom radu pojam “ukupni fenolni spojevi odieei HPLC-om™ (UFT_HPLC) predstavlja

sumu odréenih koncentracija individualnih spojeva.

3.3.8. Odredivanje boje ekstrakata

Mjerenje boje ekstrakata sjemenki gtazdobivenih pri razéitim procesnim uvjetima
provedeno je pomtm kromametra Chroma Meter CR 400 (Konica Minoltapaig
koristenjem CIEL'a’ b  mjernog sustava za boje. Sustav se temelji nanezionalnom
prostoru boja$lika 3.8) koji opisuju tri koordinatne osi (parametri boje)

& a* - 0s obojenja s pozitivnim smjerom ka crvenojil{ejp*) i negativnim smjerom ka

komplementarnoj zelenoj bojig¥)

& b* - 0s obojenja s pozitivnim smjerom k zutoj beibf) i negativnim smjerom prema

komplementarnoj plavoj boji If*)

& L* - os svjetline — okomita je na oaf i b*, a ima vrijednost 0 za idealno crno tijelo

te vrijednost 100 za idealno bijelo tijelo

= /la'

=0

Slika 3.8.L*a*b* sustav boja (CIE 1976[)114]
Princip
Metoda se zasniva na mjerenju reflektirane svjgtlopovrsine osvijetlienog uzorka. Uzorak
se osvjetljava ponta pulsirajie ksenonske lampe koja baca difuzno svjetlo okom#o

povrSinu uzorka kroz otvor na mjernoj glavi kromaraga potom se reflektirana svjetlost

mjeri pomau Sest osjetljivih silikonskih fotelija.
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Postupak

Boja je odrdena u nerazrigenim ekstraktima dobivenim u prethodno opisanim
eksperimentalnim uvjetima. Odieni volumen ekstrakta (10 mL) otpipetiran je u peiu
zdjelicu visine 1 cm i stavljen u specijalnu komaa mjerenje boje praskastih materijala
(CR-A50) s otvorom kroz koji se mjerila boja eksteakZa svaki uzorak mjerenje parametara
boje, L*, a* i b* provedeno je u Sest ponavljanja te su biljezefiaome minimalne,
maksimalne i srednje vrijednosti, kao i standardievijacije vrijednosti svih mjerenja.
Neposredno prije svakog mjerenja instrument je baidgpomdu standardne bijele
keramtke platice (CR-A43). Prema izmjerenim parametrima baje @*, b*) izracunane su
vrijednosti za ton boje izrazen kao kut tona bbfg)(te za promjene svojstava boje ekstrakta
(AE*, AC* i AH*) u odnosu na ekstrakcijsko otapalo kako slijpéiz, 104, 108 115

119 :

ton boje, izraZzen kao kut bojeefigl.hue anglekoji predstavlja raspored boja po krugu boja

ho* = arctar{b—*j : (3.4)

a

Izrazava se u stupnjevima od 0° do 3608gqw3i od &*. Pri tome je 0° = crveno, 90° = Zuto,

180°= zeleno, 270° = plavo, 360°plavo-crveno. Kaditld ve je zamjetan ljudskom oku.

ukupna promjena boje ekstrakta (AE*)

AE* :\/(L* - L*O)2 +(a* —a;)2 +(b* -bg)2 (3.5)

gdje suL” a,b - parametri boje za ispitivane ekstrakte
Lo a0, b'o - parametri boje z&isto ekstrakcijsko otapalo

promjena kromati énosti boje (AC¥)
AC* =C* —-C, (3.6)

gdje je:C*- kromaticnost ekstrakta izeanana prema izrazg' = \/(a* )2 + (b* )2

C*o— kromattnostcistog ekstrakcijskog otapala iztmana prema izrazg, = (ag)2 + (b; )2

promjena tona boje QAH*)

an =y e P-(C -1 F -(ac f (3.7)
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3.3.9. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti ekstrakata

Antioksidacijska aktivnost ekstrakata sjemenki geobdreéiena je spektrofotometrijski
DPPH metodom. Ta metoda odabrana jeiunbrojnim drugim prisutnim u literaturi zbog
stabilnosti DPPH- radikdl®3] , jednostavnosti i brzine metode. Stabilnost DPPhkedal je
posljedica delokalizacije slobodnog elektrona prekele molekule, pricemu molekula ne

dimerizira, za razliku od véne drugih slobodnih radikafal17] .

Princip

Metoda se temelji na redukciji sint#tog 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (DPPH-)
otopljenog u alkoholnoj otopini u prisustvu antimkssa (AH) koji donira jedan atom vodika
i “hvata” slobodni DPPH- radikal pféemu nastaje neradikalski oblik DPPH-H i stabilizirani
fenoksi radikal (A-) kako slijeflil18 119 :

DPPHEAH — DPPH-H +A"

Pri redukciji DPPH- radikala u odienom vremenu dolazi do smanjenja apsorbancije
(mjerene pri 515 nm) reakcijske otopine zbog smgaj&oncentracije zaostalog slobodnog
DPPH- radikala, Sto secituje u promjeni ljubiaste boje otopine prema zutoj. Kuatia
inhibiranog DPPH- radikala dokazujecueili manju antioksidacijsku aktivnost ispitivanog

uzorka.

Postupak

U 0,1 mL alikvota razrij@enog ekstraktgppglavlje 3.3.4 sjemenki groda dodano je 3,9 mL
otopine DPPH- u 96%-tnom etanolu (0,026 mg DPPH-/Reakcijska otopina ostavljena je
na sobnoj temperaturi i tamnom mjestu 30 minutaagsdo 10, 30, 60 i 120 minuta zacsljp
kada je préena dinamika inhibicije DPPH-), nakéaga joj je spektrofotometrijski odtena
apsorbancijaAekst) pri valnoj duljini od 515 nm u odnosu na slijeprobu. Slijepa proba je
priredena na isti nén kao i ispitivani uzorci, samo je umjesto otopBPH- dodavan jednak
volumen ekstrakcijskog otapala (3,9 mL).

Otopina DPPH- koristena za odreanje antioksidacijske aktivnostiAf) pripremana je
uvijek svjeza neposredno prije pra@emja analiza te je upotrijebljena unutar 24 satadiu
mjerenjac¢uvala se na +4°C za&ina aluminijskom folijom), a njezina apsorbancéadpn)

ocitavala se pod istim uvjetima kao i uzorci u odnasuslijepu probu (0,1 mL otopine DPPH
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I 3,9 mL 96% etanola). Inhibicija DPPH- uslijed aksimlacijske aktivnostiAA) ispitivanih
ekstrakata izrgunana je u postotku (%) prema sljée® izrazy 119 :

% inhibicije DPPH{M} 100 (3.8)

PPH

Medutim, s obzirom na to da se za kompleksne sustawesto su biljni ekstrakti prepafuje
da se rezultati izrazite po masi materijalEl7] , postotak (%) inhibiranog DPPH- radikala je

prera&unat na masu inhibiranog DPPH izrazenu po masi sinesjemenki groZa odnosno:

AA= Thnoeer (g0 g ] (3.9)
1.

Za svaki ekstrakt antioksidacijska aktivnost je eddna u najmanje Sest paralelnih

ponavljanja, a rezultati su izraZzeni kao srednjgdnosti odrdivanja.

3.3.10. Matemati¢ko modeliranje kinetike kruto-teku ée ekstrakcije

fenolnih tvari iz sjemenki grozda

Za opisivanje kinetike kruto-teka ekstrakcije fenolnih tvari iz sjemenki gdazispitana
je primjenjivost modela koji predstavljaju analka rjeSenja drugog Fickova zakona difuzije
(2.13, 2.15-2.17), a uspjesSno su koriSteni za opige kinetike dehidratacije i rehidratacije

(Fickov, Pageov, Henderson-Pabisov i Pelegov m¢cgl) 36, 12(Q .

Pri tome je pretpostavljeno da se ekstrakcija adtviy sljedém uvjetima:
cestice sjemenki graa su sfernog oblika i ujedd@ne velkine,
deformacija uzorka je zanemariva,
glavni mehanizam prijenosa fenolnih tvari je difazi
nema interakcije izn# fenolnih tvari i drugih spojeva koji difundiraparalelno,

otpor prijenosu tvari kroz kruti materijal mozezsmemariti.
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Modeliranje kinetike ekstrakcije provedeno je nan@s eksperimentalnih podataka za
maseni udio ekstrahiranih ukupnih fenolnih tvaovisnosti o vremenu. Modeli su koristeni

u pojednostavijenom obliku te su prilaigmi eksperimentalnim uvjetima ovog rada, kako

slijedi:
o 6 n
modificirani Fickov Il model Curr (t) :? @x;{— ke [ ) (3.10)
Pageov model Cuerlt) = exp(— ke 0" ) (3.11)
modificirani Henderson-Pabisov model Curr (t) = aEaxr(— Ky 0" ) (3.12)
t
Pelegov model Currlt)=—— (3.13)

Ttk

gdje su:Cyer(t) - maseni udio fenolnih tvari u vremenu
ke , n — konstante modificiranog Fickova modela
ke n” - konstante Pageova modela
a, kyp, N’ - konstante modificiranog Henderson-Pabisova nadel
ki - Pelegova konstanta, u oblikikipredstavlja inicijalnu brzinu ekstrakcije= 0)

k. - Pelegova konstanta, u oblikikdpredstavlja doseg ekstrakcije (ravnoteznu
koncentraciju) u vremenu tf (- o)

Fickov i Henderson-Pabisov model u obliku navedemgmoglavlju 2.1.1.2.prema izrazima
(2.13) odnosno (2.16) nisu dobro aproksimirali eékspentalne podatke te su modificirani
uvodenjem dodatnog parametra Modificirani Henderson-Pabisov model predlozernzge
opisivanje kinetike suSenja i rehidratacije mrkvirumpira[ 121] , dok prema dostupnim
literaturnim podacima matemékti modeli u navedenom obliku (3.10-12) nisu komstea
opisivanje kruto-tekée ekstrakcije. Pelegov model (3.13) koriSten jeopssivanje kinetike
kruto-tekite ekstrakcije fenolnih tvari iz sjemenki gday 127 , te ekstrakcije rezinoida iz
Gospine traveHypericum perforatunh..) [ 123 .

Parametri ispitivanih matemakih modela izraunani su Quasi-Newton metodom nelinearne

regresije poméu programa Statistica (Statistica 7.1; StatSoft.,'SAD). Nakon Sto su
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odreieni parametri primijenjenih modela, ispitana jehajya funkcionalna ovisnost s
temperaturom.
UspjesSnost aproksimacije eksperimentalnih podatkstrakcije navedenim matemgdim

modelima procijenjena je na osnovi visSe statksii kriterija[ 24, 124 129 :

N
Z (C(t)prej - C(t)eksi )2
Koeficijent korelacije ) p=|1--3 (3.14)
El(c(t)d(si - C(t)ekssr)2
. N 2
Ukupno kvadratno odstupanje FL = Z(C(t)prei —C(t)eksi) (3.15)
i=
Srednje kvadratno odstupanje RMSE = \/% ngl(c;(t)pre’i - C(t)eks,i)z (3.16)
N N
Z (C(t)eksi - C(t)ekssr)2 - Z (C(t)prej - C(t)eksi )2
Efikasnost modela EF=4 N = (3.17)
E(C(t)eksi - C(t)ekssr)2
N 2
Reducirani chi-kvadrat 2 _ El(c(t)eksi _C(t)pre’i) (3.18)
X N-z
Clt). e —Clt), o
Srednja relativna pogreSka (%) P = 1OODE| ( )eks' ( )pre" | (3.19)
N i:l‘ C(t)eksi ‘

gdje su :

C(t)pre,i - modelom preddieni maseni udjeli fenolnih tvari

C(t)eks, i - €ksperimentalno odteni maseni udjeli fenolnih tvari

C(t)eks, s~ Srednje vrijednosti eksperimentalno atineih masenih udjela fenolnih tvari
N - broj eksperimentalnih podataka

Z - broj parametara modela

Aproksimacija podataka modelom je to bolja $to i nrijednostiy?, FL, RMSEiP (- 0
te viSe vrijednosti z@i EF (- 1).
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3.3.11. Odredivanje efektivnog koeficijenta difuzije fenolnih tvari iz

sjemenki groala

Odralivanje koeficijenta efektivne difuzijeDgs) fenolnih tvari u sjemenkama g
provedeno je iz eksperimentalnih podataka dobivprafenjem kinetike ekstrakcije, odnosno
promjene koncentracije fenolnih tvari u ekstrakjigkom odréenog vremena. Za odfiganje
Der koriStena je pojednostavljena jednadzba drugog ovigkzakona za sferne oblike

materijala (2.13) prevedena u linearni (polulogamski) oblik (3.20] 12Q :

_ G _(6)_[ D« [Z°
InY——C C(t) In(nzj (—rz Eﬂj (3.20)

Efektivni difuzijski koeficijent izrgunan je iz nagiba pravch)( koji prikazuje ovisnost o

vremenu ekstrakcije, kako slijedi :

k= efrz (3.21)
odnosno:
k (12
Dy = 7 (3.22)

gdje je: Y - bezdimenzionalna koncentracija fenolnih tvaekistraktu
C (t) — maseni udio fenolnih tvari u ekstraktu u vremnefmg/gs ]
C. - ravnotezni maseni udio fenolnih tvari u ekstuaft= c ) [mg/g; ]
Des - efektivni koeficijent difuzije [rA/s]

r . promjer prosjéne veltine cestice [m]

Procjena ravnoteznog stanja za rai eksperimentalne uvjete vrlo je vazna za opigwa
procesa difuzije, no ipak u mnogim bioloSkim sustav ona nije utvtenal 11] . U ovom
radu za izrazavanje bezdimenzionalne koncentrdeielnih tvari, kao ravnotezni maseni

udio uzet je udio fenolnih tvari u ekstraktima damim nakon 200 minuta ekstrakcije.
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Utjecaj temperature na efektivni koeficijent difigzprocijenjen je izréunavanjem energije
aktivacije iz linearnog oblika Arrheniusove jednbd42.19).

Nakon izr&unavanja efektivnog koeficijenta difuzije ispitarja njegova ovisnost o
procijenjenim parametrima ispitivanih matenikifhn modela (modificirani Fickov I,

modificirani Henderson-Pabisov, Pageov, Pelegov).

3.3.12. Statisticka obrada podataka

Za obradu svih eksperimentalnih podataka korisgenr&unalni programi Microsoft®
Office Excel 2003 i Statistica 7.1 (StatSoft, Irf®AD).
Statisttka zn&ajnost utjecaja procesnih parametara dimea ekstrakcije na ekstraktibilnost
fenolnih tvari, antioksidacijsku aktivnost i bojiustrakata procijenjena je analizom varijance
(ANOVA) uz primjenu viSefaktorijalnog testa sa &inim blok rasporedom, Duncanovim

post-hoctestom te t-testom.
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4. Rezultati

Prikaz rezultata rada podijeljen je u nekoliko oamb dijelova:

& odralivanje uzeg podrija eksperimentalnih uvjeta rada: izbor otapala, eraj

kruto-tekite, veltine cestica i vremena ekstrakcije ukupnih fenolnih tvarsjemenki

groAda,

odreiivanje utjecaja temperature ekstrakcije na ekgbikost fenolnih tvari iz sjemenki
grozta pr&enjem kinetike kruto-tekie ekstrakcije i odkvanjem koeficijenta efektivne

difuzije; ekstrakcija provdena uz korisStenje vodene kupelji;

usporedba rezultata dobivenih ekstrakcijom pémeodene kupelji i univerzalnog
sustava za ekstrakciju Bichi, te utjecaj supetkrdti ekstrakcije na ekstraktibilnost

fenolnih tvari;

odreiivanje utjecaja procesnih uvjeta idnmaa ekstrakcije na antioksidacijsku aktivnost
dobivenih ekstrakata te na njihovu boju; ispitiveikjorelacije izméu masenog udjela

fenolnih tvari i antioksidacijske aktivnosti odn@smasenog udjela fenolnih tvari i boje

ekstrakata sjemenki gréd.

4.1. RASPODJELA VELI CINE CESTICA | SUHA TVAR UZORAKA

Tablica 4.1. Raspodjela velina cestica u usitnjenim uzorcima ufi@na granlometrijskom

analizom i udio suhe tvari

Veli¢ina Udio ¢estica u uzorku [%]
cestica
(mm] Mix_ 03 FS 04 GS 04 PK 04 FK_ 04 FS 05 GS_ 05 GE_05 ZE_05
(> 0,630) 70,25 7150 70,48 72,48 69,66 6533 74,87 71,61 1072,
(0,500 - 0,630) 12,97 11,15 6,82 8,96 13,18 11,17 9,93 4,12 11,31
(0,400 - 0,500) 1,27 0,50 1,62 0,54 3,39 0,07 0,73 2,05 0,p4
(0,160 - 0,400) 15,28 16,84 21,08 18,02 23,66 23,35 14,47 22,23 361§,
(< 0,160) 0,23 - - - - 0,08 - - -
Udio suhe tvari [%]
91,59 91,39 91,16 90,95 90,92 91,12 89,64 90,39 089],
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4. Rezultati

S obzirom na to da je ponovljivost rezultata ekstija fenolnih tvari za najmanju ispitivanu
klasu ¢estica uzorka MIX_BG_03 bila najloSija, a za négéestice najbolja, te uzimajuu
obzir i kolicinu ekstrahiranih fenolnih tvar iz navedenih kl&satica, u daljnjim istrazivanjima
utjecaj procesnih uvjeta i tiaa ekstrakcije na ekstraktibilnost fenolnih tvamaten je na
¢esticama manjim od 0,63 mm dok sue€estice odb&ne. Stoga je i unutaestica klase
(< 0,63 mm) odréena raspodjela velina ¢estica kao i prosfma veltina ¢estica navedene klase
(Tablica 4.2., Slika 4.1.

Tablica 4.2 Raspodjela vetina cestica za svéestice (< 0,63) mm i progjea veltina ¢estica
ispitivanim uzorcima utviena granulometrijskom analizom

Veli¢ina &estica Udio ¢estica u uzorku [%]

[mm] Mix 03 FS 04 GS 04 PK_ 04 FK 04 FS 05 GS 05 GE 05 ZE_05
(0,500 - 0,630)] 43,60 39,14 550 32,57 4343 32,22 3951 1450 24,5
(0,400 - 0,500)| 4,27 1,76 23,10 1,98 11,18 020 2,90 7,21 05
(0,160 -0,400)| 51,36 59,10 71,40 6546 77,97 67,35 57,59 78,29 635§

(< 0,160) 0,77 . ; ; . 0,23 ; ; ;

Prosjecna veli¢ina ¢estica uzoraka [mm]
0,57 0,57 0,52 0,56 0,49 0,56 0,57 0,41 0,37

Prosj&éna veltina ¢estica svakog uzorka odiena je grafiki iz integralne granulometrijske
krivulje, koja prikazuje koliki bi udiocestica od prisutnih u uzorku proSao kroZce sita
odreienog promjera (kumulativni prolagestica). Velkkina otvora sita kroz koje prolazi 80%

cestica predstavlja ujedno i pro&je velkinu ¢estica uzorka.

FS 05 —--—80%

ZE 05
100

&0 - A —]
"
"
"
40 - 0
1
1

20

kumulativni prolaz [%]

0 1 ; 1 ; S
0 0,2 04 0,6
veli €ina €estica [mm]

Slika 4.1.Primjer odrdivanja prosjéne veltine ¢estica iz integralne granulometrijske krivulje
na sjemenkama gréd FS_05i ZE_05
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4. Rezultati

4.2. UTJECAJ OTAPALA, OMJERA KRUTO-TEKU CE, VELICINE
CESTICA | VREMENA EKSTRAKCIJE NA EKSTRAKTIBILNOST
UKUPNIH FENOLNIH TVARI IZ SJEMENKI GROZ DA

U ovom djelu su prikazani rezultati ekstrakcije pkinh fenolnih tvari (UFT) iz sjemenki
mjeSavine bijelih sorti grala s podrdja slatinskog vinogorja, berba 2003. godine (MixB3)
za:

< razlicita otapala: voda i vodene otopine etanola (50,968%0),
razlicite omjere kruto-tektée: (10, 20, 30 i 40 mL/g),

q

& razlicite velicine cestica:

- usitnjene i neklasirane

- usitnjene i klasirane - (> 0,63) mm#4(00,63) mm, (0,16 - 0,4) mm, (< 0,16) mm,
< razlicito vrijeme ekstrakcije (10-200 minuta).

S obzirom na to da se 50% - tni etanol pokazaoneainkovitije ispitivano otapalo, ponéo
kojeg je ekstrahirano 30,24 @g/gs: ukupnih fenolnih tvari, €inkovitost U) svih otapala
prikazana je u odnosu na 50%-tni etar®lika 4.2) te je izraZzena u postocima (%) prema izrazu
(4.1):

_ udiofenolnihtvari ekstrahiraih otapalom 100 41
udiofenolnihtvari ekstrahiraih 50%-— tnim etanolom (4.1)
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4. Rezultati

MixBG_03; UFT

100+
80—/
g 60 /
-]
a0t |
0
50% 70%
etanol etanol

96% voda
etanol

Slika 4.2. U¢inkovitost U, %) razltitih otapala u ekstrakciji ukupnih fenolnih tvatUgT)

ekstrahiranih pri temperaturi 80 °C i omjeru
sjemenki groda MixBG_03 nakon 120 minuta

B25C O40T 50C @60C ®@E70C m80T
35
30 -
25 -
20 -

MixBG_03

C urt [Mg GaE /Ost]

kriwdece 40 mL/g iz usitnjenih i neklasiranih
ekstrakcije

Tablica 4.3. Statisttka zn&ajnost utjecaja
omjera kruto-tekée i temperature ekstrakcije
na ekstraktibilnost ukupnih fenolnih tvari iz
sjemenki groda MixBG_03 prema shiajnom

blok rasporedu (ANOVA) za dvofaktorijalni

15 pokus (4 x 6)
10 :
) Izvori Statisti¢ka
o varijabilnosti znagajnost
10 20 30 40 Ponavljanja ns
KT [mUg] Temperatura ekstrakci -
Slika 4.3 Ekstraktibilnost ukupnih fenolnih Omier krutot k(l,g)
tvari (UFT) iz neklasiranih usitnjenih sjemenki rjer kruto E(EKL/{“;.')E o
> i & i 0/ -
grozda MixBG_03 uz koriStenje 50%-tnog Interakcija @ x K/T) .

etanola pri razéitim omjerima kruto-tekte

"nije statistiki zna‘ajno

(K/T) i razlicitim temperaturama ekstrakcijes«siatisticki znazajno uz p = 0,01

tijekom 120 minuta
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4. Rezultati

¢ (>0,63) mm A (0,63 -0,4) mm
90 - ® (0,4-0,16) mm X (<0,16) mm
NK
g
< 60 | x X x x X
w X X X °
g *... e © o o © o O
E, o
~ 30 -
5 A ¢ & & ¢
3 N ¢ & 4
OB MKBGO3
0 30 60 90 120 150 180 210
t [min]

Slika 4.4.Utjecaj veltine cestica i vremena ekstrakcij§ fa ekstraktibilnost ukupnih fenolnih
tvari (UFT) iz sjemenki grala MixBG_03 poméu 50%-tnog etanola pri temperaturi
ekstrakcije80 °C i omjeru kruto-tekie 40 mL/g (klase valina cestica: |- (>0,63) mm,
II- (0,63 -0,4) mm, Ill - (0,4 - 0,16) mm; IV <(0,16) mm, NK - neklasirane sjemenke)

Tablica 4.4.Statisttka zn&ajnost (ANOVA) utjecaja vetine cestica na ekstrakciju ukupnih
fenolnih tvari iz sjemenki graa (a) i usporedba srednjih vrijednosti masenogladj&upnih
fenolnih tvari (UFT) u ispitivanim klasaméestica Duncanovinpost-hoctestom (b) nakon

ekstrakcije 120 minuta

() (b)
Izvori | Statisti¢ka Curt? klasa velkine ¢estica
varijabilnosti | zna¢ajnost [Mgoac /Gs.] a b c d
Ponavljanja ns 2178 |
Velicinacesticg * 24 54 I
"nije statistéki znaajno 30,24 NK
it _
statisticki znafajno uz p = 0,01 51,71 1
61,99 v

& srednja vrijednost masenog udjela UFT
slova ozndavaju statistki razlicite grupe podataka uz p = 0,05
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4. Rezultati

4.3. KINETIKA KRUTO-TEKU CE EKSTRAKCIJE | EFEKTIVNI
KOEFICIJENT DIFUZIJE FENOLNIH TVARI 1Z SJEMENKI
GROZDPA

Kinetika kruto-tekide ekstrakcije i efektivni koeficijent difuzije felmh tvari pra&eni su na
sjemenkama graa sorte frankovka s podfja slatinskog vinogorja, berba 2005. godine
(FS_05). Koristene su sjemenke gtaznanje od 0,63 mriija je prosjéna veltina bila 0,56
mm, a ekstrakcija fenolnih tvari provedena je ugematurnom podiju 25-80 °C u vodenoj
kupelji (VK).

Rezultati utjecaja temperature ekstrakcije na ekstrilnost fenolnih tvari prikazani su nadma

da su najprije prikazani eksperimentalni podagiotom i rezultati njihove obrade kako slijedi:

# kinetika ekstrakcije ukupnih fenolnih tvari

eksperimentalni podaci

aproksimacija eksperimentalnih podataka mateikiati modelima

utjecaj temperature na ekstraktibilnost fenolnilarivodnosno na procijenjene

parametre matemakih modela

odredivanje efektivnog koeficijenta difuzije

& Kkinetika ekstrakcije individualnih fenolnih tvar(H)-katehina, (-)-epikatehina, galne
kiseline i procijanidina B
- eksperimentalni podaci
- utvrdivanje ovisnosti udjela individualnih o udjelu ukulp fenolnih tvari

- odraiivanje efektivnog koeficijenta difuzije

& utjecaj temperature na ekstraktibilnost ukupnihaptocijanidina u ekstraktima sjemenki
grozda
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4. Rezultati

4.3.1. Modeliranje kinetike kruto-teku

iz sjemenki groz da

¢e ekstrakcije ukupnih fenolnih tvari

¢ 25C x 40T 50C ¢60C O70C o80T
150 -
— ) o
4 120 - o © o o g
D
< logg e 8 9
S 90 7@ %
g 2exx x X X N
T 60 ,%00 ¢ & 0
=) i
© 301
] UE: VK, 50% etanol
0 ‘u T T T T T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180 210
t [min]

Slika 4.5 Ovisnost masenog udjela ukupnih fenolnih tv&j«) u ekstraktima sjemenki gréa

FS 05 o vremenu t)( kruto-tekie ekstrakcije za

(eksperimentalni podaci)

razite

temperature ekstrakcije

¢ 25C  x40T 50C <¢60C O70C o 80T ¢ 25C X% 40T 50C <¢60C 0O70C o80T
150 150
—7;' 120 'Ta 120
o 2
5 90 5 90
g g
‘—E' 60 '—L_L' 60
=) D
O 30 O 130
1 mod. Fick Il UE: VK, 50% etanol Imod. Henderson-Pabis; UE VK, 50% etanol
O {} T T T T T T T T T T T T 1 O {} T T T T T T T T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180 210 0 30 60 90 120 150 180 210
t [min] t [min]
& 25C x 40T 50C ¢60C 0O70C o0 80T & 25C x 40T 50C ¢©60C 0O70C o0 80T
150 150 -
il )
2 D g
w w
5 90 g 90 » X
(@] (@] o Y
E 60 E 60 *
s s
D D
O 30 4 O 30 -
i . 9 ] Peleg UE VK, 50% etanol
0 & | | ‘Pa‘ge‘ ‘UE‘VK‘,SQ/ofeta‘nol‘ 0 & ‘ . g EVK. % tanol
0 30 60 90 120 150 180 210 0 30 60 90 120 150 180 210
t [min] t [min]

Slika 4.6.0visnost masenog udjela ukupnih fenolnih tv&xigr) u ekstraktima sjemenki gréa

FS 05 o vremenu t)( kruto-tekiée ekstrakcije za

razite

temperature ekstrakcije

(simboli - eksperimentalni podaci, linije - apraksicijske krivulje prema razitim modelima )
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4. Rezultati

Rezultati primjene matematickih modela

Tablica 4.5.Procijenjeni parametri primijenjenih matent&th modela za opisivanje kinetike
kruto-tekite ekstrakcije ukupnih fenolnih tvari iz sjemenkofta FS_05 sa 50%-tnim etanolom
u vodenoj kupelji

Temperatura
ekstrakcije 25 40 50 60 70 80
[°C]
Ke 4,4002 4,5314 4,6192 4,6741 4,7606 4,8568
modificirani Fick Il
n 0,0145 0,0148 0,0179 0,0212 0,0191 0,0186
a 0,2400 0,3034 0,2858 0,1914 0,1624 0,0820
modificirani
. Knp 5,3287 5,2256 5,3727 5,8271 6,0782 6,8576
Henderson-Pabis
n' 0,0120 0,0129 0,0155 0,0173 0,0151 0,0134
Kp 3,9031 4,0343 4,1225 4,1779 4,2641 4,3602
Page
n" 0,0162 0,0165 0,0199 0,0235 0,0211 0,0206
K1 0,0210 0,0187 0,0222 0,0268 0,0220 0,0195
Peleg
ko 0,0150 0,0129 0,0109 0,0094 0,0090 0,0082

Aproksimacijske krivulje $lika 4.6) odabranih modela (modificirani Fick I, modifiami
Henderson-Pabis, Page, Peleg) pokazale su da se dlaiu s eksperimentalnim podacima
kruto-tekite ekstrakcije fenolnih tvari iz sjemenki gdaz Meiutim, analizom izré&unanih
statistEkih kriterija uspjeSnosti aproksimacijglika 4.7., Tablica 4.§.utvrdeno je da je Pelegov
model u odnosu na ostala tri eksponencijalna mods@ vee vrijednosti za srednju relativnu
pogreSku aproksimacije eksperimentalnin podataka% ukupno (FL) i srednje (RMSE)
odstupanje eksperimentalnih od iraanih podatka te reduciractii-kvadrat ().
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4. Rezultati

Statisti’ki pokazatelji uspjeSnosti aproksimacije eksperinanih podataka matematkim

modelima
B mod.Fick Il mod.Henderson-Pabis Page Peleg mod._Fick I mod. Henderson-Pabis Page Peleg
1,0 1 R MEE FVERm 5 250 i -
08 - 200 - %
06 . 150 -
Q- T 1
04 - 100 - ; : %
0,2 - 50 T za é E . |
0,0 0 2l PP
25 40 50 60 70 80 25 40 50 60 70 80
9 [C] g [C]
mod._Fick I mod. Henderson-Pabis Page @ Peleg mod.Fick |l mod.Henderson-Pabis Page Peleg
5 30 -
. = 7 =
4 ~ 25 1 ]
w 1 % 20 ~
) 34 e i
s N 15
ad B
21 10 - -
1 % 1
1 7 5 - é
] f ] / _
0 ? 0 "é T zﬂ E T g
T T
70 80 25 40 50 60 70 80
g [T]
mod.Fick |l mod.Henderson-Pabis Page Peleg mod.Fick |l mod.Henderson-Pabis Page Peleg
e m > B B 41 _
i B _ -
0,8 — 3 }
0,6 - '\g| b
. a2 ;;f
04 - e o
1 ]
i 7 A7
0.2 . 1
] 0 n
0,0 A ‘ 0 LAY i
25 40 50 60 70 80 25 50 60 70 80
9 [C] g [T]

Slika 4.7. Koeficijent korelacije f), ukupno kvadratno odstupanje (FL), srednje kvadra

odstupanje (RMSE), reducirachi-kvadrat °), efikasnost odabranih modela (EF) i srednja

relativna pogreska (P, %) aproksimacije eksperialaift podataka kruto-teke ekstrakcije
fenolnih tvari iz sjemenki graa (FS_05) s odabranim modelima za «@idi temperature

ekstrakcije
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4. Rezultati

Tablica 4.6. p-vrijednosti odrdene prema Duncanovpost-hoctestu kao pokazatelji razlike
izmedu svih statistikin kriterija (za sve modele i temperature) usppssin aproksimacije
eksperimentalnih podatka

p — vrijednost (p < 0,0500 statistki znatajno)
MODEL
mod. Fick mod. HP Page Peleg
modificirani Fick Il X 0,9478 0,8978 0,0027
modificirani Henderson-Pabis 0,9478 X 0,9421 0,0027
Page 0,8978 0,9421 X 0,0024
Peleg 0,0027 0,0027 0,0024 X

4.3.1.1. Utjecaj temperature kruto-tekuée ekstrakcije na procijenjene parametre

matemati¢kih modela

& mod.Fick ® mod. Hend -Pabi A Pag
mo 8|c7 mod. Henderson is ge 60 - ® 1/kl & 1/k2 140
] ° H
—_ i ¢ + 120
— | " £ >0 e e o & [
&6 - [ 1S 1 - 100—=
£ = 40 - * = >
o L] ] L ] ° S
S E 1 * * 2 B 80 w
. L . s & ¢ T A o 30 ¢ 5
£ @ 44 4 A A A 3 1 e I =)
B 4 \9 i g: 20 ) - 60 £
- w = | r o~
~ g 2 < ] - 40 3
£ | = 10 L 20
FS_05 : Peleg FS 05 |
0 T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T T T 0
20 30 40 50 60 70 80 90 20 30 40 50 60 70 80 90
2 [C] J [C]

Slika 4.8. Utjecaj temperatures]) ekstrakcije na Slika 4.9. Utjecaj temperature]) ekstrakcije na
parametre svih primijenjenih eksponencijalniteciprane vrijednosti parametara kI/ 1k)
modela kg, kyp kp), koji u sebi sadrze dimenzijuneeksponencijalnog Pelegova modela

vremena

& mod. Fick B mod. Henderson-Pabis A Page 04 # mod. Henderson-Pabis
0,025 -
a 1 FS_05
] ¢ A < 0,3 - °
0,020 : . . £ *
A - o 1 e
| ] %
- 0,015 . : - s S 02 - .
- [ ] w *
= 0010 - 3 ]
g 01 -
0,005 = .
FS_05 1
01000 T T T T T T 1 010 T T T T T T 1
20 30 40 50 60 70 80 90 20 30 40 50 60 70 80 90
9 [T g [T]

Slika 4.10.Utjecaj temperatures]) ekstrakcije na Slika 4.11. Utjecaj temperature) ekstrakcije na
bezdimenzionalne n{ n', n") parametre svih parametara modificiranog Henderson-Pabisova
primijenjenih eksponencijalnih modela modela
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4. Rezultati

Tablica 4.7. Funkcionalne ovisnosti parametara primijenjenog iffmcnog Fickova,
modificiranog Henderson-Pabisova i Pageova modetantperaturi kruto-tekie ekstrakcije
provedene u vodenoj kupelji za uzorak FS_05 i kgefit korelacijg0)

Matematicki model p

ke =0,0081F +4,2027 | 0,9980
modificirani Fick Il
n=0,0055%%°8 0,8226

Kup = 44770exp* %% | 0,8979
modificirani Henderson-Pabis | n = 0,0069°8%3 0,5882

a=05560exp 2%1°% | 0,8087

ko =0,0081% +3,7054 | 0,9981
Page
n =0,00657°2%81! 0,8133

S obzirom na to da nije vidljiva jasna funkcionalo@snost Pelegove konstantekg)/ koja
predstavlja inicijalnu brzinu ekstrakcije, o temgueiri ekstrakcije $lika 4.9) te da je navedeni
model najlosije aproksimirao eksperimentalne poeladialje su razmatrani samo eksponencijalni
modeli. Nakon Sto su ut#ene funkcionalne ovisnosti parametara eksponentijainodela
(modificirani Fick IlI, modificirani Henderson-Pabi®age) o temperaturi u obliku jednadzbi
(Tablica 4.7), iste su uvrStene u izraze za ispitivane matekmatnodele (3.10-12), ptiemu su
dobivene slozenije jednadzb&aplica 4.8). Numertko rjeSavanje takvih jednadzbi daje
moguenost simulacije procesa kruto-teleu ekstrakcije fenolnih tvari iz sjemenki gdaZ (za
cestice manje od 0,63 mm) za aikao Sire podrtje temperature i vrijeme ekstrakcije od
ispitivanih. UvrStavanjem oddene temperature ekstrakcije u dobivene jednadzbgudage
izravno predvidjeti udio ekstrahiranih fenolnih tive odreienom vremenu ekstrakcije, Sto je i
prikazano naSlici 4.12. ili brzinu ekstrakcije. Eksperimentalni podaci su uspédeai s
odgovarajdim vrijednostima procijenjenim pondo simulacijskih jednadzbi te je na osnovi
odreienih statistikih kriterija (Slika 4.13) utvrdeno da je, ofenito gledajdi, Pageov model
najprikladniji za modeliranje i simulaciju krutokigce ekstrakcije. Stoga je brzina ekstrakcije pri
razlicitim temperaturama prikazana simulacijskim krivolga prema Pageovu model6lika

4.14), a prema izrazu koji predstavlja prvu deriva&jageova modela (3.11) kako slijedi:

% —k, o ) @xp(kp [ﬂ“") 4.2)
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4. Rezultati

Tablica 4.8. Matemattki izrazi koji omoguéuju procjenu masenog udjela ukupnih fenolnih tvari
(Curr) u ekstraktima sjemenki gréd (simulaciju procesa) pri odienoj temperaturi f) i
vremenu {) kruto-tekite ekstrakcije provedene uz primjenu vodene kupelji
Matematicki
model

modificirani Corr (t):[ij @x;{(O,OOSlEB+4,2027)Eﬂ(°’00530’2928)}

Fick II T
modificirani
01863
Henderson- | Cue (t) = [0556[exy(-0,0195)] @XF{(4,477@X|:(0,004659)) [ﬂ(o,ooegzy )}
Pabis
0,2811
Page CUFT(t)=exp{(o,oosw+3,7o54)[ﬂ(°'°°6“ )}
—-—--19C 35C 50C
—-—--65T 70C —-—--83C
150 -
—~ 120 I =
> i - - Ry
o (@]
£ £
m I
=) =)
O O
0 | mod. Fick Il; UE VK, 50% etanol 0 I mod. Henderson-Pabis; UE: VK, 50% etanol
0 30 60 90 120 150 180 210 0O 30 60 90 120 150 180 210
t [min] t [min]
w
5
[@)]
£
iy
o)
O
0 Page; UE VK, 50% etanol
T T T T T T T T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180 210
t [min]

Slika 4.12. Ovisnost masenog udjela ukupnih fenolnih tv&id) ekstrahiranih iz sjemenki
grozda FS_05 o vremenu)(ekstrakcije za razlite temperature (simulacijske krivulje prema
primijenjenim  eksponencijalnim modelima: isprekidan linije - proizvoljno  odabrane
temperature, pune linije - temperature na kojimarg@/edena ekstrakcija)
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4. Rezultati

Statisti¢ki pokazatelji slaganja eksperimentalnih i simulagjom procijenjenih podataka
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Slika 4.13. Koeficijent korelacije §), ukupno kvadratno odstupanje (FL), srednje kvira

odstupanje (RMSE), reducirachi-kvadrat (°), efikasnost odabranih modela (EF) i srednja
relativna pogreska (P, %) slaganja eksperimentalsiitmulacijom (prema odabranim modelima)

procijenjenog masenog udjela ekstrahiranih fenolvéiri iz sjemenki grafa (FS_05) za
razlicite temperature ekstrakcije
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4. Rezultati

—-—-—-45C 50 T —-—-=-56<T
12 -
Page; UE VK, 50%-tni etanol
N
T 9N
4 E |
5 = \
E & 64 1\
> = ] ~\
(@] w
T 3 g AN
0 ‘ — = ?"“- ———— —————
60 70 80 90 100

Curr[Mg gae /9st. ]

Slika 4.14 Ovisnost brzine ekstrakcije ukupnih fenolnih tv@Cyer/dt) iz sjemenki groda
FS_05 o masenom udjelu ukupnih fenolnih tv&ig) za razl€ite temperature (simulacijske
krivulje prema Pageovu modelu: isprekidane linipgeizvoljno odabrane temperature, puna
linija - temperatura na kojoj je provedena ekstijakc
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4. Rezultati

4.3.1.2. Odredivanje efektivnog koeficijenta difuzije (Der) ukupnih fenolnih tvari iz

sjemenki groala tijekom procesa kruto-tekuce ekstrakcije
Ovisnost Ity o vremenu ekstrakcijet)(za razltite temperature prikazana je pravcima te je
uoéeno postojanje tri perioda ekstrakcije: inicijalbizi i spori Slika 4.15. Iz nagiba pravaca

(k) izracunat je efektivni koeficijent difuzije prema izraZ8.21, 3.22) za brzi i spori period

ekstrakcije Tablica 4.9).

25<C 40 C
0,9 1,2 4
_ 0,9 -
0,6 /%'.6391 y =0,0014x +0,7527
' p =0.9768 ] =0,9916
Z | vy =0,0043x + 0,538 > 06 {° vy =00071x +0,6395 p =5
= p =0,9978 = p =0,9942
0,3 - S
inicijalni period 0,3 inicijalni period
& brziperiod & brziperiod
®  sporiperiod B sporiperiod
010 T T T T T T T T T 1 0,0 T T T T T p\ \p T T 1
0 30 60 90 120 150 180 210 0 30 60 90 120 150 180 210
t [min] t [min]
50 C
15 24 - 60 C
1,2 - i
| y =0,0022x + 0,9864 18
=0.9932 B y =0,0028x + 1,3729
> 0.9 _ P >12 ] p =0,9631
c [ Y= 00101x+0,7455 = y =0,0155x + 0,8131
= 0,6 - p =0,9897 ] p =0,9967 -
1 inicijalni period 0,6 inicijalni period
0.3 1 & brziperiod & Dbrziperiod
] nar B spori period
0.0 ®  sporiperiod 0,0 ‘ ‘ ‘ B
0 30 60 90 120 150 180 210 0 30 60 90 120 150 180 210
t [min] t [min]
80 C inicijalni period
24 T 6 & brziperiod
o ] ®  sporiperiod
i 1 ]
1,8 - y =0,0047x +1,3744
] p =0,9963 41
>
~1.2 4 Ay =00202x +0,8908 AR = y =0,0168x +1,1926
- p =0,9974 o 2 " p =0,9704
inicijalni period
0.6 1 & Dbrziperiod y =0,0325x +1,0118
] ®  spori period 0 p =0,9780
010 T T T T T T T 1 ‘ ‘ ! ! ! ! ! !
0 30 60 90 120 150 180 210 0 30 60 90 120 150 180 210
t [min] t [min]

Slika 4.15 Dijagrami ovisnosti IN (bezdimenzionalna koncentracija fenolnih tvarjyremenu
(t) ekstrakcije za razlite temperature ekstrakcije: inicijalni, brzi i spgeriod ekstrakcije
ukupnih fenolnih tvari iz sjemenki gréd FS_05 sa 50%-tnim etanolom u vodenoj kupelji
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4. Rezultati

Tablica 4.9 Izra&tunane vrijednosti efektivnih koeficijenata difuzii®es) za brzi i spori period
kruto-tekite ekstrakcije ukupnih fenolnih tvari iz sjemenkofita FS_05 sa 50%-tnim etanolom u

vodenoj kupelji za razlite temperature ekstrakcijef

81°C] 25 40 50 60 70 80
k brzi period 0,0043 0,0071 010110 0’0155 0'0202 0’0325
K spori period 0,0008 0,0014 0,0023 0,0028 0,0047 0,016%
Def brai perioa* 107
ef_brzi period 0,34 0,56 0,87 1,23 1,60 2,58
[m?/min]
Det_spori perioar 10"
ef_spori period 0,06 0,11 0,18 0,22 0,37 1,33
[m?/min]
Def sr'lOLO
. 0,20 0,34 0,53 0,73 0,99 1,96
[m/min]

Utjecaj temperature na koeficijent efektivne difeizprocijenjen je na osnovi linearnog

oblika Arrheniusove (2.19.) jednadzbe iz kojegaizetunana i energija aktivacije ukupnih

fenolnih tvari iz sjemenki gra# za brzi i spori period ekstrakcije .

UT-10°[1/K]

3.4

m spori period; Ea = 43,46 kJ/mol

2,8 3 3,2
2 | | ]
1 y =-3,8045x + 12,151
- p =-099
a 04
<4
2
y =-5,2269x + 15,062
-3 4 p =-0,947
] & brzi period; Ea = 31,63 kJ/mol

& mod. Fick I mod. Henderson-Pabis A Page
8 -
< 6
o _
@ ) D GEEt 4 A —
2 45 Ak » =0,9080
w
C3
X 5 2 |
E |
0 T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
D ¢ 10" [m?/min]

Slika 4.16 Utjecaj temperature kruto-teé® Slika 4.17.Slaganje prosjfmih vrijednostiDes
ekstrakcije na koeficijent efektivne difuzijea spori i brzi period ekstrakcije fenolnih tvari
ukupnih fenolnih tvari iz sjemenki gréd iz sjemenki groda FS_05, sa procijenjenim

FS_05

konstantama matemaitih modela
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4. Rezultati

4.3.2. Kinetika kruto-teku ¢e ekstrakcije individualnih fenolnih tvari iz

sjemenki groala

Ekstrakti sjemenki grafa dobiveni pri raztiitim procesnim uvjetima (vrijeme, temperatura)
analizirani su HPLC-om da bi se utvrdio utjecaj edenih procesnih parametara na
ekstraktibilnost individualnih fenolnih tvari karkisticnin za sjemenke grda. Ekstrakti su
ispitani na sadrzaj fenolnih kiselina (4 - hidrddemzojeva kiselinap-kumarinska kiselina,
ferulicna kiselina, kafeinska kiselina, galna kiseline)flavan-3-ola ((+)-katehin, (-)-epikatehin,
(-)-epikatehin galat, (-)-epigalokatehin, (-)-gadt&hin) i procijanidina B Od navedenih spojeva
identificirani su i kvantificirani galna kiseling;+)-katehin, (-)-epikatehin, (-)-epikatehin galat,
(-)-galokatehin i procijanidin B dok ostali spojevi nisu detektirani u ekstraktid@bivenim u
eksperimentalnim uvjetima. Svi kromatogrami is@tith ekstrakata te standarda, kao i spektri
standarda, nalaze séPulozima.

lako su (-)-epikatehin galat i (-)-galokatehin ntlécirani u ispitivanim ekstraktima,
kvantificirani su u malim koncentracijama/tragovirfiablica 4.10) i nije uaien jasan utjecaj
temperature i vremena ekstrakcije na njihovu eksbinost. Stogace u daljnjem razmatranju
biti obuhva&eni spojevi koji su kvantificirani u ekstraktima wuetim koncentracijama
((+)-katehin, (-)-epikatehin, procijanidin B2 i gal kiselina).

Tablica 4.10.Maseni udio (-)-epikatehin galata i (-)-galokatehinekstraktima sjemenki grieg
FS_05 dobivenim pri razilitim temperaturama ekstrakcij&)( neovisno o vremenu ekstrakcije
(10 - 200 minuta)

3[°C] 25 40 50 60 70 80

(-)-epikatehin galat
[Ma/gs.]
(-)-galokatehin
[Ma/gs.]

0,01-0,04 0,07-0,16 0,01-0,02 0,02-0,10 46,0014 0,03 -0,09

0,00 0,28-2,02 0,00-0,88 0,0-0,27 0,00-0,28,00-0,24
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4. Rezultati

¢ 25T X 40T 50C ¢60C O70C 080T
8 -
8 -
° : y =0,4061e 0020% *
. . — 6- p =0966 &
o 8 °
= o
£ 4- ) ° R o E %47
R=A o o> -
=
5218 ¢ o
®) B _
% @ $ 4 *
0 T T T T T T T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T T ]
0 30 60 90 120 150 180 210 40 60 80 100 120 140
t [min] C urr_rc MY gae /9st]

Slika 4.18. Maseni udio (+)-katehinaCir) u Slika 4.19. Korelacija masenog udjela

ekstraktima sjemenki grda FS_05 u ovisnosti(+)-katehina Cgr) odreienog HPLC-om i

o vremenu t) kruto-tekiée ekstrakcije zamasenog udjela ukupnih fenolnih tvari

razlicite temperature ekstrakcije odreienog spektrofotometrijski Qurer F) U
ekstraktima dobivenim pri razitom vremenu
(20, 30, 60, 120, 200 minuta) i temperaturi
ekstrakcije (25 — 80 °C)

¢ 25C X% 40T 50C ¢©60C DO70C o0 80T
6 o ® y =0,13350028% ¢
T le) 'T
%] @ 4 |
2 4 o R
> o O o g8 g
= o o o £
ﬁ 2 - [o) P ] 2
o @ 4 X * o
Te & o ¢
0 T T T T T T T T T T T T 1 0 . ; . ; . ; . ; . ‘
0 30 60 90 120 150 180 210 40 60 80 100 120 140
t [min] Curr re MY gpe /951 ]

Slika 4.20.Maseni udio (-)-epikatehinaCfxr) Slika 4.21. Korelaciia masenog udjela
u ekstraktima sjemenki gréd FS_05 u (-)-epikatehina Cexr) odreienog HPLC-om i
ovisnosti o vremenu t) kruto-tekiée masenog udjela ukupnih fenolnih tvari

ekstrakcije za raalite temperature ekstrakcije odraienog spektrofotometrijski Guer r@ U
ekstraktima dobivenim pri razitom vremenu

(20, 30, 60, 120, 200 minuta) i temperaturi
ekstrakcije (25 — 80 °C)
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4. Rezultati

& 25C X40<T 50C ¢©60TC O70C o80T 15
= - *
15 | y =0,0119x - 0,2484 .
] o
u}
J o —
— 1.2 1 g o o 3 1,0 -
(@] fod =
= i X (o))
g 0,9 1 g £ J
~ i ° * 2
5 0615 ¢ 4 ¥ S 05
O 4
0,3 4
0,0 T T T T T T T T T T T T T 1 0,0 T T T T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180 210 40 60 80 100 120 140
t [min] C urt Fc MY gae /051 ]

Slika 4.22 Maseni udio procijanidina B(Cgz) Slika 4.23. Korelacija masenog udjela

u ekstraktima sjemenki gréa FS 05 u procijanidina B (Cgy) odretenog HPLC-om i

ovisnosti o vremenu tY kruto-tekée masenog udjela ukupnih fenolnih tvari

ekstrakcije za razlite temperature ekstrakcije odraienog spektrofotometrijski Guer g U
ekstraktima dobivenim pri razltom vremenu
(10, 30, 60, 120, 200 minuta) i temperaturi
ekstrakcije (25 — 80 °C)

¢ 25C X 40T 50C ©60C 0O70C © 80T 06 -
06 - : y =0,0026x +0,1528 .
, a8 | p =0,822
— o o °© ~ 04 2o e
3 044° o a o s Pese *
2 8 % % g % 2 .o
? ¢ o * * é
= X
N o 0,2 B
LL)D 0,2 4 o
0,0 R 0,0 — — T —
0 30 60 90 120 150 180 210 40 60 80 100 120 140
t [min] Curr_rc [MY e /95t ]

Slika 4.24.Maseni udio galne kiselin€€¢x) u Slika 4.25. Korelacija masenog udjela
ekstraktima sjemenki grda FS_05 u ovisnostigalne kiseline Cgx) odretene HPLC-om i
o vremenu t) kruto-tekue ekstrakcije zamasenog udjela ukupnih fenolnih tvari

razlicite temperature ekstrakcije odreienog spektrofotometrijski Quer g U
ekstraktima dobivenim pri razltom vremenu

(10, 30, 60, 120, 200 minuta) i temperaturi
ekstrakcije (25 — 80 °C)
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4. Rezultati

Tablica 4.11 Statisttka zn&ajnost utjecaja temperature i vremena ekstrakcij@a n
ekstraktibilnost (+)-katehina (KT), (-)-epikatehi(taKT), galne kiseline (GK) i procijanidina,B
prema sldajnom blok rasporedu (ANOVA) za dvofaktorijalni pek(6 x 5)

Izvori

- . | Statisticka znatajnost
varijabilnosti

KT EKT GK B2
Ponavljanja ns ns ns ns

Temperatura®f)| ** * K
Vrijeme (t) *% *% *% *%
Interakcija @ xt)| ** *x O wK
"ije statistiki znafajno
**statisticki zna‘ajno uz p = 0,01

4.3.2.1. Odredivanje efektivnog koeficijenta difuzije (Def) individualnih fenolnih tvari iz

sjemenki groala tijekom procesa kruto-tekuée ekstrakcije

Koeficijenti efektivne difuzije i energija aktivge za individualne fenole odieni su na isti
nain kao i za ukupne fenolne tvari. Tijekom ekstrgkdit)-katehina i (-)-epikatehina ten je
brzi i spori period ekstrakcije, dok se za galnseknu i procijanidin B2 ekstrakcija odvijala u
jednom periodu. Stoga su radi lakSe usporedbe tedaukoeficijenti efektivne difuzije za
(+)-katehin i (-)-epikatehin izrazeni kao srednjgednosti Des s za oba perioda, a podaci su
prikazani uTablici 4.12.

Tablica 4.12.1zracunane vrijednosti koeficijenata efektivne difuzijDes) (+)-katehina,
(-)-epikatehina, procijanidina B2 i galne kiselizesjemenki groda FS_05 i energije aktivacije
(Ea) tijekom ekstrakcije sa 50%-tnim etanolom provexdarvodenoj kupelji

Def_sr '1010 Def '1010
[m?/min] [m?min]
[°1Z:] (+)-katehin (-)-epikatehin galna kiselina procijandin B2

25 0,03 0,04 0,02 0,06
40 0,06 0,11 0,02 0,21
50 0,13 0,09 0,09 0,21
60 0,26 0,30 0,10 0,41
70 0,30 0,49 0,09 0,75
80 0,67 0,69 0,24 1,10
K Ji:‘ol] 48,79 44,98 41,29 44,13
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4. Rezultati

¢ mod. Fick I mod. Henderson-Pabis A Page ¢ mod. Fick I mod. Henderson-Pabis A Page
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8 - 8 -
c 6- £ 6-
SE _ p =093 SE p =0881
1%} o X ) ¢ e A 2] e A
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w P ! w
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D . (B,) -10 [m Zmin] D & (GK) -10*°[m ?/miin]

Slika 4.26. Slaganje vrijednosti efektivnih koeficijenata diffe (Der) (+)-katehina (KT),
(-)-epikatehina (EKT), procijanidina ;.Bi galne kiseline (GK) iz sjemenki gré&d FS 05 s
procijenjenim konstantam&g{ kup, kr) matemattkin modela
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4. Rezultati

4.4. EKSTRAKTIBILNOST UKUPNIH PROANTOCIJANIDINA 1Z
SJEMENKI GROZ PA

FS_05, UE: VK, 80 T, 200 minuta FS_05, UE: VK, 50% etanol, 200 minuta
30 +
25+
—. 201 = p =0,999
= o 20
(=)
S 154 E |
E <
< 10+ 5 10
2 O
O 5]
0 : : : ; 0 T T T T T T T T T 1
50% 70% 96% voda 0 20 40 60 80 100
etanol etanol etanol 9T

Slika 4.27 Utjecaj otapala na ekstrakcijSlika 4.28. Utjecaj temperature & na
ukupnih proantocijanidina (UPA) iz sjemenkékstrakciju ukupnih proantocijanidina (UPA)
grodda FS_05 pri temperaturi 80 °C tijekoniz sjemenki groda FS_05 pom&u 50%-tnog

200 minuta poméu vodene kupelji etanola tijekom 200 minuta poro vodene
kupelji
35 - UE 80 T, 50% etanol, 200 minuta 40 -
30 - 1
= 25 — 30 ~
m B (2]
> 20 - 3
£ 1 E 20 -
< 15 | <
> ] >
O 10 1 O 10 -
5 1
0 1 0 T T T 1
S e > e > e > 0 50 100 150 200
X F &P F @A C urr [Mg e /96

Slika  4.29. Maseni udio ukupnih Slika 4.30.Korelacija izméu masenog udjela
proantocijanidina Qupa) razlicitih uzoraka ukupnih proantocijanidinaQupa) | masenog
(sorti) sjemenki gra¥a ekstrahiranin ponto udjela  ukupnih  fenolnih  tvari  Quer)
50%-tnog etanola pri temperaturi ekstrakcigkstrahiranih tijekom 200 minuta potho
80 °C tijekom 200 minuta ponmio vodene vodene Kkupelji za sva ispitivana otapala,
kupelji temperature ekstrakcije i uzorke
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4. Rezultati

4.5. UTJECAJ NACINA EKSTRAKCIJE NA EKSTRAKTIBILNOST
FENOLNIH TVARI IZ SJEMENKI GROZ DA

Rezultati kruto-tekée ekstrakcije provedene poto vodene kupelji uspodeni su s
rezultatima ekstrakcije provedene na univerzalnastavu za ekstrakciju Buchi te s rezultatima
kombinirane ekstrakcije superk#iia/kruto-tekda ekstrakcija. Kruto-tekia ekstrakcija na
univerzalnom sustavu provedena je pdmeetiri razlicite metode ekstrakcije: Soxhlet standard
(S), kontinuirana ekstrakcija (C), Soxhlet topli \Wruca ekstrakcija (H). Budii da univerzalni
sustav za ekstrakciju funkcionira na principu ispanja/kondenziranja otapala pri njegovom
vreliStu koje za etanol pri atmosferskom tlaku &inoko 78,5 °C, nije postojala magost

regulacije temperature te su rezultati usgeng s rezultatima dobivenim poovodene kupelji

(VK) pri 80 °C.

Tablica 4.13. Statisttka zna&ajnost F-test)

[ S @mC B W BH VK
180 utjecaja na&ina ekstrakcije detiri metode
FS 05

sustava Buchi: S, C, W, H i ekstrakcija
pomaiu vodene kupelji - VK) u ovisnosti o
vremenu na ekstraktibilnost ukupnih fenolnih
tvari iz sjemenki gro¥fa FS_05 prema
slucajnom blok rasporedu za dvofaktorijalni
pokus (5x5)

]

[En

a1

o
L

C urt [Mg GaE /0st.

20 30 60 lzvori Statisti¢ka
t [min] varijabilnosti znatajnost
Ponavljanja ns

Slika 4.31. Utjecaj n&ina ekstrakcije na
ekstraktibilnost ukupnih fenolnih tvari (UFT Metoda ekStrilAkéiJ' -
iz sjemenki groda FS_05 ovisno o vremeny (ME)

ekstrakcije () Vrileme O ”
Interakcija (ME xt) b

"nije statistiki znafajno
**gtatisticki znafajno uz p = 0,01
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4. Rezultati

Tablica 4.14.Usporedba srednjih vrijednosti (Duncanovpost-hoctestom) masenih udjela
ukupnih fenolnih tvari Cyrr) odreienih u ekstraktima sjemenki gd& FS_05, dobivenim
ekstrakcijom poméu vodene kupelji te raziitim metodama ekstrakcije univerzalnog sustava

Blchi u razléitom vremenu ekstrakcije

Curt
[MYsaE/Ts.4]

Interakcija vremena i metoda ekstrakcije

a b

d e

f

g

h [

104,53
108,24
109,84
110,01
110,71
113,61
117,42
119,74
121,62
127,31
127,72
129,59
130,76
132,19
133,83
136,47
145,19
147,98
152,58
154,86
163,61
163,79
164,89
169,60
172,33

VK20
VK30 VK30
S20 S20
H20 H20
w20 W20
C 20

S20
H 20
W 20
C 20

VK60

C 20
VK60
S 30 S 30
VK120 VK120
H 30
C 30

VK120
H 30
C 30

VK200

H 30
C 30

VK200
Cc 60
W 30
S 60

C 30
VK200

Cc60

W 30

S 60

H 60
W 60
C 120
W 120

C 120

W 120

S 120
W 20(
H 120
S 200
C 20d
H 200

slova oznaavaju statistiki razli¢ite grupe podataka uz p = 0,05
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4. Rezultati

Tablica 4.15. Statisttka zna&ajnost F-test)

@[S @mC BwW B H VK
210 - utjecaja na&ina ekstrakcije detiri metode
180 1 sustava Buchi: S, C, W, H i ekstrakcija
g 150 | pomaiu vodene kupelji - VK) na
\% 120 1 ekstraktibilnost ukupnih fenolnih tvari iz
2 o] razlicitih uzoraka sjemenki grda prema
E 60 slucajnom blok rasporedu za dvofaktorijalni
ST pokus (4x5)
0 | Izvori Statistitka
GE_05 GS 05 FS 05 ZE 05 varijabilnosti znatajnost
Ponavljanja ns
Slika 4.32.Maseni udio ukupnih fenolnih tvari Metoda ekstrakcij -
(Curr) U ekstraktima razlitih uzoraka (sorti) (ME)
sjemenki  gro#a, dobivenim  razitim __Uzorak L) -
nasinima ekstrakcije (S, C, W, H; VK) tijeko Interakcija (ME x U -

120 minuta

"nije statistiki znafajno
**statisticki zna‘ajno uz p = 0,01

Tablica 4.16.Usporedba srednjih vrijednosti (Duncanovpost-hoctestom) masenih udjela
ukupnih fenolnih tvariCurr) odreienih u ekstraktima razitih uzorka sjemenki graia (GE_05,
GS_05, FS_05, ZE_05), dobivenim ekstrakcijom pé&meodene kupelji (VK) te razitim
metodama ekstrakcije univerzalnog sustava (S, Gi\jekom 120 minuta

Curr

Interakcija uzorka i metoda ekstrakcije

[MOcae/T s a

c

d e f g h

28,82

32,03

39,86

40,38

41,59

121,62
126,71
140,86
142,25
144,26
144,74
147,19
147,98
152,58
154,86
163,79
189,03
192,40
193,56
194,30

ZE 05 C
ZE 05_S

ZE 05 W
ZE_05_H
ZE_05_VK

FS_05_VK
GS_05_VK

GE_05_VK

GS 05 C

GS 05.S GS 05S
GS 05 W GS_05 W
GS 05 H GS_05 HGS 05 H
FS05C FSO05C FSO05C
FS_05 W FS_05_W
FS_05_S
FS_05_H
GE_05_(
GE_05_H
GE_05_S
GE_05_W

slova oznaavaju statistiki razlic¢ite grupe podataka uz p = 0,05
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4. Rezultati

@S @\ C B W BEH VK
@
o
E
<
5
®)
GE_05 GS_05 FS_05 ZE 05
Slika  4.33. Maseni udio ukupnih
proantocijanidina Qupa) U  ekstraktima

razlicitih uzoraka (sorti) sjemenki gréad,
dobivenim razkitim natinima ekstrakcije (S,
C, W, H; VK) tijekom 120 minuta

Tablica 4.17 Statisttka zn#&ajnost F-test)

utjecaja na&ina ekstrakcije detiri metode

sustava Buchi: S, C, W, H i ekstrakcija
pomau vodene kupelji - VK) na
ekstraktibilnost ukupnih proantocijanidina iz
razlicitih uzoraka sjemenki grda prema

slucajnom blok rasporedu za dvofaktorijalni
pokus (4x5)

Izvori Statisti¢ka
varijabilnosti znatajnost
Ponavljanja ns

Metoda ekstrakcij
(ME)

Uzorak (U)

Interakcija (ME x U
"hije statistiki znafajno

**gtatisticki znafajno uz p = 0,01

*%

k%

**

50 -
40 -
30

20 A

C upa [Mg/g st]

10 -

0 +——F

100

C urr MY cae /95t ]

200 300

Slika 4.34.Korelacija izmédu masenih udjela ukupnih proantocijanidiGags) i masenih udjela
ukupnih fenolnih tvari Curr) odretenin u ekstraktima, razitih uzoraka sjemenki grda

(GE_05, GS_05, ZE_05, FS_05), dobivenim ekstraktifgekom 120 minuta pondéo vodene
kupelji (VK) i cetiri metode univerzalnog sustava za ekstrakcijuC(SV, H)
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4. Rezultati

4.5.1. Utjecaj kombinacije superkriti¢ne 1 kruto-tekuée ekstrakcije na

ekstraktibilnost fenolnih tvari iz sjemenki grozda

S obzirom na to da su superkftom ekstrakcijom pod svim ispitivanim uvjetima ktl&800
I 450 bara, te temperature: 40 i 60 °C) dobiverstiekti uljaste konzistencije bez utene
volumne koncentracije fenolnih tvari u njima, tatoda ekstrakcije razmatrana je u kombinaciji
s kruto-tekdom ekstrakcijom. Kruto-tekioj ekstrakciji podvrgavali su se kruti ostaci oeuih

sjemenki groda zaostali nakon superktitie ekstrakcije.

140 - 1 - 300 bar_40C 3 - 450 bar_40T

2 - 300 bar_60T 4 - 450 bar_60T
120 -
1
1
1
100 !
g 80 - !
= |
E 60 |
= |
5 '
O |
40 - !
20 - :
1
1

0 T T T T T T : T T T 1

1 2 3 1 2 3 4'1 2 3 4

GS 04 FK 04 ! FS_04

Slika 4.35 Maseni udio ukupnih fenolnih tvarC(rr) u ekstraktima (kruto-tekia ekstrakcija:
50%-tni etanol, 80 °C, 200 minuta) ra&#iih uzoraka sjemenki grda prije (stupci s uzorkom) i
nakon superkritine ekstrakcije - SCFE (obojeni stupci)
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4. Rezultati

1 - 300 bar_40T 3 - 450 bar_40T
25 - 2 - 300 bar_60TC 4 - 450 bar_60T

C ura [MY/g st]

1 2 3 4
FS_04

1 2 3 4
GS_04

1 2 3 4
PK_04

1 2 3 4
FK_04

Slika 4.36. Maseni udio ukupnih proantocijanidinaCuyps) U ekstraktima (kruto-teka
ekstrakcija: 50% etanol, 80 °C, 200 minuta) kaizh uzoraka sjemenki grda prije (stupci s
uzorkom) i nakon superkrétne ekstrakcije - SCFE (obojeni stupci)

Tablica 4.18.Utjecaj uzorka i uvjeta SCFE ndlablica 4.19 Statisttka zn&ajnost razlike
maseni udio ukupnih fenolnih tvarC(rr) i masenog udjela ukupnih fenolnih tva@yer) i
ukupnih proantocijanidina Qupa) ekstrakata ukupnih proantocijanidina  Qupa) u
dobivenih ekstrakcijom otapalom iz krutogkstraktima dobivenim ekstrakcijom otapalom
ostatka sjemenki grda nakon superkritne iz sjemenki groda prije i nakon superkrithe
ekstrakcije (SCFE) prema shjnom blok ekstrakcije-SCFE (za oba tlaka i temperature)
rasporedu (ANOVA) za dvofaktorijalni pokus (prema t-testu)

(4x4)
Statisticka Statisticka
Izvori znatajnost znaajnost
- : Uzorak
varijabilnosti
Curr Cupa Curr Cupa
Ponavljanja  ns ns GS_04 o *x
Uzorak (U)  ** * PK_04 ** *
Uvjet SCFE ns * FK_04 ok *k
Interakcija (SCFEx U) ns ns FS 04 * *
"hije statistiki znafajno *statisticki zna*ajno uz p = 0,05
*statisticki znafajno uz p = 0,05 **statisticki zna‘ajno uz p = 0,01

**gtatisticki znafajno uz p = 0,01
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4. Rezultati

4.6. UTJECAJ UVJETA | NA CINA EKSTRAKCIJE NA BOJU
EKSTRAKATA SJEMENKI GROZ PA
Tablica 4.20 Izmjereni parametri CIE*a*b* sustava bojel(*, a*, b*) za ekstrakte sjemenki

grozia FS_05 dobivene ekstrakcijom potno50%-tnog etanola, pri raziiim temperaturama
(25 - 80 °C) i vremenima trajanja ekstrakcije @0 minuta), uz koriStenje vodene kupelji

t [min] 25°C 40 °C 50 °C 60 °C 70 °C 80 °C
L*
o* 20,30 20,35 20,41 20,26 19,79 19,81
5 18,42 19,08 18,09 17,47 17,11 16,76
10 18,37 18,35 17,59 17,67 16,94 16,55
15 18,27 18,65 17,72 17,33 16,88 16,49
20 18,23 18,12 17,49 17,22 16,80 16,21
30 18,14 17,52 17,43 17,31 16,63 16,17
40 18,01 17,40 17,19 16,79 16,82 16,07
60 18,18 17,34 17,13 16,74 16,50 15,82
90 18,02 17,17 17,19 16,80 16,29 15,73
120 17,81 17,10 16,86 16,72 16,24 15,59
200 18,00 16,98 16,52 16,43 15,95 15,02
a*
o* -0,18 -0,18 -0,24 -0,24 -0,23 -0,29
5 0,18 0,25 0,31 0,44 0,50 0,62
10 0,18 0,25 0,39 0,48 0,64 0,76
15 0,18 0,27 0,28 0,61 0,63 0,80
20 0,22 0,27 0,46 0,68 0,69 0,96
30 0,26 0,28 0,44 0,59 0,84 1,03
40 0,19 0,36 0,56 0,62 0,76 1,17
60 0,29 0,37 0,57 0,69 1,01 1,17
90 0,24 0,50 0,57 0,85 1,07 1,43
120 0,19 0,58 0,59 0,83 1,18 1,57
200 0,19 0,59 0,68 0,97 1,42 2,10
b*
o* 0,02 0,06 0,07 0,03 0,03 0,19
5 2,28 2,56 3,05 3,14 3,26 3,26
10 2,42 2,59 3,00 3,28 3,27 3,40
15 2,47 2,63 3,13 3,31 3,35 3,50
20 2,58 2,74 3,06 3,31 3,47 3,43
30 2,61 2,76 3,23 3,52 3,49 3,50
40 2,64 2,76 3,22 3,30 3,60 3,49
60 2,68 2,71 3,18 3,34 3,55 3,50
90 2,73 2,88 3,36 3,51 3,53 3,56
120 2,77 2,79 3,24 3,60 3,62 3,54
200 2,90 2,91 3,20 3,56 3,59 3,55

*izmjereni parametri bojedt, ag* i bo* za 50%-tni etanol pri ispitivanim temperaturamiestrakcije
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4. Rezultati

Tablica 4.21.Ton boje (H°*) ekstrakata sjemenki grda FS_05 dobivenih ekstrakcijom poéno
50%-tnog etanola, pri razltim temperaturama (25 - 80 °C) i vremenima tragaekstrakcije
(5 - 200 minuta), uz koriStenje vodene kupelji

t [min] 25 °C 40 °C 50 °C 60 °C 70 °C 80 °C
o

5 85,49 84,49 84,14 82,09 81,30 79,30
10 85,67 84,55 82,66 81,67 78,89 77,35
15 85,76 84,07 84,95 79,50 79,41 77,12
20 85,05 84,31 81,38 78,45 78,70 74,32
30 84,33 84,15 82,26 80,49 76,41 73,62
40 85,90 82,51 80,19 79,43 78,14 71,42
60 83,82 82,18 79,89 78,38 74,19 71,58
90 84,91 80,25 80,37 76,44 73,21 68,09
120 86,01 78,19 79,75 77,01 71,90 66,13
200 86,19 78,50 78,01 74,80 68,42 59,38

25T Xx40<T 50C ¢60C O70C 080T
8 1 FS_05, VK
6 - o
o]
i o 9 2 B g
y ﬁ@n 8 i X X
< 4 XX X
*%” * 'S * L
2 -
Of}( T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180 210
t [min]
25T x40<T 50C ¢©¢60C O70C o80T 25T xX40<T 50C ¢60C O70C o80T
5 4 FS_05, VK 2 4 FS_05, VK
4 o
7 B a 8 @ i @ @ 8
3 828 § _ |eme8 8
O  lu¥ss ® & ¥ * T 1 % *
Q , ¥ Al % %
1 4
0{4‘: T T T T T T T T T T T T T ] 0{}( T T T T T T T T T T T T T ]
0 30 60 90 120 150 180 210 0 30 60 90 120 150 180 210
t [min] t [min]

Slika 4.37.Ukupna promjena bojeAE*), promjena zasenja (kromatinosti) boje AC*) i
promjena tona bojeAH*) ekstrakata sjemenki gréa FS_05 u ovisnosti o vremenu ekstrakcije
(t), za razltite temperature ekstrakcije (ekstrakcija pémd0%-tnog etanola provedena u
vodenoj kupelji — VK)
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4. Rezultati

Tablica 4.22. Statisttka zn&ajnost utjecaja temperature i vremena ekstrakajeparametre
boje (* a* b*), ton boje [°*), te promjene svojstava boj\C*, AE*, AH*) ekstrakata
sjemenki groda FS_05 prema siajnom blok rasporedu (ANOVA) za dvofaktorijalni pek
(6 x 10)

|zvori

- . Statisticka znafajnost
varijabilnosti

L* a* b* h°* AC* AE* AH*
Ponavljanjans ns ns ns ns ns ns
Tem peratural?) ** ** ** *%* ** ** **
Vrijeme (t) *% *% *% *% *% *% *%
InterakCIJa 69 X t) ** ** ** *%* ** ** **
"ije statistiki znafajno
**statisticki zna‘ajno uz p = 0,01

UE: VK, 50% etanol, $:25-80T, t:5-200 min UE: VK, 50% etanol, $:25-80T, t:5-200 min
8 - 4 -
6 p =0,969 .
*
T
*
(<
R - 24 ¢ p =0,937
m
2 1 < M
& AC* A AH*
0 T T T T T T T T T 1 O T T T T T T 1
40 60 80 100 120 140 40 60 80 100 120 140
C urr Mg gae /951 ] C urr Mg gae /951 ]
UE: VK, 50% etanol, &:25-80T, t:5-200 min
25 +
20 p =-0,949
] M
* i
— 10 |
5 _
0 T T T T T T T T T 1
40 60 80 100 120 140
C urr[MY Gae /951 ]

Slika 4.38 Ovisnost ukupne promjene bojAH*), promjene kromatinosti AC*) i promjene
tona boje AH*) te svjetline [*) ekstrakata sjemenki grda FS_05 o masenom udjelu ukupnih
fenolnih tvari -Cygr (podaci za ekstrakte dobivene ekstrakcijom, pame0%-tnog etanola pri
razlicitim temperaturama) i vremenu ekstrakcije); uz koriStenje vodene kupelji-VK)
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4. Rezultati

Tablica 4.23 Izmjereni parametri CIE*a*b* sustava boje L(*, a*, b*), ton boje f°*) te
ukupna promjena bojeAE*), promjena kromatinosti (AC*) i promjena tona boje AH*)
ekstrakata raalitin sorti sjemenki grofa (PK_04, FK 04, FS 04, GS 04, FS_05, GE_05,
GS_05, ZE_05) dobivenih nakon 200 minuta ekstrakqyi temperaturi 80 °C pordo
50%-tnog etanola, uz koriStenje vodene kupelji

PK 04 FKO4 FS04 GS04 FSO05 GEO5 GSO05 ZE (5

L* 14,88 14,45 15,04 14,93 15,02 14,81 15,06 16,49
a* 2,50 2,05 2,02 2,12 2,10 1,75 2,31 0,94
b* 3,56 3,12 3,39 3,90 3,55 3,32 3,70 2,46

h°* 54,91 56,77 59,22 61,45 59,38 62,26 57,99 59,38
AE* 6,82 6,78 6,43 6,84 6,32 6,49 6,69 4,39
AC* 4,21 3,59 3,81 4,30 3,78 3,61 4,22 2,49
AH* 1,52 1,41 1,44 1,52 1,67 1,40 1,52 1,15

Izmjereni parametri boje za 50%-tni etanof*t 20,02, a*=-0,11 i by* = -0,08

Tablica 4.24 Statisttka zn&ajnost (ANOVA) utjecaja sorte (PK_04, FK_04, FS_@S 04,
FS_05, GE_05, GS_05, ZE_05) na parametre Hdje 4*, b*), ton boje (°*), te promjene
svojstava bojeC*, AE*, AH*) ekstrakata sjemenki gréa

Izvori

N . Statisticka znatajnost
varijabilnosti

L* a* b* h°** AC* AE* AH*
Ponavljanja| ns ns ns ns ns ns ns
UZOI’Ci ** *% *% ** *% *% **

"hije statistiki znafajno
**gtatisticki znafajno uz p = 0,01

UE VK, 50% etanol, 80T, 200 min ‘l AE* & AC* A AH* UE: VK, 50% etanol, 80T, 200 min
8 - 25

- . 7
6 - p =0,958 20 ~
] p =-0,939
1 15 '\‘o-s.._.
p=0841 _*e ]
/ 10 -

L*

AE*, AC*, AH*
N

2 p = 0,696 5
a 4
0 -—— 0 —r T
20 60 100 140 180 220 20 60 100 140 180 220
C urr (MY eae /9st] Curr[Mgcae /9s1]

Slika 4.39.0visnost ukupne promjene bojAH*), promjene kromatinosti AC*) i promjene
tona boje AH*) te svjetline [*) ekstrakata razditih sorti sjemenki groZa (PK_04, FK_04,
FS_04, GS_04, FS_05, GE_05, GS_05, ZE_05) o masadgiu ukupnih fenolnih tvari Cyer
(podaci za ekstrakte dobivene ekstrakcijom pamd0%-tnog etanola, pri temperaturi
ekstrakcije 80 °C i vremenu trajanja 200 minutakoiStenje vodene kupelji-VK)
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4. Rezultati

Tablica 4.25. Izmjereni parametri CIE*a*b* sustava boje L(*, a*, b*) te izra&unane
vrijednosti za ton bojeh(*) ekstrakata sjemenki grda FS_05, dobivenih pomio 50%-tnog
etanola pri razitom vremenu trajanja ekstrakcije (20-200 minutajnpenom cetiri metode
univerzalnog sustava za ekstrakciju Buchi

t [min] S C w H
L*
20 14,28 14,35 14,95 14,82
30 14,72 14,20 14,72 14,21
60 13,95 14,60 13,64 13,62
120 14,56 15,42 13,76 13,37
200 14,25 15,05 13,76 13,34
a*
20 0,53 0,85 0,71 0,72
30 0,96 0,97 0,96 0,88
60 1,08 1,85 1,11 0,98
120 1,64 1,85 1,25 1,35
200 1,88 2,13 1,73 1,54
b*
20 1,86 2,12 2,10 2,19
30 2,23 2,09 2,20 2,05
60 2,02 2,25 1,83 1,82
120 2,35 2,72 1,94 1,73
200 2,24 2,63 2,05 1,87
hox
20 74,10 68,11 71,32 71,88
30 66,71 65,10 66,49 66,34
60 61,92 50,57 58,76 61,70
120 55,17 55,80 57,24 51,95
200 50,07 51,00 49,85 50,45

Parametri boje za 50%-tni etanolyi= 19,56; a* = -0,15; by*= 0,01
S - Soxhlet standard, C — kontinuirana ekstrakdlja- Soxhlet topli, H - vida ekstrakcija
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4. Rezultati
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t [min]
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. E:E:E: » 104 R
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.
i
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60 120 200 20 30 60 120 200
t [min] t [min]

Slika 4.40. Ukupna promjena bojeAE*), promjena zasenja (kromatinosti) boje AC*) i
promjena tona bojeAH*) ekstrakta sjemenki grda FS_05 dobivenih 50%-tnim etanolom u
ovisnosti o vremenu ekstrakcije za raité na&ine ekstrakcije univerzalnog sustava za
ekstrakciju Buchi (S - Soxhlet standard, C — kamt@na ekstrakcija, W — Soxhlet topli,
H - vru¢a ekstrakcija)
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4. Rezultati

Tablica 4.26. Statistéka zn&ajnost utjecaja metode (ME) i vremena ekstrakt)jed parametre
boje (* a* b*), ton boje [°*), te promjene svojstava boj\C*, AE*, AH*) ekstrakata
sjemenki groda FS_05 prema siajnom blok rasporedu (ANOVA) za dvofaktorijalni pek

(4 x5)
lzvori L ..
T : Statisti¢ka znatajnost
varijabilnosti
L* a* b* h°* AC* AE* AH*
Ponavljanjans ns ns ns ns ns ns
Metoda ekstrakcije (ME)** ** *  # % s %
Vrijeme (t) *% *% *% *% *% *% *%
|nterakCija (ME Xt) *% *% *% *% *% *% *%
"nije statistiki znafajno
**statisticki zna‘ajno uz p = 0,01
FS_05, BUCHI ‘IAE* & AC* A AH* FS_05, BUCHI
g _ 20 -
p =0,676 .
* | ] ] 15 4 [ ] Py
E ° 3 _ - ¢ o L4
o 4 *, 10 - p =-0371
< p =0516 * .
N A S
'-'é 2 —t—v N5 ¢ e * 5 4
0 T T T T T T p :\ 0’72:\'_ 0 T T T 1
100 120 140 160 180 100 120 140 160 180
C urr M gae /951 C uer Mg gae /951 ]

Slika 4.41.0visnost ukupne promjene bogsE*), promjene kromatinosti (AC*), promjene tona

boje @AH*) i svjetline (L*) ekstrakata sjemenki grda FS_05 o masenom udjelu ukupnih
fenolnih tvari —Cyer (podaci za ekstrakte dobivene pam®0%-tnog etanola nakon ekstrakcije
u vremenu trajanja od 20 do 200 minuta uz primjéetiri metode ekstrakcije univerzalnog

sustava Buchi - Soxhlet standard, kontinuiranaraksija, Soxhlet topli i vréa ekstrakcija)
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4. Rezultati

Tablica 4.27.1zmjereni parametri CIE*a*b* sustava boje L(*, a*, b*), ton boje f°*) te
ukupna promjena bojeAE*), promjena kromatinosti (AC*) i promjena tona boje AH*)
ekstrakata razitih uzoraka sjemenki grda (GE_05, GS_05, FS_05, ZE_05) dobivenih
pomaiu cetiri metode (ME) univerzalnog sustava za ekstjgkdBlchi (Standard - S,
kontinuirana - C, topla-W i viéa - H ekstrakcija); ekstrakcija provedena pom&0%-tnog
etanola u vremenu trajanja 120 minuta

4

ME | Sorta | GE_05 GS_05 FS 05 ZE_0%
L* | 12,75 1350 14,56 13,09
a* 1,09 087 1,63 0,32
b 1,40 1,72 235 1,04
S ho* | 5227 63,10 5523 731]
AE* | 707 638 580 5,10
AC* | 1,63 1,78 2,71 0,93
AH* | 090 089 1,13 0,67
L* | 1496 1524 1541 14,3
ax 1,61 1,83 1,84 0,74
b 250 2,84 2,72 1,27
C ho* | 57,26 57,27 5588 59,74
AE* | 552 553 534 4,00
AC* | 282 323 314 131
AH* | 1,14 1,21 1,20 0,83
L* | 13,09 13,09 1376 12,97
a* 1,14 0,90 1,24 0,36
b 1,57 1,57 193 1,05
W ho* | 54,16 60,22 57,28 71,3
AE* | 6,78 6,74 627 527
AC* | 1,79 1,66 2,15 095
AH* | 093 087 1,00 0,68
L* | 14,09 13,73 13,36 13,06
a* 1,07 1,33 134 037
b 1,03 204 1,73 1,16
H ho* | 61,05 56,86 52,14 72,34
AE* | 592 635 660 515
AC* | 206 228 204 106
AH* | 0,96 1,03 1,00 0,71

Parametri boje za 50%-tni etanol (otapalo za sverke osim ZE_05): §#=19,56; ay*= -0,15; by*= 0,01;C*=0,15

Parametri boje za 50%-tni etanol (otapalo za ZE : @%)= 18,05; a* = -0,16; by*= -0,01;Cy*=0,16

99



4. Rezultati

Tablica 4.28.Statisttka zn&ajnost utjecaja uzorka i metode ekstrakcije narpatee boje I(*,
a*, b*), ton boje °*), te promjene svojstava bojAC*, AE*, AH*) ekstrakata sjemenki grda
FS_05 prema stajnom blok rasporedu (ANOVA) za dvofaktorijalni pek(4 x 4)

Izvori
varijabilnosti

Statisticka znafajnost

L* a* b* h°* AC* AE* AH*
Ponavljanjans ns ns ns ns ns ns
Metoda ekstrakcije (ME)** ** *x % kk ok o
Uzorak (U) ** ** s Xk *k *k
Interakcija (ME x U) ** *x w  wx Xk *k *k
fAije statistiki znafajno; **statisticki znafajno uz p = 0,01

BUCHI, 50% etanol, 120 min ‘l AE* & AC* A AH* BUCHI, 50% etanol, 120 min
8 - 20
1 « 1 | = 0,207
L p =0,750 15 | p =5 oo °
] g °
q ] L J [
x
O 41 =m * 10 4
4 Y9N |
Y =0,635 S B
1 —V VIR 8
0 T P = O’\679w [ e m— 0 — T — T T T
0 30 60 90 120 150 180 210 0 30 60 90 120 150 180 210
C urr [MG ae /95t ] C urr Mg gae /051 ]

Slika 4.42.0visnost ukupne promjene bojAH*), promjene kromatinosti AC*) i promjene
tona boje fAH*) te svjetline [*) ekstrakta razliitih sorti sjemenki gro#a (GE_05, GS_05,
FS_05, ZE_05) o masenom udjelu ukupnih fenolnihi tv&yrr (podaci za ekstrakte dobivene
pomaiu 50%-tnog etanola nakon 120 minuta ekstrakcij@nimjenu cetiri metode ekstrakcije
univerzalnog sustava Buchi - Soxhlet standard, ikaitana ekstrakcija, Soxhlet topli i da
ekstrakcija)

4.7. ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST EKSTRAKATA SJEMENKI
GROZDPA

U ovom djelu prikazani su rezultati ispitivanja:

& kinetike reakcija otopina DPPH radikala i ekstrakajemenki gra¥fa dobivenih pri
razlicitim uvjetima (otapalo, temperatura, r&#ii uzorci) radi odrdivanja optimalnog
vremena provienja DPPH testa za dobivene ekstrakte,

& utjecaja uvjeta i nana ekstrakcije na antioksidacijsku aktivhost eldstita razlitih
uzoraka sjemenki grda,

& korelacije ekstrahiranih i kvantificiranih fenolnitvari i antioksidacijske aktivnosti

ekstrakata.
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4. Rezultati

4.7.1. Utjecaj uvjeta i nac¢ina ekstrakcije na antioksidacijsku aktivnost

ekstrakata sjemenki gro4la

¢ DPPH ® voda A 96% etanol < 70% etanol X 50% etanol
12 FS_05; UE: 40 mL/g, 80T, 200 min
509 -
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< O# o . . *
-0,3 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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Slika 4.43. Kinetika inhibicije DPPH radikala
aktivnost

(izrazena
ekstrakta)

c)

antioksidacijska
sjemenki

kao
ekstraktima

gia?

dobivenim poméu vodene kupelji pri razlitim
uvjetima ekstrakcije (UE): a) ragiia otapala,

b)

razlcite temperature, c)

raglti uzorci

sjemenki groda

Tablica 4.29. Statisttka zn&ajnost E-test)
utjecaja otapala, temperature i raitih uzoraka
sjemenki groda na antioksidacijsku aktivnost
ekstrakta s obzirom na vrijeme reakcije DPPH
radikala i1 ekstrakta prema dvofaktorijalnom
testu (4 x4,6x4,8x4)

lzvori
varijabilnosti

Statisti¢cka
znatajnost

4 otapala x 4 vremena reakcije (FS_05)

Ponavljanja ns
Otapalo (O) o
Vrijeme () *
Interakcija (O x) ns

6 temperature x 4 vremena reakcije (FS_05)

Ponavljanja ns
Temperatura (9) *
Vrijeme () b
Interakcija ¢ x t) ns

8 uzoraka x 4 vremena reakcije

Ponavljanja ns
Uzorak (U) o
Vrijeme () *
Interakcija (U xt) ns

"hije statistki znafajno
**statisticki zna‘ajno uz p = 0,01
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Tablica 4.30. p-vrijednosti odrdene prema Duncanovpost-hoctestu za raziita vremena
inhibicije DPPH radikala ekstraktima sjemenki gtazdobivenim u raztitim uvjetima
ekstrakcije (otapalo, temperatura i réitliuzorci sjemenki groZa)

Vrijeme reakcije DPPH | P— vrijednost (p < 0,0500 statistki znatajno)

i ekstrakta Otapalo
[(min] 10 30 60 120
10 X 0,278077 0,086379 0,013618
30| 0,278077 X 0,461441 0,1318Q8
60| 0,086379 0,461441 X 0,386048
120| 0,013618 0,131808 0,386068 X
Temperatura
10 30 60 120
10 X 0,080304 0,000011 0,000001
30| 0,080304 X 0,05132 0,000011
60| 0,000011 0,05132 X 0,086114
120| 0,000003 0,000011 0,086118 X

Razli¢iti uzorci

10 30 60 120
10 X 0,136609 0,013954 0,001024
30| 0,136609 X 0,267225 0,0505Q7
60| 0,013954 0,267225 X 0,334994

120| 0,001025 0,050507 0,334994 X

Analizom podataka popéanom statistikom obradom Tablica 4.3Q utvrdeno ja da je 30
minuta optimalno vrijeme inhibicije DPPH radikalks&aktima sjemenki graa dobivenim u
eksperimentalnim uvjetima te su za daljine usposedezultata (prgenje utjecaja otapala,
temperature i nana ekstrakcije na antioksidacijsku aktivhost) Kwteni podaci za

antioksidacijsku aktivnost dobiveni nakon 30 mirauinhibicije DPPH radikala.
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Tablica 4.31 Usporedba srednjih vrijednostirablica 4.32.Usporedba srednjih vrijednosti
antioksidacijske aktivnosti A@) ekstrakata antioksidacijske aktivnosti AQ) ekstrakata

sjemenki groda FS_05 dobivenih razitim sjemenki

groda

FS_05 dobivenih pri

otapalima tijekom ekstrakcije 200 minuta pghyjigitim temperaturama ekstrakcije tijekom

temperaturi 80 °C prema Duncanopost-hoc 200 minuta poméu 50%

Duncanovipost-hoctestu

-thog etanola prema

testu
Otapalo
AA
a b C d
[Dinh.oPPH/Os 1]
0,13 voda
96%
0,63
etanol
70%
0,73
etanol
50%
0,82
etanol

slova oznaavaju statistki

razlicite grupe podataka uz p = 0,05

J[°C]
AR a b ¢ d e
[Qinh.oPPH/Ts.t]
0,45 25
0,55 40
0,61 50 50
0,64 60 60
0,72 70
0,82 80

slova ozndavaju statistki

razlicite grupe podataka uz p = 0,05
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BW BH

@s c
1.0 1 Fs o5, BUCHI
0,8

]

AA [Qinh.DPPH/Tst.]

20 30

t [min]

200

60 120

Slika 4.44 Antioksidacijska aktivnostAA) ekstrakata sjemenki grédd FS_05 dobivenih tijekom
20-200 minuta ekstrakcije raZim metodama univerzalnog sustava za ekstrak@joxhlet
standard (S), kontinuirana ekstrakcija (C), Soxhdgti (W) i vruca ekstrakcija (H) ponta

50%-tnog etanola

Tablica 4.33. Statisttka zn&ajnost utjecaja Tablica 4.34 Usporedba srednjih vrijednosti
metode univerzalnog sustava za ekstrakciju gditioksidacijske aktivnosti AQ) ekstrakata

C, W, H)

i vremena ekstrakcijet)( na sjemenki groda FS_05 dobivenih u raziiom

antioksidacijsku aktivnost ekstrakata dobivenitemenu {) metodama univerzalnog sustava za
u navedenim uvjetima iz sjemenki gdaz ekstrakciju (S, C, W, H) prema Duncanovu

FS 05 prema stajnom blok
(ANOVA) za dvofaktorijalni pokus (4 x 5)

rasporedupost-hoctestu

t [min]

AA
[inh.oPPH/Os.t]

lzvori Statisti¢ka
varijabilnosti znatajnost
Ponavljanja ns
Metoda ekstrakcij ns
(ME)
Vrijeme () o
Interakcija (ME xt) ns

"nije statistiki znafajno
**statisticki zna‘ajno uz p = 0,01

0,52
0,72
0,77
0,92
0,95

20

30
60
120
200

slova ozndavaju statistki razlicite grupe

podataka uz p = 0,05
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4. Rezultati

@S BC B W BH VK

AA [ginh.DPPH/Ost.]

GE 05 GS 05 FS 05 ZEO05

Slika 4.45.Antioksidacijska aktivnostAA) ekstrakata raalitin uzoraka (sorti) sjemenki grda
dobivenih razkiitim metodama univerzalnog sustava za ekstrakcjoxhlet standard (S),
kontinuirana ekstrakcija (C), Soxhlet topli (W),uéa ekstrakcija (H) i ekstrakcijom poréwo
vodene kupelji (VK) tijekom 120 minuta; ekstrakgjeovedena 50%-tnim etanolom

Tablica 4.35. Statisttka zn&ajnost utjecaja Tablica 4.36. Statisttka zn&ajnost utjecaja
uzoraka (sorti) sjemenki gréda na AA metode ekstrakcije (S, C, W, H; VK) na
ekstrakata dobivenih pordw pet naina antioksidacijsku aktivnost ekstrakata raitih
ekstrakcije (S, C, W, H; VK) tijjekom 120uzoraka sjemenki grda dobivenih tijekom
minuta prema skajnom blok rasporedul20 minuta ekstrakcije prema Duncanovu
(ANOVA) za dvofaktorijalni pokus (4 x 5) post-hoctestu

lzvori Statisti¢ka GE_05 GS_05 FS_05 ZE_05
ijabi i znafajnost
varijabilnosti J a b a b a b a
Ponavljanja ns
Uzorak (U ", VK VK VK S
Metoda ekstrakcij - w S H H
(ME)

Interakcija (ME x U i S w w c
"nije statistéki zna‘ajno C C S VK
**statisticki znafajno uz p = 0,01

H H C W

isto slovo oznéava istu statistiku znaajnost

ispitivanih parametara (p<0,06
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4. Rezultati

4.7.1.1. Utjecaj oduljavanja sjemenki grozda superkritié(nom ekstrakcijom na

antioksidacijsku aktivnost ekstrakata dobivenih kruto-tekuéom ekstrakcijom

1 - 300 bar_40T 3 - 450 bar_40T

07 - 2 - 300 bar_60C 4 - 450 bar_60T
0,6 - | | |
] 1 ]
] 1 ]
] 1 ]
05 | : :
S ! ! !
£ 04 : : :
5 | : '
< | E ,
1 1
0,2 1 | : '
0.1+ | : |
] | ]
' | |

010 T T T : : T T T : T T T 1

1 2 3 4 1 2 3 4:1 2 3 4 1 2 3 4

GS_04 , PK_04 . FK 04 | FS 04

Slika 4.46 Antioksidacijska aktivnostAA) ekstrakata dobivenih kruto-tedam ekstrakcijom
(50%-tni etanol, 80 °C, 200 minuta, vodena kupeljyazlicitih uzoraka sjemenki grda prije
(stupci s uzorkom) i nakon superkgite ekstrakcije - SCFE (obojani stupci)

Tablica 4.37.Utjecaj uzorka i uvjeta SCFE nd ablica 4.38.Statisttka zn&ajnost razlikeAA
AA ekstrakata dobivenih iz krutog ostatkekstrakata dobivenih iz ragiiih uzoraka
sjemenki groda nakon SCFE prema ghjnom sjemenki groda prije i nakon SCFE (za oba
blok rasporedu (ANOVA) za dvofaktorijalnitlaka i temperature) (prema t-testu)

pokus (4 x 4) Statisti¢ka
- Uzorak fainost
|zvori Statisti¢ka Znarajnos

varijabilnosti znakajnost GS_04 -

Ponavljanja ns P04 -

Uzorak (U) *x FS_04
Uvjet SCFH Fk 04 ~
) ) ns "nije statistiki zna‘ajno
Interakcija (SCFE x U) ns **statisticki zna‘ajno uz p = 0,01

"hije statistiki znafajno
**statisticki zna‘ajno uz p = 0,01
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4.7.2. Korelacija izmedu masenog udjela fenolnih tvari i antioksidacijske

aktivnosti ekstrakata sjemenki groala

Tablica 4.39.Koeficijent korelacije f) izmeaiu antioksidacijske aktivnosti ekstrakata i masenog
udjela individualnih te ukupnih fenolnih tvari z&strakte dobivene ekstrakcijom u vodenoj
kupelji (VK) nakon 200 minuta iz sjemenki gz

a) FS_05 pri 80 °C za otapala: voda, 50%, 70%, 8Gbol,
b) FS_05 pri temperaturama ekstrakcije: 25, 4068070 i 80 °C pomtu 50%-tnog etanola te

c) razliitih uzoraka (GE_05, GS 05, ZE_05, FS_05, PK 04, K GS_04) sa 50%-tnim
etanolom pri temperaturi ekstrakcije 80 °C

METODA FENOLNI @ - ©
a C

KVANTIFIKACIJE SPOJ P P P

UFTec 0,996 0,986 0,987
UVIVIS?

UPA 0,996 0,994 0,997
KT 0,999 0,935 0,851
EKT 0,999 0,926 0,708
B2 0,998 0,986 0,259
HPLC GK 0,971 0,961 0,831
GKT 0,529 0,110 0,039
EKG 0,571 0,042 0,135
UFT e 0,993 0,944 0,842

& Spektrofotometrijska analiza;
UFT - ukupne fenolne tvari, UPA - ukupni ekstraktibproantocijanidini, KT-(+)-katehin,
EKT —(-)- epikatehin, B2 - procijanidin,BGK - galna kiselina, GKT — (-)-galokatehin, EKG-}-epikatehin galat
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12 - VK: 200 minuta 12 - VK: 200 minuta
— 10 - _ 10
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C)
Slika 4.47. Korelacija izméu antioksidacijske aktivnostiA@) ekstrakata sjemenki gréa
ekstrahiranih tijekom 200 minuta potho vodene kupelji (VK) i masenog udjela ukupnih
fenolnih tvari odrdenih prema Folin-Ciocalteuovoj metodCuer r¢) (a); i masenog udjela
ukupnih fenolnih tvari odenih HPLC metodomGurr wpid (b); 1 masenog udjela ukupnih
proantocijanidinaCupa) (C) za sva ispitivana otapala, temperature i kegfemenki grofa

14 S, C, W, H; VK: 50% etanol, 120 minuta 14 - S, C, W, H; VK: 50% etanol, 120 minuta
12 - p =0,990 12 -
& 10 - . 3 1.0 -
£ 08 - & 08 -
a i a i
S %% & %7
0,4 - < 044
2 7 -
0,2 0,2
00 0.0 | |
0 40 80 120 160 200 0 10 20 30 40 50
C uer re Mg gpe /95t ] C upa[MO/g ;]
a) b)

Slika 4.48. Korelacija izméu antioksidacijske aktivnostiA@) ekstrakata sjemenki gréa
(GE_05, GS_05, ZE_05, FS_05) ekstrahiranih tijeld&t minuta poméu vodene kupelji (VK)
te cetiri metode univerzalnog sustava za ekstrakcijuGsSW, H) i masenog udjela ukupnih
fenolnih tvari Cuer g (a); | masenog udjela ukupnih proantocijanidiBGaei) (b)

108



5. RASPRAVA



5. Rasprava

Kruto-tekita ekstrakcija jedna je od wege koriStenih metoda za ekstrakciju fenolnih
spojeva iz biljnog materijala, nietim, zbog slozenosti svakog ekstrakcijskog susfasanije
razvijena standardizirana metoda za ekstrakcijo gamolnih tvari iz raztiitih materijala. Zbog
toga se u literaturi mogu éigbrojni ekstrakcijski uvjeti kojima je provd@na ekstrakcija fenolnih
tvari iz krutog materijala, gdje odabir otapalaemiperatura predstavljaju glavne procesne
parametre. Implementacija odenog ekstrakcijskog procesa u industrijsko mjeréhtijeva
preliminarna laboratorijska istrazivanja da bi $erdila izvedivost procesa. Takva istraZzivanja
obuhvaaju pronalazenje optimalnih uvjeta ekstrakcije naostizanja maksimalneimkovitosti
uz prihvatljive investicijske i pogonske troSkovako su istrazivanja na tom podju u porastu,
joS uvijek nema sistematizacije u pristupu optiroigg@rocesa

Sjemenke gra¥a odabrane su kao uzorak zato Sto se smatrajuqgjatan dobrim i relativno
jeftinim izvorom bioaktivnih fenolnih spojevéijom bi se izolacijom (ekstrakcijom) dodatno
valoriziralo grode kao pdetna sirovina za preradu.

S obzirom na navedeno, cilj je provedenih istrazj@al ovom radu bio:

& odabir otapala, omjera kruto-tel@) veltine ¢estica i vremena ekstrakcije pri kojima je

pracen utjecaj temperature na ekstraktibilnost fenotwéri iz sjemenki grafa,

& pratenje utjecaja temperature na kinetiku ekstrakckapaih i individualnih fenolnih
tvari,

& ispitivanje primjenjivosti raztitih eksponencijalnih matemakih modela proizaslih iz
drugog Fickova zakona difuzije (modificirani Fickawodificirani Henderson-Pabisov i
Pageov model) i neeksponencijalnog Pelegova madetgisivanje procesa kruto-teieu
ekstrakcije te odvanje efektivnog koeficijenta difuzije fenolnihaxi,

& ispitivanje utjecaja nana ekstrakcije (u vodenoj kupelji, na univerzalnsostavu za
ekstrakciju i ekstrakcija superkititiim fluidima) na ekstraktibilnost fenolnih tvari,

& utvrdivanje povezanosti (korelacije) iziie masenog udjela fenolnih tvari i

antioksidacijske aktivnosti ekstrakta te masenggladenolnih tvari i boje ekstrakta.

Maseni udio ekstrahiranih ukupnih fenolnih tvawwom radu, bez obzira na ispitivane procesne
uvjete, ndin ekstrakcije i heterogenost uzoraka kretao seagpanu od 18,29 do 94,30
MQgcae/Gs.., 0dnosno od 1,83 do 19,43% izrazeno na suhu jeareski. Isto tako, maseni udio

ukupnih ekstraktibilnih proantocijanidina za svpitivane ekstrakte kretao se u rasponu od 4,21
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5. Rasprava

do 43,77 mg/g;. odnosno od 0,42 do 4,38% izrazeno na suhu tvanesjki groza. Sline

podatke za udio ukupnih fenolnih tvafigblica 5.1) i udio proantocijanidinaTablica 5.2) u

ekstraktima sjemenki grda objavili su i drugi autori uz razlte metodologije eksperimentalnog

rada.

Tablica 5.1.Ekstraktibilnost ukupnih fenolnih tvari (UFT) iZesnenki gro&a pri razltitim
uvjetima ekstrakcije prema literaturnim podacima

sjemenki

temperatura 25 - 70 °C

Uzorak Uvjeti ekstrakcije UFT the_raturnl
lzvor
uredaj: magnetska mijeSalica
. . .| otapala metanol /aceton/voda
Sje.menke' bijelih i vijleme 30 minuta 10,33-11,11%; [ 4]
crnih sorti gro#a ) (GAE)
omjer kruto-teku’e: 3,5 - 12,5 mL/g
temperatura sobna
uredaj: ekstrakcija po Soxhletu
otapalaaceton/voda/octena kiselina
Susene i oduljene etil-acetat/metanol/voda 9,61 - 10, 83%,. [ 76]
sjemenke graia vrijeme: 8 sati (GAE)
omjer kruto-teku’e: 20 mL/g
temperatura:60 °C
uredaj: ekstrakcija po Soxhletu
. o _| otapala aceton/voda/octena kiselina
Osugene, .US|thene : metanol/voda/octena kiselina 2,13 -2,57%,,.
oduljene sjemenke . _ [ 74]
groxia vrijeme: 8 sati (CTE)
omjer kruto-tekuwe:1,5 mL/g
temperatura vreliSte otapala
uredaj: uzv sonda i tresilica
otapala 95%-tni etanol, metanol,
Osusene, usitnjene i aceton te njihove mjesavine
oduljene sjemenke vodom 0,23 -5,27%;. [79]
bijelog i crnog vrijeme: 15 minuta UZV + (GAE)
grozia 30 minuta tresilica
omjer kruto-tekuw’e: 10 mL/g
temperatura sobna
uredaj: centrifuga
smrznute semenke | (0SSO 006 - 0.96% (127
grozda na -20 °C . i (GAE)
omjer kruto-tekuée: 4 mL/g
temperatura sobna
Pogda od siemenki | Otapala 50% vodena otopina etanola
grozda zaostala . vrijeme 1 -2 sata 1,65 - 4,27%; [14]
nakon odaljavanja | omjer kruto-tekue: 5 -10 mL/g (GAE)

GAE- ekvivalenti galne kiseline, CTE-ekvivalenf-(katehina
%, - udio fenolnih tvari izrazen na suhu tvar uzork®;, - udio fenolnih tvari izrazen na uzorak
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Tablica 5.2. Ekstraktibilnost ukupnih proantocijanidina (UPAZ sjemenki groda pri
razlicitim uvjetima ekstrakcije prema literaturnim podaei

- N Literaturni
Uzorak Uvjeti ekstrakcije UPA :
1Zvor
Sjemenke bijelih | uredaj: magnetska mijeSalica
sorti groda u otapala etanol/voda/triklor metan
- . i 15,94 - 70,41%;, [71

razlicitim stadijima | vrijeme 2 minute
zrenja groda omjer kruto-teku‘e: 40 mL/g

uredaj: -

. o otapala100% etanol
Susene i usitnjene| 0.54%
_ vrijleme 24 sata 9% 0uz. [ 12§

sjemenke graia _ . (tanini)

omjer kruto-teku’e: 10 mL/g

temperatura:sobna

uredaj: tresilica
Neusitnjene otapala etil-acetat/voda
sjemenke bijelog | vrileme 8 sati 0,17 - 8,02%; [42]
grozda omjer kruto-tekuée: 4 mL/g

temperatura:sobna

%s. - udio proantocijanidina izrazen na suhu tvar tkeg % .- udio proantocijanidina izrazen na uzorak

5.1. UTJECAJ OTAPALA, OMJERA KRUTO-TEKU CE, VELICINE
CESTICA | VREMENA EKSTRAKCIJE NA EKSTRAKTIBILNOST
UKUPNIH FENOLNIH TVARI IZ SJEMENKI GROZ DA

Ucinkovitost ekstrakcije znatno ovisi 0 procesnimgraetrima (svojstva materijala, otapalo,
omjer kruto-tekde, temperatura, veina cestica) koji mogu djelovati nezavisno ili zavisno
[25 32 88 12Q.

Pri odrefivanju najpovoljnijinh procesnih uvjeta za ekstragidienolnih tvari, uvijek se mijenjao

samo jedan parametar dok su ostali bili konstaatekstrakcija je provedena u vodenoj kupelji.

Utjecaj otapala

Voda i etanol (50, 70 i 96%-tni) odabrani su kaapaia zbog njihove ekoloSke prihvatljivosti i
netoksénosti za ljude[ 1, 8] . Osim toga, tijekom postupka vinifikacije, etanel prirodno

otapalo za ekstrakciju fenola iz sjemenki gi@Z1 vind 41] . Ispitivanjem njihove &inkovitosti
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5. Rasprava

u ekstrakciji ukupnih fenolnih tvari pri temperat@0 °C na uzorcima mjeSavine sjemenki
bijelog groda - MixBG_03 §lika 4.2) utvrdena je najvéa W&inkovitost 50%-tnog etanola
(U = 100%), a potom slijede 70%-tni etandl £ 86,15%), 96%-tni etanoU(= 70,21%) te voda
(U =20,04%). Isti redoslijed cinkovitosti dobiven je ispitivanjem dinkovitosti navedenih
otapala na drugom uzorku sjemenki gi@z FS 05 za ukupne fenolne tvari i ukupne
proantocijanidine Slika 4.27 i 5.1.9 kao i za individualne fenolne tvari (KT — (+)-k&in,
EKT — (-)-epikatehin, B2 - procijanidin ;Bi GK - galnu kiselinu) odiene HPLC-om
(Slika 5.1.5. Vodeni ekstrakti nisu analizirani HPLC-om zbolgb® Winkovitosti vode u

ekstrakciji fenolnih tvari pri navedenim uvjetima.

100 - W 50% etanol 70% etanol 0 96% etanol

80+

H
H

60+

U [%]

1

U [%]

40

20+

.
.

0 T T T T
50% 70% 96% voda E ‘ !
etanol  etanol  etanol KT EKT B2 GK
a) b)

Slika 5.1.U¢inkovitost U, %) razltitih otapala u ekstrakciji (a) ukupnih fenolnih tv@JFT) i
ukupnih proantocijanidina (UPA) te (b) individudinienolnih tvari iz sjemenki grda FS_05
pri temperaturi 80 °C i omjeru kruto tel@140 mL/g tijekom 200 minuta ekstrakcije

Bolju ucinkovitost mjeSavine otapala alkohol/voda u odnasunavedena monokomponentna
otapala utvrdili su i drugi autori. Shi i syrl4] dokazali su najua ekstraktibilnost fenolnih
tvari iz pog#&e sjemenki gra¥a zaostale nakon oduljavanja pam&0%-tnog etanola, a Yilmaz

i sur.[ 78 sa 47,5 - 66,5%-tnim etanolom iz sjemenki bijelogrnog gro#ia. Spigno i sur.

[ 41] utvrdili da ve&i udio vode u mjeSavini etanol/voda (koncentraejanola manja od 50%)
smanjuje ekstrakciju polifenola iz komine gdez Peké i sur. [ 42] tijekom ekstrakcije
proantocijanidina iz sjemenki gré@ poma@u mjeSavine etil-acetat/voda dokazali su da sewnjih
prinos u ekstraktu po¢avao do trenutka dok je etil-acetat, koji je nepwbaotapalo, bio
potpuno zasen vodom uzimajti u obzir i vlagu u samim sjemenkama. Daljnjim p&agem
udjela vode nije se po¥avao prinos proantocijanidina. Naime, iako bi uhpaenbene svrhe, sa

stajaliSta netoksnosti i dostupnosti otapala, voda predstavljaldolgjodabir otapala, ona kao
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izrazito polarno otapalo (kakvi su i fenolni spa)eskstrahira i druge nepozeljne makromolekule
(proteine, polisaharideiestice koloida)¢emu posebno pogoduju poviSena temperatura i tlak.
PratiS¢avanje takvih ekstrakata moze biti kompliciranoozstio makromolekule (molarne mase
vece od 1000 g/mol) izazivaju polarizaciju koncenti@adi umanjuju dinkovitost procesd 9,

14] . Razlog manje koncentracije fenolnih tvari u vadeekstraktima moZze biti i va& aktivnost
enzima polifenol oksidaze koja razduge fenolne tvari za razliku od alkoholnog medijkajem

je neaktivng 92] . Isto tako,cisti etanol mozZe dati manji prinos fenolnih tvaata Sto je lako
hlapljiv pri viSim temperaturama, pfemu se mijenjaju uvjeti ekstrakcije, tj. omjer lkadekute
[14] .

Omijer kruto-tekw’e (sjemenke graia-otapalg

Ispitana je ginkovitost ekstrakcije ukupnih fenolnih tvari (UFE) neklasiranih sjemenki gréa
MixBG_03 tvari pricetiri razlicita omjera kruto-tekée, K/T (10, 20, 30 i 40 mL/g) na Sest
razli¢itih temperatura ekstrakcije (25, 40, 50, 60, ;@) Slika 4.3). Pri navedenim uvjetima
ekstrahirano je od 18,09 gt /gs: do 30,24 mgae/Qs:. Rezultati pokazuju da je pri omjeru
K/T = 40 mL/g na svim ispitivanim temperaturamaijabena najbolja ekstraktibilnost ukupnih
fenolnih tvari, uz najv@ prinos fenolnih tvari pri 80 °C. Stati8kom analizom Tablica 4.3)
utvrden je zn#&ajan utjecaj temperature ekstrakcije i omjera krte&uce kao zasebnih
procesnih parametara, ali i njihovo zavisno djelgga To znai da svaka temperatura pri
svakom omjeru K/T ima drugg utjecaj na ekstraktibilnost UFT, iako se gerecamoze
utvrditi uglavnom pozitivan trend koncentracije UBTemperaturom za ispitivane omjere K/T.
Takvi rezultati su u skladu s osnovnim principomjgmosa mase gdje je glavni pokreta
prijenosa tvari koncentracijski gradijent izduetopljive tvari i glavne mase otapala, a&ivje Sto
je veti omjer kruto-tekige. Cacace i Mazzp7] dobili su sléne rezultate pri pignju utjecaja
temperature i omjera K/T na ekstrakciju polifena@acrnog ribizla kao i Stangler Herodez i
sur[ 27] pri ekstrakciji fenolnih tvari iz melise. Naczk Shahidi[2] su dokazali da se
poveanjem omjera K/T od 1:5 (w/v) na 1:10 (w/v) péaka ekstrakcija kondenziranih tanina i
ukupnih fenola iz kanole dok su Pinelo i sp88] utvrdili da smanjenje omjera kruto-telau
(manja koltina otapala) uz dulje vrijeme ekstrakcije i péameje temperature pogoduje
ekstrakciji fenolnih tvari iz komine grda. Shi i sur[ 14] navode da w@ omjer kruto-tekde
moze smanjiti prinos fenola jer &ee kolicina otapala ima i viSe inkorporiranog kisika, Stdeb
dovodi do oksidacije te da je optimalni omjer zatedkkciju fenola iz pog®e sjemenki grofa
1:7,5 (w/v).
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Velidina ¢estica

Utjecaj veltine ¢estica na ekstraktibilnost ukupnih fenolnih tvarsjemenki groa MixBG_03
ispitan je n&etiri klasecestica: (> 0,63) mm, (0,63 - 0,4) mm, (0,4 - 0,&@N i (< 0,16) mm
(Slika 4.4). Ekstrakcija je provedena potwn50%-tnog etanola i omjera kruto-tékud0 mL/g
budwi da su se pokazali najumkovitijima pri ispitivanjima na neklasiranim sjemkama.
Vidljivo je da je najvéa kolicina ukupnih fenolnih tvari (61,99 rage /gs:) ekstrahirana iz
najmanje klaseestica (< 0,16 mm), a najmanja (21,78 3x9/gs:) iz najve&e klasecestica
(> 0,63 mm), iako su klas&estica (> 0,63) mm i (0,63 - 0,4) mm iste statisi zn&ajnosti
(uspord@eni podaci nakon 120 minuta ekstrakcij@alplica 4.4). Ukupna koléina ukupnih
fenolnih tvari ekstrahiranih iz usitnjenih, nekkasiih cestica sjemenki priblizno je odgovarala
ukupnoj srednjoj vrijednosti kaline ukupnih fenolnih tvari ekstrahiranih iz pojeithifirakcija.
Usitnjavanjem materijala po¥ava se povrSina kontakta kruta tvar-otapalo Stoodog
prijenosu tvari, a klasiranjem se postize&asdhomogenost ispitivanog uzorka, a time i bolja
ponovljivost rezultata. M#utim, iako je ekstraktibilnost fenolnih tvari bike¢a kod manjih
klasacestica, koeficijent varijacije ponavljanja ekspegima rastao je od ¥ prema manjim
frakcijama (1,92%; 3,32%; 6,24%; 12,64%). Vrlo sitestice mogu imati sklonost aglomeraciji,
Sto moze rezultirati pogreSnom interpretacijom heta [ 10] . Osim toga, neka istrazivanja
[ 42] pokazuju da se usitnjavanjem skuge vrijeme ekstrakcije, ali se ne poéaga prinos
fenolnih tvari (proantocijanidina), nego se u tostetaju uz fenolne tvari bolje ekstrahiraju i
druge nezeljene komponente. Zbog toga su ostalrcuamji su koriSteni u ovom radu
pripremljeni na n&n da su usitnjeni, provedena je granulometrijskaliaa (Tablica 4.1.)
odbaena je klasacestica (>0,63) mm, te su ispitivanja provedena smana cesticama

(< 0,63) mm kojima je odtkena prosjéna veltina cestica Tablica 4.2., Slika 4.).

Vrijeme ekstrakcije

Prema literaturnim podacima, vrijeme potrebno zstrekciju fenolnih tvari varira od 1 minute
do nekoliko sat[ 2, 43, 50], a ovisi 0 svim prethodno spomenutim faktorimaogrika ovisi i
ucinkovitost ekstrakcije. Tako se npr. péaejem temperature pot@&va brzina ekstrakcije, a
time se smanjuje potrebno vrijeme ekstrak¢ijg . Slika 4.4. prikazuje kinetiku ekstrakcije
ukupnih fenolnih tvari iz sjemenki gréa MixBG_03 préenu tijekom 200 minuta. Bez obzira
na veltinu cestica koléina ukupnih fenolnih tvari u ekstraktima udetku ekstrakcije se brze
pove&avala, a potom sporije, odnosno u 40 - 60 minutstrakcije ekstrahirano je 80 - 90%

fenolnih tvari od ukupno ekstrahiranih tijekom 2@@huta. S obzirom na to, te da se u literaturi
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za ekstrakciju fenolnih tvari iz nusprodukata gi@zpominje optimalno vrijeme od 30 - 90
minuta [ 46] , moZe se smatrati da je vrijeme ekstrakcije od @00uta za eksperimentalne
uvjete ovog rada dovoljno za pemje utjecaja temperature i dm@a ekstrakcije na

ekstraktibilnost fenolnih tvari.

5.2. UTJECAJ TEMPERATURE NA KRUTO-TEKU CU EKSTRAKCIJU
FENOLNIH TVARI IZ SJEMENKI GROZ DA

Utjecaj temperature na ekstrakciju fenolnih tigpitan je za temperaturni interval 25-80 °C.
Ekstrakcija je provedena u vodenoj kupelji u ekspentalnim uvjetima koji su odabrani na
osnovi najvéeg prinosa ukupnih fenolnih tvapdglavlje 5.1): 50% etanol, omjer kruto-teke
40 mL/g,cestice sjemenki manje od 0,63 mm, ekstrakcijajarija 200 minuta.

U ispitivanom temperaturnom intervalu uteno je da se ekstraktibilnost fenolnih tvari
poveavala s porastom temperature od 25 °C do 80 °Co Tak se maseni udjeli ukupnih
fenolnih tvari sjemenki grala FS_05 nakon ekstrakcije 200 minuta, od nizih prensim
temperaturama, kretali u rasponu od 70,77 do 12%BBae/0s: (Slika 4.5), a ukupnih
proantocijanidina u rasponu od 13,79 do 23,33 mg/¢§Slika 4.28). Ispitivanjem
ekstraktibilnosti navedenih spojeva iz drugih ukarasjemenki gra¥a pri temperaturi
ekstrakcije 80 °C utdeni su maseni udjeli za ukupne fenolne tvari u saspod 41,92 do
173,92 mgae/0st (Slika 5.2) te za ukupne proantocijanidine u rasponu od @d@30,71 mg/g;
(Slika 4.29), iz cega je vidljivo da osim procesnih parametara, wkdsarta, agrotehnoloski

uvjeti uzgoja groda) ima znatan utjecaj na maseni udio ekstrahirmablnih tvari.

UE VK, 80T, 50% etanol, 200 minuta
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Slika 5.2. Maseni udio ukupnih fenolnih tvariC(jrr) ekstrakata raalitih uzoraka (sorti)
sjemenki groda dobivenih poméu 50%-tnog etanola pri temperaturi ekstrakcije 80 °
tijekom 200 minuta
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Poveanje temperature poboljSava ekstrakciju dvojakoyefemnjem topljivosti krute tvari i
poveanjem difuzijskog koeficijentph7, 88] . Sobzirom na to, utjecaj temperature detaljnije je
objasnjen na osnovi pfanja kinetike kruto-tekte ekstrakcije ukupnih i individualnih fenolnih

tvari te odrdivanjem njihovih efektivnih koeficijenta difuzije

5.2.1. Modeliranje kinetike kruto-teku ¢ée ekstrakcije ukupnih fenolnih tvari

iz sjemenki groala

Modeliranje kinetike odienog procesa ima vaznu ulogu u dizajniranju protesati da
daje nuzne informacije o brzini prijenosa tvarzibr reakcije ili nastajanju oddenih promjena
kao funkcije eksperimentalnih varijapliL15 .

Kinetika kruto-tekde ekstrakcije ukupnih fenolnih tvari iz sjemenkofta FS_05 préena
je pri Sest razéitih temperatura (25, 40, 50, 60, 70 i 80 °C) namaa su njihove koncentracije
odreiivane u ekstraktima dobivenim nakon raittig vremena ekstrakcije (5, 10, 15, 20, 30, 40,
60, 90, 120 i 200 minuta). Pri svim ispitanim temgberama udeno je eksponencijalno
poveanje koncentracija fenolnih tvari u ekstraktimaremenom te asimptotsko priblizavanje
ravnoteznoj koncentracijiSlika 4.5). Navedeni tijek ekstrakcije skn je tijeku rehidratacije
odnosno njoj obrnutog procesa, susenja, koji dljju fenomene prijenosa topline i tvari, a za
¢ije se matematko modeliranje uspjeSno koriste r&#ii eksponencijalni i neeksponencijalni
modeli. Stoga su za opisivanje kinetike u ovom rashitana tri eksponencijalna modela
(modificirani  Fick 1l, modificirani Henderson-Pabis i Pageov model) prema izrazima
(3.10 - 12) koji u takvom obliku prema literaturnippdacima nisu koriSteni za opisivanje
kinetike kruto-tekde ekstrakcije, te Pelegov neeksponencijalni mo8el3) [ 122 123 .
Primijenjeni modeli su jedritani dvoparametarski osim modificiranog HendersaiiBova
modela koji je troparametarski model. Na osnovapatara modela moze se procijeniti ukupni
prijenos tvari u ispitivanom procesu. Parametri sladodréeni su nelinearnom regresijom
eksperimentalnih podatakddblica 4.5.)te su na osnovi njih konstruirane krivulje ekstigkc
koje su usporiene s eksperimentalnim podacin®ika 4.6). lako se iz grafikog prikaza moze
uociti da svi primijenjeni modeli dobro aproksimiragksperimentalne podatke, uspjeSnost
aproksimacije primijenjenih matemétih modela dodatno je analizirana na osnovi viSe
statistékin kriterija uz uobtajeni koeficijent korelacije 4 koji sam nije dovoljan za
vrednovanje primjenjivosti nelinearnin mod¢ld4] . Odreieni su efikasnost modela (EF), koja

bi kao i koeficijent korelacije u idealnom ghju imala vrijednost 1, ukupno kvadratno
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odstupanje (FL), srednje kvadratno odstupanje (RMSEduciranichi-kvadrat §?) koji bi u
idealnom sldaju imali vrijednost (f 24] , kao i srednja relativha pogreska (P, %) za k&u s
smatra da je prihvatljiva do 5%, dok iznad 10% @¢awa loSe slaganje eksperimentalno
odreienih i modelom predidenih vrijednosti podatakfa2?] .

Za sve matematke modele srednja relativna pogresSislika 4.7.) bila je manja od 4%, Sto
potvrduje njihovu prikladnost za opisivanje kinetike katekiwte ekstrakcije ukupnih fenola pri
eksperimentalnim uvjetima. Matim, na osnovi drugih oddenih statistikih kriterija uaiene su
odreiene razlike izméu modela. Tako je Pelegov model imao najnize vnigestii koeficijenata
korelacije (0,9899 - 0,9932) i efikasnosti mod€)®®799 - 0,9864) te naj¥e vrijednosti RMSE
(2,1600 - 4,6667), P (2,9187 - 3,7832%)*(5,7025 - 26,6180) i po tome se znatno razlikovao
od ostala tri eksponencijalna modela koji su pokdudje slaganje eksperimentalnih i modelom
predvidenih podataka, &iji su svi statisiki kriteriji aproksimacije imali jednaku statigkiu
znaajnost (prema Duncanovaost-hoctestu,p < 0,05) Tablica 4.6).

Budui da je temperatura jedan od glavnih procesnih matara koja znatno utje na
prijenos tvari, a matem&ko modeliranje dobra podloga za simuliranje i diranje odréenog
procesa, provedene su analize ovisnosti procij@njparametara modela (grupirani su prema
slicnosti bez obzira na primijenjeni model) o tempeatiatkstrakcije. Konstante eksponencijalnih
modela koje u sebi sadrZze dimenziju vremena prik@zsu naSlici 4.8, gdje je vidljiva
eksponencijalna ovisnost konstante modificiranogdéeson-Pabisova modeligf) te linearna
ovisnost konstanti Fickov&y) i Pageovalp) modela o temperaturi ekstrakcije.

Na Slici 4.9. prikazane su ovisnosti recigrgh vrijednosti konstanti Pelegova modelak(1/
1/k;) o temperaturi. Konstanta kl/predstavlja inicijalnu brzinu ekstrakcije, a njgaijasna
funkcionalna ovisnost o temperaturi nije di®ma. Moze se pretpostaviti da je razlog tome velika
brzina ekstrakcije u prvih nekoliko minuta bez shzia temperaturu ekstrakcije Sto je vidljivo i
iz eksperimentalnih i modelima predenih podataka za kinetiku ekstrakcifgike 4.5, 4.6). Za
razliku od konstante &4, recipr@na vrijednost druge Pelegove konstantaflkbja predstavlja
doseg ekstrakcije u nekom ka@&nam vremenu ekstrakcije, pokazala je pozitivhu dimel
ovisnost o temperaturi ekstrakcije, Sto je u skladezultatima drugih istraziva na podrgju
ispitivanja sorpcijskin procepd29, 13(Q . Slika 4.1Q prikazuje ovisnost bezdimenzionalnih
parametara modificiranog Fickovan){ modificiranog Henderson-Pabisova')( i Pageova
modela (") o temperaturi. Vidljivo je da vrijednosti nawadh konstanti rastu s porastom
temperature (do 60 °C), a potom lagano padaju. dijajlaproksimaciju takve ovisnosti dala je

potencijska funkcija. Slan sl&aj je i s konstantomaj modificiranog Henderson-Pabisova
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modela, ¢ija je vrijednost rasla do 40°C, a potom opadaéa j& aproksimirana s
eksponencijalnom funkcijont{ika 4.11).

S obzirom na to da nije utiena jasna ovisnost Pelegove konstantd;)1d temperaturi
ekstrakcije, te da je taj model pokazao najloSijaganja s eksperimentalnim podacima
ekstrakcije ukupnih fenolnih tvari, dalje su od#ae samo funkcionalne ovisnosti parametara
eksponencijalnih modela o temperatufablica 4.7). UvrStavanjem dobivenih funkcionalnih
ovisnosti u matematke modele (3.10-12) dobivene su slozZenije jednadEbblica 4.8) ¢ijim

je rjeSavanjem mode simulirati kinetiku, odnosno brzinu kruto-teékeuekstrakcije ukupnih
fenolnih tvari za odreno Sire podrje temperatura i vremena ekstrakcije od eksperiahent
ispitanih. Primjeri simulacije kinetike kruto-tedel ekstrakcije ukupnih fenolnih tvari rg@tiri
proizvoljno odabrane temperature (19, 35, 65 i @B te dvije eksperimentalno ispitane
temperature (50 °C i 70 °C) prikazani su fdici 4.12 UspjeSnost simulacije kinetike
kruto-tekite ekstrakcije fenolnih tvari odtena je takder na osnovi istih statiskih kriterija
(Slika 4.13) koriStenih za procjenu prikladnosti modela za kpimaciju eksperimentalnih
podataka. Srednja relativha pogreska svih ispitivamodela za simulaciju bila je manja od 4%,
Sto potvduje prikladnost danih numekih modela za aproksimaciju eksperimentalnih pddata
I daje mogdnost simulacije procesa kruto-teéeuekstrakcije ukupnih fenolnih tvari iz sjemenki
grozdia. Meiutim, ostali izréunani statistiki pokazatelji pokazali su da je Pageov model
najprikladniji model za simulaciju procesa krutétée ekstrakcije provedene u
eksperimentalnim uvjetima ovog rada. Stoga su pramsdenom modelu tafter prikazane
krivulje simulacije brzine kruto-teke ekstrakcije fenolnih tvari za proizvoljno odalean
ispitanu temperaturu ekstrakcije u ovisnosti o maseudjelu ekstrahiranih fenolnih tva8lka
4.14). 1z krivulja simulacije vidljivo je da u ispitivanomprocesu nema konstantnog perioda
brzine ekstrakcije, nego da se prijenos tvari @uijpadajéem periodu brzine ekstrakcije gdje

difuzija fenolnih tvari kontrolira proces ekstrajed 10] .

5.2.2. Efektivni koeficijent difuzije ukupnih fenolnih tva ri iz sjemenki grozda

Najce&i pristup u odrdivanju efektivhog koeficijenta difuzijeDs) tijekom kruto-tekde
ekstrakcije temelji se na @®nju kinetike[ 25 . Efektivni koeficijent difuzije kao mijerilo
prijenosa fenolnih tvari difuzijom u procesu kragkwce ekstrakcije odden je iz nagiba pravca
In Y (bezdimenzionalne koncentracije fenolnih tvarg vrijeme ekstrakcije pri razitim
temperaturamaSJika 4.15). Iz slike je vidljivo da se prijenos fenolnihaiw difuzijom odvijao u
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dva perioda (brzi i sporiji period) kojima prethadicijalni period ekstrakcije. Siha opazanja
zabiljezili su i drugi autori tijekom ekstrakcijeokponenti iz biljnog materijala27, 53] te
procesa rehidratacijel3]] . Inicijalna ekstrakcija tvari odvija se trenutno gantaktu otapala i
materijala, pricemu se otapaju tvari na samoj povrsSini materijakeriod “ispiranja”) velikom
brzinom i zbog toga je teSko mjerljiva te nije dtemna njezina ovisnost o temperaturi. Inicijalna
ekstrakcija préena je brzim periodom difuzije (strmiji pravac) rfigiu 5 i 30-40 minuta
ekstrakcije), pricemu se ekstrahiraju fenolne tvari iz povrSinskilkgiina (pora) sjemenki, a
potom brzina ekstrakcije postepeno opada (prava@agim nagibom) i ovisi 0 molekularnoj
difuziji otoplijene tvari kroz pore materijala te wemenu ekstrakcije. Odteni efektivni
koeficijenti difuzije za oba perioda ekstrakcijekazani su ulablici 4.9, iz ¢ijih vrijednosti se
mozZe uditi da su se isti pov@vali s temperaturom, Sto je u skladu s rezultatimeyih autora

[ 7, 25 . Veca difuzija fenolnih tvari iz sjemenki gréd na povrSinu s porastom temperature
ekstrakcije moze se objasnitiéoen unutrasnjom energijom molekula, a time njihovesom
pokretljivo¥u kao i smanjenjem dinatikiog viskoziteta otapala. Tako se koeficijent difeza
brzi period ekstrakcije kretao u rasponu (0,34-2B8° m%min, a za spori period u rasponu
(0,06-1,33)-18° m¥min, $to je u skladu s rezultatima istraZivanjagil autora provedenih na
biljnim materijalima Tablica 5.3).

Numerika vrijednost energije aktivacije koja pokazujesodst efektivnog koeficijenta difuzije
o temperaturi ekstrakcije odiena je iz lineariziranog oblika Arrheniusove jediael (2.19)
(Slika 4.16.).Literaturni podacio objasSnjenju energije aktivacije u &ju ekstrakcije tvari iz
bilinog materijala vrlo su oskudni (zbog sloZendastiedovoljne razjasnjenosti ekstrakcijskih
sustava), za razliku od brojnih teorija 0 njezinena&enju u sorpcijskim procesima za r&ik
biline materijale[ 132, 133 . NiZa vrijednost energije aktivacije izianana je za brzi period
ekstrakcije (31,63 kJ/mol) u odnosu na spori pesésdtrakcije (43,46 kJ/mol), Sto ujuje na
vedi utjecaj temperature na brzinu ekstrakcije, odoasaDe; U sporijem periodu nego u brzem
periodu ekstrakcije, gdje je brzina difuzije¢aeod 1,9 - 5,5 puta u odnosu na sporiji period.
Prema literaturnim podacima, energija aktivacijgeposa tvari kroz raalite krute bioloSke
materijale krée se od 9,46 do 50,1 kJ/m¢lll] . Budwi da su konstante primijenjenih
eksponencijalnih modela procijenjene na osnovi pobataka za kinetiku ekstrakcije, njihove
vrijednosti su uspotine s srednjim vrijednostima efektivhog koeficigerdifuzije na svim
temperaturamaSJika 4.17). Sve konstante ispitanih eksponencijalnih mod®ladificirani Fick

II, modificirani Henderson-Pabis, Page) pokazalgysaitivhu linearnu @ > 0,908) ovisnost o
efektivnom difuzijskom koeficijentu oddenom prema izrazima (3.21, 3.22). Navedena linearna

ovisnost upduje nacdinjenicu da konstante primijenjenih modelg ke, ky) U sebi sadrze
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koeficijent efektivne difuzije te da su primijenjezksponencijalni modeli prikladni za opisivanje
procesa difuzije fenolnih tvari iz sjemenki gdez

Tablica 5.3 Vrijednosti efektivhog koeficijenta difuzijeDgs) tvari iz razltitog biljnog materijala pri
razlicitim uvjetima ekstrakcije prema literaturnim podaei

o B - Literaturni
Uzorak Uvjeti ekstrakcije Des [M/min] _
1Zvor
uredaj: imerzijski ekstraktor
_ 5 ) otapala etanol
Komina groda (sjemenke| .
3 . 3 vrijeme: 6 sati (0,079 - 0,63)-1¢°
koZica, petelijke) osuSena mpa [ 10]
o omjer kruto-tekuée: -
zraku i usitnjena
temperatura:50 °C
cilj: ekstrakcija ukupnih polifenola
uredaj: imerzijski ekstraktor
_ 5 otapala etanol, voda
Komina gro#a zaostald ) 0
o vrijeme 100 minuta (0,01-0,2)-18
nakon destilacije alkoholg, [ 25]
. S omjer kruto-tekuée: -
osuSena na zraku i usitnjena
temperatura:40-50 °C
cilj: ekstrakcija ukupnih polifenola
uredaj: mijeSalica s grijanjem
otapala etanol o
. _ Brzi period:
vrijeme 5 sati
. _ (2,52 - 18,42)-1¢f
Melisa omjer kruto-tekwée: 4 - 10 mL/g o [ 27]
Spori period:

temperatura:~79 °C 0
. R _ (0,19 - 0,64)-18
cilj: ekstrakcija individualnih

antioksidanasa

uredaj: mijeSalica s grijanjem
otapala etanol, zakiseljena voda
vrijeme 5 sati

Crni ribizl omjer kruto-tekuée: 6 - 74 mL/g (6,00 — 1560,00)-18 [7]
temperatura: 6 -74 °C

cilj: ekstrakcija antocijana /ukupnih

fenolnih tvari

uredaj: vodena kupelj
otapala voda
vrijeme 5 sati

£mo kave omijer kruto-teku'e: 2 - 8 mL/g 3,21-10° [29
temperatura:90 °C

cilj: dekofeinizacija kave
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5.2.3. Kinetika i efektivni koeficijent difuzije individua Inih fenolnih tvari u

procesu kruto-tekuée ekstrakcije iz sjemenki grofla

Kinetika individualnih fenolnih spojeva ((+)-kateh, (-)-epikatehina, procijanidina B2 i
galne kiseline) prgena je na istom uzorku (FS_05) kao i kinetika ukinpenolnih spojeva zbog
utvrdivanja njihove ekstraktibilnosti pri raZltim temperaturama. Analizirani su ekstrakti
dobiveni nakon 10, 30, 60, 120 i 200 minuta eksiiyakpri Sest raztitih temperatura ekstrakcije
(25-80 °C). S obzirom na to da su (-)-epikatehitaiga(-)-galokatehin kvantificirani u malim
kolicinama {Tablica 4.1Q te da nije udena jasna ovisnost njihove koncentracije u ekstrekb
vremenu i temperaturi ekstrakcije, oni dalje nigematrani.

U svim ispitivanim ekstraktima sjemenki FS_05 aajrmpljeniji je bio (+)-katehinSlika
4.18) ¢iji se maseni udio kretao u rasponu od 1,52 do APy od nizih prema visSim
temperaturama i s porastom vremena ekstrakcij@t@npslijede (-)-epikatehinSfika 4.20.)s
rasponom masenih udjela od 0,71 do 5,69 mgfgocijanidin B2 Glika 4.22) od 0,53 do 1,41
mg/gs.«.i galna kiselina$lika 4.24) od 0,31 do 0,57 mgég

Statisttkom obradom podataka pofeno je da temperatura i vrijeme, kao i njihova
interakcija imaju zné&jan utjecaj na ekstrakciju (+)-katehina, (-)-epekana, procijanidina Bi
galne kiseline iz sjemenki grdéd pri ispitivanim eksperimentalnim uvjetimaaplica 4.11).
Usporeglivanjem masenog udjela ukupnih fenolnih tvari, ddreh spektrofotometrijski u
ekstraktima sjemenki grda dobivenim u raztitom vremenu ekstrakcije i pri raziiim
temperaturama, s individualnim fenolnim tvarima rdéna je eksponencijalna ovisnost s
masenim udjelom (+)-katehing = 0,966) Glika 4.19) i (-)-epikatehina g = 0,977) Elika
4.21.)te linearna ovisnost s masenim udjelom procijarads, (o = 0,878) Slika 4.23) i galne
kiseline (o = 0,822) Slika 4.25). Eksponencijalna ovisnost s masenim udjelom @itgkina i
(-)-epikatehina uptuje na znatno povanje udjela tih flavan-3-ola u ukupnim fenolnim rivaa
S porastom temperature, a time i na njihovéuvekstraktibilnost pri viSim temperaturama. Shi i
sur. [ 14] dokazali su da se sadrzaj (+)-katehina i (-)-epiketa povéavao u ekstraktima
dobivenim pri temperaturama &im od 50 °C (ispitivano podtje temperatura ekstrakcije do
70 °C). Linearna ovisnost s masenim udjelom pradijaa B i galne kiseline uptuje takater
na pozitivan utjecaj temperature na njihovu eksiipkost, metutim, njihov udio u ukupnim
fenolnim tvarima se proporcionalno péagao s porastom temperature.

Efektivni koeficijent difuzije odréen je na isti nén kao i za ukupne fenolne tvari. Pri tome
je za koeficijent difuzije (+)-katehina i (-)-epiiednina uden brzi i spori period ekstrakcije, dok
se za galnu kiseline i procijanidin, Bkstrakcija odvijala u jednom periodu, Sto je ladk s
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literaturnim podacimé 25| . Izratunane vrijednosti efektivhog koeficijenta difuz(je)-katehina
kretale su se u rasponu (0,03 - 0,67}*10n”/min od nizih prema vi§im temperaturama,
(-)-epikatehina (0,04 - 0,69)-1® m?min, procijanidina B (0,06 - 1,10)-1&° m%¥min te galne
kiseline (0,02 - 0,24)-18 m%min, a iz njihove ovisnosti 0 temperaturi iuaana je i energija
aktivacije (Tablica 4.12) za svaki individualni fenoli spoj. Tako se premgednostima energije
aktivacije moze u@ti da je ekstrakcija galne kiseline najmanje ogism temperaturi, jer ima
najnizu energiju aktivacije (41,29 kJ/mol), potofijesi procijanidin B (44,13 kJ/mol) Sto
objasnjava i njihovu linearnu ovisnost o masenoneludukupnih fenolnih tvari u ekstraktima.
Vrijednosti energije aktivacije (+)-katehina (48,K9/mol) i (-)-epikatehina (44,98 kJ/mol) su
nesto visSe u odnosu na prethodne dvije Staujeuna njihovu véu temperaturnu ovisnost, a Sto
je u skladu s njihovom eksponencijalnom ovisnosthasenom udjelu ukupnih fenolnih tvari u
ekstraktima.

Ispitivanjem ekstraktibilnosti individualnih feroh tvari iz ostalih uzoraka sjemenki gdav
(Slika 5.3) utvrdeno je da su svi uzorci - iako se maseni udio fahotvari u ekstraktima
razlikovao ovisno o uzorku Sto je posljedica sdrtrikarakteristika, raalitog vremena
uzorkovanja s razlitih lokacija, godina berbe itd.6, 68] - imali najvei sadrzaj (+)-katehina
¢iji se maseni udio kretao u rasponu od 2,11 do5LB§/g ; a potom ga je slijedo (-)-epikatehin
(1,59-10,03 mg/g), dok se zastupljenost procijaniding ®,33-3,97 mg/g) i galne kiseline

(0,41-1,06 mg/g) mijenjala ovisno o uzorku.

| KT 0O EKT m B2 O GK 0O EKG O GKT

UE: VK, 80 C, 50% etanol, 200 min

[ [N [N
o N N
I I I I ]

()]
| I

Cirr_rric Mg /gse]
0

FK 04 GS 04 PK 04 FS 05 GS 05 GE 05 ZE 05

Slika 5.3 Maseni udio individualnih fenolnih tvari (& npLc) U ekstraktima raatitin uzorka
sjemenki groda dobivenih ekstrakcijom u vodenoj kupelji patno50%-tnog etanola,
tijekom 200 minuta pri temperaturi 80 °C
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Takader je i za ove uzorke uidena jaka korelacija fenolnih tvari odenih HPLC-om i ukupnih
fenolnih tvari odrdenih spektrofotometrijskid = 0,749). Katehin i epikatehin su dominantni
flavan-3-oli u sjemenkama gréd i prema istrazivanjima drugih autdrd6] , meiutim, njihove
vrijednosti te vrijednosti ostalih spojeva u odnasuvrijednosti prikazane u ovom radu su nize
(Tablica 5.4. MoZe se pretpostaviti da razlika postoji zbogjitstog n&ina i uvjeta ekstrakcije
uzoraka te nana prikazivanja podataka.

Prer&unavanjem tih podataka na suhu tvar (koja nijedovana uvijek nazngna) sjemenki
groZzda dobile bi se vjerojatno e vrijednosti u odnosu na rezultate izraZzene naursgsnenki

ili masu groda iz kojeg su izdvojene.

Tablica 5.4 Vrijednosti sadrzaja individualnih fenolnih spogew sjemenkama gréd pri
razlicitim uvjetima ekstrakcije prema literaturnim podaei

o ) o Literaturni
Uzorak Uvjeti ekstrakcije Fenolni spoj .
1Zvor
uredaj: centrifuga KT: (0,08-0,39) mg/g
Liofilizirane L
otapala metanol /voda/mravlja kis EKT: (0,06-0,31) mg/g
sjemenke bijelog i [ 79
vrijeme 10 minuta B2: (0,02-0,04) malg
crnog gro#a
omjer kruto-tekuw’e: 50 mL/g EKG: (0,01-0,07) mg/g
uredaj: uzv sonda i tresilica
GK: (0,10-0,99) mg/g;
otapala70%metanol/voda
OsuSene i oduljene| ] KT: (0,12-3,58) mg/g:
. vrijeme 15 minuta UZV + [ 68
sjemenke u prahu EKT: (0,96-4,21) mg/g;
30 min tresilica
omjer kruto-tekwe: 10 mL/g
uredaj: ekstrakcija u atmosferi GO
KT: (0,21-2,44) mg/g
otapala viSestupanjska ekstrakcija:
Sjemenke osuSene EKT: (0,23-2,84) mg/g
80% metanol,50% metanol, 75%acetaon [77]
na zraku - ) B2: (0,09-1,06) mgl/g
vrijeme: 16 sati
) EKG: (0,01-0,07) mg/g
omjer kruto-tekuée: 4,2 mL/g
Sjemenke bijelih uredaj:- KT: (15,9-703,2) mg/g;,
sorti groda u otapala etanol/voda/triklor metan EKT: (2,7-218,3) mg/g;,
. [71]
razlicitim stadijima | vrijeme 2 minute B2: (0,9- 5,6) mg/g;.
zrenja groda omjer kruto-tekute: 40 mL/g EKG: (1,2-33,5) mg/g;.

KT - (+) - katehin, EK - (-) - epikatehin, B2 -qmijanidin B,, EKG - (-) - epikatehin galat, GK — galna kiselina

mg/qgy - -masa fenolnog spoja po masi gfazmg/g ;. - masa fenolnog spoja po masi suhe tvari sjemenki
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Na osnovi préenja kinetike individualnih fenolnih tvari i utdivanja visoke korelacije s
masenim udjelima ukupnih fenolnih tvari u ekstrakdi dobivenim u istim eksperimentalnim
uvjetima, moZe se Wi isti pozitivan trend ovisnosti o temperaturickglavnom procesnom
parametru. Nadalje, oditwanjem efektivnih koeficijenata difuzije za svat@nolni spoj te
utvrdivanjem pozitivne ovisnosti o temperaturi, Sto jekladu s koeficijentima difuzije ukupnih
fenolnih tvari, moze se zakljiti da u ukupnom prijenosu mase difuzijom znatapraws imaju
odredivani individualni fenolni spojevi.

S obzirom na navedeno i uziméjw obzir da je jedan od osnovnih ciljeva svakogcgsa

ostvariti ga uz Sto nize ekonomsko-energetske ok preko ukupnih fenolnih tvari (Sto
predstavlja znatno jeftiniju, jednostavniju i brthetodu od odid@vanja individualnih polifenola

HPLC-om) moZe se uspjeSno modelirati i simuliratbges kruto-tekée ekstrakcije fenolnih

tvari iz sjemenki groZa Sto potwiuje i visoka korelacijad) izmeiu svih konstanti ispitivanih
modela, dobivenih aproksimacijom ukupnih fenolmifart, i efektivnin koeficijenata difuzije
(+)-katehina p> 0,90), (-)-epikatehinapo(> 0,89), procijanidina 4> 0,93) i galne kiseline
(0> 0,88) Glika 4.26).

5.3. UTJECAJ NACINA EKSTRAKCIJE NA EKSTRABILNOST
FENOLNIH TVARI IZ SJEMENKI GROZ DA

Rezultati ekstrakcije provedene u vodenoj kupslpareieni su s rezultatima ekstrakcije
provedene na univerzalnom sustavu za ekstrakcijahB
Kruto-tekita ekstrakcija na univerzalnom sustavu za ekstrakmipvedena ja ponda cetiri
metode (Soxhlet standard, kontinuirana ekstrak8igghlet topli i vriéa ekstrakcija). Pt@njem
kinetike ekstrakcije (20, 30, 60, 120 i 200 minuta)uzorcima sjemenki gréd FS_05 utvieno
je da se maseni udio ukupnih fenolnih tvari g@x@o s vremenom bez obzira na primijenjenu
metodu ekstrakcije Slika 4.3). Maseni udio ekstrahiranih fenolnih tvari ovim ¢imeom
ekstrakcije kretao se u rasponu od 109,00 do 19Ghe/gs:. ovisno 0 metodi, vremenu |
uzorku (GE_05, GS_05, FS_05, ZE_0S)iKa 4.32). 1z navedenih slika vidljivo je da se maseni
udio ekstrahiranih ukupnih fenolnih tvari poéoocetiri metode univerzalnog sustava nije
medusobno znatno razlikovao. Metim, usporedbom metoda univerzalnog sustava za
ekstrakciju s ekstrakcijom u vodenoj kupeljiceoa je statistka zn&ajnost metode ekstrakcije
te njezine interakcije s ispitivanim vremenima edistije i uzorcima Tablice 4.13i 4.15.
Zn&tajna razlika (ANOVAp = 0,01) potjecala je od rezultata dobivenih elkstfam u vodenoj
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kupelji (Tablice 4.14i1 4.16), s obzirom na to da su maseni udjeli ukupniloleih tvari u tom
slucaju bili nizi za 6-35% u odnosu na one dobivenetraksijom na univerzalnom sustavu
ovisno o uzorku, metodi i vremenu ekstrakcije (masgljeli ukupnih fenolnih tvari dobiveni
ekstrakcijom u vodenoj kupelji nakon 200 minuta @gyaju onima dobivenim na univerzalnom
sustavu Buchi u vremenu 30-60 minuta). Jedino tiaglusorte zweigelt nije wena navedena
razlika, nego su nesto &dli jednaki rezultati (ovisno o Buichi metodi) dekni ekstrakcijom u
vodenoj kupelji.

Maseni udio ukupnih ekstraktibilnin proantocijamdi u ekstraktima dobivenim metodama
univerzalnog sustava za ekstrakciju kretala se ,66 6o 43,77 mg/g. ovisno o ispitivanom
uzorku (GE_05, GS_05, FS_05, ZE_05), te je bio z&i4-20% u odnosu na masene udjele
proantocijanidina u ekstraktima dobivenim pdmovodene kupelji (izuzev sjemenki gdaz
sorte zweigelt).

Sjemenke grafa (GS_04, FS_04, PK_04, FK_04) podvrgnute su supi€roj ekstrakciji
pomau ugljicnog dioksida (C@ pod tlakovima 300 bara i 450 bara te temperatardth°C |
60 °C pri oba ispitivana tlaka, bez dodatka kodtapatrajanju jedan sat. Nakon ekstrakcije
dobiveni su ekstrakti uljaste konzistencije u k@imisu dokazani ukupni fenoli i ukupni
proantocijanidini, budéi da je CQ nepolarno otapalo za razliku od fenolnih tvari.
Kamengerpoura i surf 86] su superkriinom ekstrakcijom ulja iz sjemenki gi& bez
kootapala dobili uljne ekstrakte bogate esterimaniakiselina, aldehidima i sterolima bez
fenolnih komponenti, a slne rezultate objavili su i drugi autp60, 51, 134 . Medutim,
lako je u dosadasnjim istrazivanjima superkn#i ekstrakcija pontm CQO, uglavhom
razmatrana kao alternativa kruto-tékjp ekstrakciji, gdje se uz dodatak prikladnog kpela
mogu dobiti véi prinosi fenolnih tvari i bolja organolepka svojstva ekstrakata, novija
istrazivanja pokazuju da se ta metoda uspjesSnostkou kombinaciji sa kruto-tekom
ekstrakcijom, bilo u pré&is¢avanju dobivenih ekstrakafad5, 135 ili kao metoda prethodne
obrade uzorakd 45, 136, npr. umjesto heksana koji se koristi za oduljgeanzoraka.
PrijasSnja istrazivanj@d 67, 78] pokazuju da prethodna obrada gi@zepolarnim organskim
otapalima kao Sto je npr. heksan, pozitivno dutjma kruto-tekéu ekstrakciju polifenola iz
groZda pri procesnim uvjetima koji i ida pogoduju ekstrakciji fenolnih tvari.

S obzirom na navedeno, i na dobivene ekstraktedoéazanih fenolnih tvari, superktitia
ekstrakcija pod primijenjenim uvjetima dalje je metrana kao metoda prethodne obrade uzorka
te je kruti ostatak sjemenki grdg nakon superkritne ekstrakcije ponovno ekstrahiran
konvencionalnom kruto-tekom ekstrakcijom u uvjetima koji su se u ovom rachkgzali
optimalnim (50% etanol, 80 °C, 200 minuta). Masedio ukupnih fenolnih tvari§lika 4.35) i
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ukupnih proantocijanidinaSjlika 4.36) u ekstraktima oduljenih sjemenki gdazbio je nesto
veci u odnosu na neoduljene sjemenke bez obzira reteusjperkritine ekstrakcije, prosjao
7,07% odnosno 6,62 %, Sto je prema t-testu biltsstki znatajno (Tablica 4.19). Isto tako,
statisttka analiza (ANOVA) je pokazala da primijenjeni uvjeuperkrittne ekstrakcije nisu
imali utjecaj na koliinu ukupnih fenolnih tvari ekstrahiranu konvencimmen ekstrakcijom iz
oduljenih sjemenki grata dok je razlika u katini postojala izméu uzoraka Tablica 4.18.
Drugi autori [ 136 objavili su neSto wa razliku u sadrzaju fenolnih tvari (2-3 puta) u
ekstraktima komine grda prethodno obtkenim superkritnom ekstrakcijom, ali su i ostal
eksperimentalni uvjeti bili druggi od navedenih u ovom radu.

5.4. BOJA EKSTRAKATA SJIEMENKI GROZ DA

Ekstrakti dobiveni pri eksperimentalnim uvjetimaowom radu vizualno su se razlikovali u
boji. Zbog subjektivnog zapazanja provedeno jejektivno mjerenje parametard*( a*, b*)
CIE-L*a*b* sustava boje iZijih vrijednosti su odréeni ton boje I(°*) prema izrazu (3.4) te
promjene svojstava boje (ukupna promjena boje &kistr(3.5), promjena kromatiosti (3.6) i
promjena tona boje (3.7) u odnosu na ekstrakcigsiapalo) Tablice 4.20., 4.21. 4.234.25,
4.27) za koje je ispitana i ovisnost o sadrzaju ukbganolnih tvari.

U svim ispitivanim ekstraktima bez obzira na psoee uvjete, nan ekstrakcije i uzorak
vrijednosti za ukupnu promjenu bojeE*) kretale su se u rasponu od 2,96 do 7,07 Sto vatgo
prema percepciji ljudskog oka, slabciljiwoj do vrlo ucljivoj promjeni boje.

Ukupna promjena boje, kao i promjena kroadsti i tona boje Slika 4.37) ekstrakata
sjemenki groda FS_05 dobivenih pomio vodene kupelji pov@vala se s povanjem
temperature i vremena trajanja ekstrakcije, a si&tom analizom utwveno je i zavisno
djelovanje navedenih faktordgblica 4.23. Iz slike je vidljivo da je tijek ukupne promjene
boje, promjene kromatnosti i promjene tona boje ekstrakata&at tijeku ekstrakcije ukupnih
fenolnih tvari, stoga je ispitana njihova dusobna ovisnostSlika 4.38) gdje je utvdena
potpuna pozitivha korelacijgo 0,937 - 0,969), Sto upuje na to da fenolne tvari ekstrahirane
pri razlicitim temperaturama i vremenu ekstrakcije pémwodene kupelji znatno doprinose boji
ekstrakta. Pov@nje promjene svojstava boje @eao je i negativnom potpunom korelacijom
ukupnih fenolnih tvari i svjetline ekstrakatap € -0,949), Sto potduje cinjenicu da su
ekstrahirani fenolni spojevi utjecali na tamnjeeiestrakta. Da bi se rezultati potvrdili, ispitaea |
ovisnost ukupne promjene boje, promjene krotnatsti i promjene tona boje ekstrakta r&th
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uzorka (sorti) sjemenki grda (Tablica 4.23 o masenom udjelu ukupnih fenolnih tvari, gdje je
takader utvidena vrlo jaka pozitivha korelacijgo€ 0,696 - 0,958), kao i potpuna negativna
korelacija izmédu masenog udjela fenolnih tvari u ekstraktima e#ine ekstrakatag= -0,939)
(Slika 4.39).

Svi ispitivani uzorci (sorte) imali su znatan ugeoa parametre boje, ton boje te na promjenu
svojstava bojgTablica 4.24). Postojanje veze iznde sadrzaja fenolnih tvari i promjene boje
utvrdili su i i Larrauri Garcia i Saura Calixpl37 u Se€ernom sirupu ekstrahiranom iz
leguminoza tePervan i suradnidi 97] tijekom hidrotermikih procesa obrade drveta, gdje se
smatra da se promjena boje drveta mijenja zbogdakge fenolnih tvari. Stratil i suf.83]
objavili su da je sadrzaj polifenola i antioksigaka aktivnost bila v&a za intenzivnije obojeno
povrce (crveni kupus, crveni luk) u odnosu na bezbojoerge (krumpir, krastavac) dok su
Pérez —Magarifio i Gonzalez-San José utvrdili pasjejkorelacije izm#&u boje vina i sadrZzaja
fenolnih tvari u vinu, odnosno u grdz[ 69] .

Ton boje ekstrakata sjemenki gdazFS 05 dobivenih ponio vodene kupelji izrazen kao
kut tona boje If**) kretao se u smjeru kazaljke na satu i to odhzldi Zuto/crvenim tonovima
(86,19 - 59,38°) s povanjem masenog udjela fenolnih tvari u ekstraktinodnosno s
poveanjem temperature i vremena trajanja ekstrakcijpotrju Zuto/crvenih tonova boje bili
su i tonovi ispitivanih ekstrakata radtih sorti sjemenki groZa (69° — 54,91°).

Ton boje svih ekstrakata dobivenih univerzalnimtausm za ekstrakciju Bichi kretao se od
68,11° od 51,00°, Sto odgovara Zuto/crvenim tonavkao i kod ekstrakata dobivenih patuo
vodene kupelji. Za ekstrakte dobivene p@émdoetiri metode univerzalnog sustava Blchéero

je da su metoda i vrijeme zavisno utjecali na pataenboje, ton boje i promjenu svojstava boje
(Slika 4.40, Tablica 4.26ekstrakata sjemenki gré& FS_05, za razliku od utjecaja istih uvjeta
ekstrakcije na maseni udio ukupnih fenola koji fije zna&ajan. Takvi rezultati &ito uputuju

na vei utjecaj metode ekstrakcije i vremena ekstrakegeboju nego li na sadrzaj fenolnih tvari.
lako je utvdena jaka pozitivna korelacija izahe masenog udjela fenolnih tvari ekstrahiranih
metodama Bichi sustava i promjena svojstava bojeekatrakte FS 050(= 0,516 - 0,721)
(Slika 4.41) te za razliite sorte p= 0,635 - 0,750)Slika 4.42, ona je bila nesto niZza u odnosu
na ekstrakte dobivene vodenom kupelji. Slaba negatkorelacija svjetline ekstrakata FS_05 s
masenim udjelom fenolnih tvapE -0,371) dobivenih u razitom vremenu upéuje na to da se

S povéanjem masenog udjela fenolnih tvari u ekstraktinvgetBna nije proporcionalno
smanjivala pri svim metodama Blichi sustava, a taflurazltitih uzoraka koji su sa metodom
ekstrakcije imali zavisno djelovanje na boju elgtma(Tablica 4.29, ta korelacija bila je vrlo

slaba i pozitivhag = 0,207).
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5.5. ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST EKSTRAKATA SJEMENKI
GROZPA

Antioksidacijska svojstva fenolnih spojeva temefie na visokom redoks potencijalu,
odnosno sposobnosti doniranja vodikovog atoma ldékteona reaktivnim radikalima, Sto
rezultira zaustavljanjem nepozeljnih ¢éamih reakcija koje dovode do oksidacijskog stife8a
57, 92].

Procjena antioksidacijske aktivnosti ekstrakatamgnki gro#a dobivenih u prethodno
opisanim eksperimentalnim uvjetima provedena je @gamDPPH metode koja je prema
literaturi jedna od n&g&e koriStenih metoda, zbog stabilnosti DPPH radikblditeraturi su,
ovisno o supstratu, prisutne r&#ke modifikacije DPPH metode, koje se ¢&e odnose na
razlicite inicijalne koncentracije otopine DPPH radik§l&3] te na razliito vrijeme reakcije
(5 - 120 minuta ili do postizanja ravnoteze) izimeotopine DPPH radikala i ekstrakja9,

94, 118 127, 138 . Da bi se utvrdila dinamika inhibicije DPPH radiaspitivanim
ekstraktima, tijekom 120 minuta (10, 30, 60, 12(wua) préena je kinetika reakcije otopine
DPPH radikala i ekstrakata sjemenki gtaz dobivenih poméu vodene kupelji pri raalitim
uvjetima (otapala, temperatura, ré&tiiuzorci) (Slika 4.43). Rezultati pokazuju da vrsta otapala,
temperatura ekstrakcije, radti uzorci (sorte), kao i vrijeme reakcije izde DPPH radikala i
ekstrakta imaju nezavisan utjecaj na antioksidacijaktivnost ekstrakataTéblica 4.29).
Statisttkom analizom utwteno je da nije bilo statiski znaajne razlike u antioksidacijskoj
aktivnosti svih ispitivanih ekstrakata nakon 30 atani 60 minuta reakcije izda DPPH
radikala i ekstraktaT@ablica 4.30). S obzirom na to te da je nakon 30-minutnog DR&sia
inhibirano 62 - 88% (ovisno o ekstraktu) od ukupnbibiranog DPPH radikala u vremenu od
120 minuta, za daljnju analizu rezultata koriS®npodaci tridesetminutnog DPPH testa. Stratil i
sur. [ 83] dobili su sléne rezultate tijekom istraZivanja antioksidacijsideivnosti fenolnih
spojeva powita pomau razliitih metoda (DPPH test , FRAP, TEAC).

5.5.1. Utjecaj uvjeta i nacina ekstrakcije na antioksidacijsku aktivnost

ekstrakata sjemenki gro4la

Antioksidacijska aktivnostAA) ispitivanih ekstrakta, bez obzira na uvjete ¢inakstrakcije
i razli¢itost uzoraka, kretala se u rasponu od 0,13 do¢,d.8ppH0s ¢ -
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Ekstrakti sjemenki graia FS_ 05 dobiveni ispitivanim otapalima pamovodene kupelji
imali su razléit utjecaj na antioksidacijsku aktivnost ekstrakf@ablica 4.31). Najnizu
antioksidacijsku aktivnost pokazali su vodeni eiddtr (0,13 @npppH0st), @ potom slijede
ekstrakti 96% - tnog etanola (0,63.n@prpHUst), 70% - tnog etanola (0,73ingoppH0st) te
ekstrakti dobiveni 50% - tnim etanolom koji su pp&i najveu antioksidacijsku aktivnost
(0,82 ghn.opPHOs.t) U okviru ispitivanih otapalaSlika 4.43), Sto je u skladu s redoslijedom
ucinkovitosti navedenih otapala za ekstrakciju ukbpf@nolnih tvari i ukupnih ekstraktibilnih
proantocijanidina. Pinelo i suf.88] su ispitivanjem antioksidacijske aktivnosti metaiio
etanolnih i vodenih ekstrakta komine gtaaitvrdili najmanju aktivnost vodenih ekstraktap ka
neki drugi autori za raziite biljne bioprodukte[ 92] . Antioksidacijska aktivnhost ekstrakta
sjemenki groda FS 05 ekstrahiranih 50%-tnim etanolom pri tétbn temperaturama
ekstrakcije kretala se od 0,45 do 0,82.6rH0st. 0d nizih prema visSim temperaturama, Sto je
takaier u skladu s utjecajem temperature na ekstrakabil ukupnih fenolnih tvari, odnosno
ukupnih proantocijanidina. Utjecaj na antioksidskiyj aktivnost bio je @ Sto su se temperature
viSe razlikovale dok su susjedne ispitivane tempegamale istu statistku zna&ajnost Tablica
4.32).

Antioksidacijska aktivnost ekstrakata sjemenki geoAS_05 dobivenih ponjo cetiri
metode univerzalnog sustava za ekstrakciju Blcktaknt se od 0,50 do 0,9Qr®prpH0s.t.
(Slika 4.44), pri cemu metoda ekstrakcije unutar sustava Blchi niglanzngajan utjecaj, za
razliku od vremena ekstrakcij@dblice 4.33. i 4.33. koje je pozitivho utjecalo na porast
antioksidacijske aktivnosti bez statéli znatajne razlike samo za ekstrakte dobivene nakon 120
i 200 minuta ekstrakcije. Ispitivanjem antioksigske aktivnosti ekstrakta raziiih uzoraka
sjemenki groda (Slika 4.45) utvrdeno je da su naj¢e antioksidacijsku aktivnost imali
ekstrakti GE_05 (1,02-1,19i.gorpH0st), @ potom slijede GS_05 (0,78-0,93.9rrH0s 1),
FS_05 (0,78-0,94 ig.oppH0st) | ZE_05 (0,17-0,19:ghpppH0st) te da su metoda ekstrakcije
(cetiri metode univerzalnog sustava za ekstrakcigliehi i vodena kupelj) i uzorak zavisno
djelovali na antioksidacijsku aktivnostdblica 4.35). Osim toga, utava se da su svi ekstrakti
osim ZE_05 dobiveni ponta vodene kupelji pokazali manju antioksidacijskuiatost u
odnosu na one dobivene metodama univerzalnog sugstaekstrakciju (prosjao 16,66%) Sto
je potvideno i statistiki Duncanovimpost-hoctestom Tablica 4.36).

Razlikovanje sjemenki sorte git& zweigelt od ostalih uzoraka u pogledu utjecacesnih
parametara i n@na ekstrakcije kako na maseni udio ekstrahirakinpnih fenolnih tvari, tako i
na antioksidacijsku aktivnost ekstrakata, najvgmje je posljedica vremena maceracije geoz

Sjemenke su mjesec dana bile u komu izloZzenom \@eja malolakitkin bakterija radi
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smanjenja kiselosti vina i tek tada su uzorkovalod, su ostali uzorci dobiveni u deset dana od
preSanja gra¥a. Zbog toga su se vjerojatno fenolne tvari iz gekn groda zweigelt bolje
ekstrahirale u most/vino, dok je njihov manji udistao u sjemenkama. Osim toga, tijekom
procesiranja vina trop grda izvrgnut je odréenim promjenama okolnih uvjeta (temperatura,
tlak, aeracija), Sto moZze utjecati na uzorak sjpdslom promjena svojstava ekstrakp&s) .
Antioksidacijska aktivnost ekstrakata oduljenih ersgnki groda superkrithom
ekstrakcijom znatno se palaa (prosjéno za 35,16% ) u odnosu na neoduljene sjemenke
grozda (Slika 4.46., Tablica 4.38. bez zn#&ajnog utjecaja primjenjenih procesnih uvjeta
superkrittne ekstrakcije, za razliku od zZf@nog utjecaja uzorka sjemenki gdaz (Tablica
4.37). Louli i sur.[45 su dokazali da je superktitia ekstrakcija pogodna operacija za
prociScavanje ekstrakata komine gdazdobivenih konvencionalnim putem, te da sepetlaku
iznad 150 bara ekstrahiraju nepozeljni spojevi kejipokazuju antioksidacijsku aktivnost, a pri
tome pr@iséeni ekstrakti imaju v antioksidacijsku aktivnost i bolja organolé€ga svojstva
(svjetliji ekstrakt, bez nepoZzeljnih okusa i midisato je bitho ako se koriste kao prehrambeni
aditivi ili sastojci kozmetike i farmaceutske industrije. Rezultati oba rad&agoju da
superkrittna ekstrakcija pozitivno utje na povéanje antioksidacijske aktivnosti ekstrakata bilo
kao metoda prdScavanja ekstrakata ili kao metoda prethodne obrameka iz kojegée se

obavljati ekstrakcija.

5.5.2. Korelacija izmedu masenog udjela fenolnih tvari u ekstraktima i

antioksidacijske aktivnosti ekstrakata sjemenki gr@da

Prema literaturi nema generalnog zaktm o korelaciji sadrzaja fenolnih tvari iz biljnih
ekstrakata i antioksidacijske aktivnosti, s obzirdensu neki autori pronasli visoku korelaciju
[4, 39, 41, 58 88 118 139 dok drugi nisu pronasli nikakvu korelaciju6, 67] .
Razlog je tome: razlit natin odretivanja antioksidacijske aktivnosti i interpretaciezultata
pojedine metode; (ne)uzimanje u obzir prisutnostierferirajifin supstanci (askorbinska
kiselina, saharidi ili eventualno karotenoidi); ek&cija fenolnih spojeva razlie prirode i
strukture ovisno o primijenjenim procesnim uvjetimidetoda primijenjena za odiwanje
ukupnih fenolnih tvari (Folin-Ciocalteu) i antioklsicijske aktivnosti u ovom radu temeljile su se
na istom principu, redoks svojstvima spojeva u reksima sjemenki grafa [ 83] , stoga se
moglo a@ekivati da postoji korelacija iznde antioksidacijske aktivnosti ekstrakata i masenog

udjela ukupnih fenolnih tvari. Antioksidacijska Bktost svih ekstrakta, bez obzira na
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primijenjene uvjete i nan ekstrakcije te raalitost uzorka potpuno je koreliral € 0,990) s
masenim udjelom ukupnih fenolnih tvari odeaih Folin - Ciocalteuovom metodom (UFT_FC)
(Slike 4.47.24.48.9. U odnosu na to, ukupni fenolni spojevi atkri HPLC metodom (zbroj
dokazanih individualnih fenolnih spojeva u ekstialet) (Slika 4.47.) pokazali su samo nesto
manju korelaciju = 0,864) s antioksidacijskom aktiviéos ekstrakata iako je maseni udio
fenolnih tvari bio manji u prosjeku 12,9 puta u odan na udio UFT_FC. To z&iada
kvantificirani individualni spojevi znatno pridor®sukupnoj antioksidacijskoj aktivnosti
ispitivanih ekstrakata sjemenki gd&

Odrativanjem korelacije izm#u svakog individualnog fenolnog spoja i antioksige
aktivnosti ekstrakta moZe se dobiti jasnija slikajimovu doprinosu ukupnoj antioksidacijskoj
aktivnosti ekstrakta sjemenki g
Na primjeru sjemenki gra@a FS_05 Tablica 4.39) vidljivo je da monomerni flavan-3-oli
((+)-katehin:p = 0,851-0,999; i (-)-epikatehim= 0,708-999), galna kiselin@§& 0,831-0,971) i
procijanidin B (0= 0,259-0,998) znatno pridonose ukupnoj antioksjglkoj aktivnosti
ekstrakta, dok je doprinos (-)-epikatehin galatg-galokatehina bio manje vazan Sto je u skladu
I s njihovim niskim masenim udjelom u ekstraktinlako monofenolni spojevi imaju manju
antioksidacijsku aktivnost od polifenola, galnaehkisa zbog induktivhog efekta hidroksilnih
skupina znatno pridonosi ukupnoj antioksidacijsddjvnosti[ 89, 119 .

Ukupni proantocijanidini {like 4.47.c, 4.48) pokazali su visoku korelaciju sa
antioksidacijskom aktivh@s ekstrakata 4= 0,986-0,992). S obzirom na to, kao i na njihovu
visoku korelaciju sa masenim udjelom ukupnih ferolwari u ekstraktimaSlike 4.30.,4.34),
moze se zaklgiti da upravo oni najviSe pridonose ukupnoj antid&sijskoj aktivnosti
ekstrakata sjemenki gréd. Prema literaturnim podacima flavan-3-oli sjemegiozdia osim
djelovanja in vitro”, pokazuju ih vivo™ antioksidacijsku aktivnost kroz sgevanje lipidne
peroksidacije ili blokiranje stvaranja radikala, pmsebno se istu procijanidini ekstrakta
sjemenki groda[ 64, 68 78] .
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Ispitivanjem utjecaja otapala (vode i vodenih atap etanola: 50 - 96%), omjera
kruto-tekite (10 - 40 mL/g), vetine cestica (usitnjene neklasirane i klasirane: (> O0na3,
0,63-0,4 mm, 0,4-0,16 mm, <0,16 mm)) i temhem ekstrakcije (25-80 °C) kao i ¢iaa
kruto-tekite ekstrakcije (zagrijavanje u vodenoj kupelji, ek&tija nha univerzalnom sustavu za
ekstrakciju, kombinacija superkiitie i konvencionalne ekstrakcije otapalom) na eksb#énost

fenolnih tvari iz sjemenki graa mogu se izvesti slijediezakljucci:

& U ekstraktima sjemenki grda dokazano je 1,8 —19,5% ukupnih fenolnih tvadnasno
0,42 - 4,38% ukupnih ekstraktibilnih proantocijanal u odnosu na suhu tvar sjemenki
grozda iz kojih je ekstrakcija provedena, ovisno o uwpet i n&inu ekstrakcije kao i o

ispitivanom uzorku;

& QOtapalo, omjer kruto-tekie i velcina cestica utjecali su na prinos fenolnih tvari u
ekstraktima sjemenki grda:

v/ smanjenjem vetine ¢estica (na vetinu ¢estica manju od 0,63 mm) te pdaajem
omjera kruto-tekée (od 10 do 40 mL/g) po¢avao se prinos fenolnih tvari u
ekstraktima sjemenki grda,

v’ za ispitivana otapala, 50%-tni etanol pokazao jbal@ ucinkovitost u ekstrakciji

fenolnih tvari iz sjemenki graa;

& Proces ekstrakcije fenolnih tvari iz sjemenki gi@2dvijao se u periodu padéagibrzine
ekstrakcije, gdje je glavni mehanizam prijenosaoheit tvari difuzija, a koju karakterizira

efektivni koeficijent difuzije;

& Pove&anjem temperature ekstrakcije péseao se efektivni koeficijent difuzije, odnosno
brzina ekstrakcije, a najéeprinos fenolnih tvari (ukupnih i individualnih)stvaren je pri

temperaturi ekstrakcije 80 °C;

& Kinetika ekstrakcije fenolnih tvari bila je karaktgrana velikom inicijalnom brzinom
ekstrakcije (period ispiranja topljive tvari s péire materijala), koju je pratio brzi period
difuzije, a potom je brzina ekstrakcije (difuzij@padala te se postupno priblizavala

ravnoteZznom stanju;
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& lako su svi ispitivani matemaki modeli (modificirani Fickov Il, Pageov, modifi@ni
Henderson-Pabisov, Pelegov) prikladni (prema si&itisn kriterijima) za opisivanje kinetike
kruto-tekute ekstrakcije, Pelegov neeksponencijalni model jdoSje aproksimirao

eksperimentalne podatke u odnosu na ostala triogleszijalna modela;

& Funkcionalna ovisnost parametara eksponencijalritela o temperaturi ekstrakcije dala je
mogutnost simulacije brzine ekstrakcije fenolnih tvazi sjemenki grofa za podrtje
ispitivanih temperatura i vremena ekstrakcije. Pagmodel pokazao je najbolja slaganja

eksperimentalnih i simulacijom predenih koncentracija fenolnih tvari;

& Visoka korelacija = 0,822 - 0,977) masenog udjela dominantnih imliginih fenolnih
spojeva ((+)-katehina, (-)-epikatehina, procijan&iB; i galne kiseline) i ukupnih fenolnih
tvari u ekstraktima dobivenim pri razkim temperaturama i vremenu ekstrakcije iz sjenmenk
grozda upuuju na moganost modeliranja i simuliranja procesa kruto-tekiekstrakcije
preko ukupnih fenolnih tvari, Sto je puno ekondniji nacin u odnosu na ptéanje

ekstraktibilnosti individualnih fenolnih tvari;

& Usporedbom masenog udjela ekstrahiranih fenolrai tv ekstraktima dobivenim porfio
vodene kupelji i univerzalnog sustava za ekstrakatyrdena je:
v veta ekstraktibilnost ukupnih fenolnih tvari s univaliim sustavom za ekstrakciju
za 6 - 35% u odnosu na ekstrakciju u vodenoj kupdigdutim, univerzalni sustav
za ekstrakciju nije imao moguoost podeSavanja temperature za razliku od vodene

kupelji;

& Superkrittnom ekstrakcijom (tlak: 300 i 450 bara; temperat4i@ i 60 °C) dobiveni su
ekstrakti uljaste konzistencije u kojima nisu dak@iz fenolni spojevi. Meéutim,
superkritténa ekstrakcija kao prethodna metoda obrade uzarl@ljem oduljavanja, prije
konvencionalne ekstrakcije utjecala je na @ewe prinos ukupnih fenolnih tvari (7,07%),
ukupnih ekstraktibilnih proantocijanidina (6,62% ta bolju antioksidacijsku aktivnost

(35,16%) u odnosu na uzorke koji nisu podvrgnupieskriticnoj ekstrakciji;

& Svi ispitivani procesni uvjeti, ani ekstrakcije te razditi uzorci imali su utjecaj na
antioksidacijsku aktivnost ekstrakta sjemenki geozUaiena je visoka korelacija iznie
antioksidacijske aktivnosti svih ispitivanih eksiata i masenog udjela ukupnih fenolnih
tvari (0= 0,990 - 0,996) odnosno masenog udjela ukupngtrakibilnih proantocijanidina
(p=10,989 - 0,992). Visoka korelacijap€ 0,529 - 0,999) individualnih fenolnih tvari
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((+)-katehina, (-)-epikatehina, galne kiseline, gijamidina B, (-)-epikatehin galata i
(-)-galokatehina) sa antioksidacijskom aktivéoSukazuje na njihov veliki doprinos u

ukupnoj antioksidacijskoj aktivnosti ekstrakta sghki groda;

< Vizualna razlika u boji ekstrakata dobivenih podlikatim ispitivanim uvjetima potutena je
objektivnim mjerenjem parametara boje ekstrakatabdirom da je utdeno postojanje
odreiene povezanosti boje i masenog udjela ukupnih femdVari, odréivanje navedenih
parametara moglo bi posluziti za brzu i grubu progj sadrzaja fenolnih tvari u raatim

ekstraktima.

Rezultati ovoga rada, s obzirom na dokazani fenshstav i antioksidacijsku aktivnost
ekstrakata sjemenki gréd potviduju patetnu pretpostavku da je otpad vinarija, koji sadrzi
sjemenke grafa, visokovrijedan bioprodukiijom bi se preradom smanjio problem njegovog
odlaganja u okoliSu, te dobila jeftina i dobra sima za izolaciju (ekstrakciju) prirodnih
bioaktivnih spojeva kakvi su i fenolni spojevi. Bzirom na to da je matem&tom modeliranju,
kao 1 simuliranju procesa cilj predianje slozenih procesa kakva je ekstrakcija uz
ekonomsko-energetsku ustedu, rezultati rada moglipdsluziti kao pdetni korak za
implementaciju procesa u poluindustrijsko mijerile biti paetna téka u optimizaciji
kontinuiranog procesa ekstrakcije fenolnih tvatp §¢ od posebne vaznosti za industrijske
procese.
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Prilog lll . Kromatogrami ekstrakata sjemenki gtaZFS 05 dobivenih pri 80°C poiho razlgitih

otapala nakon 200 minuta ekstrakcije (1 -galnhaelkia, 2 — (+)-katehin,
4 — (-)-epikatehin, 5 — (-)-epikatehin galat, 6-galokatehin )
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Prilog IV-1. Kromatogrami ekstrakata sjemenki gtaZFS 05 dobiveni pri 25 °C poiw 50%-tnog
etanola u raztitom vremenu ekstrakcije (10, 30, 60, 120, 200 m@h(d - galna kiselina, 2 — (+)-katehin,
3 - procijanidin B, 4 — (-)-epikatehin, 5 — (-)-epikatehin galat, 6)-galokatehin)
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Prilog IV-2. Kromatogrami ekstrakata sjemenki gtaZFS_05 dobiveni pri 40 °C poiw 50%-tnog
etanola u raztitom vremenu ekstrakcije (10, 30, 60, 120, 200 m@h(d - galna kiselina, 2 — (+)-katehin,
3 - procijanidin B, 4 — (-)-epikatehin, 5 — (-)-epikatehin galat, 6)-galokatehin)
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Prilog 1V-3. Kromatogrami ekstrakata sjemenki gtazFS_05 dobiveni pri 50 °C pothwo 50%-tnog
etanola u raztitom vremenu ekstrakcije (10, 30, 60, 120, 200 m@h(d - galna kiselina, 2 — (+)-katehin,
3 - procijanidin B, 4 — (-)-epikatehin, 5 — (-)-epikatehin galat, 6)}-galokatehin)
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Prilog IV-4 Kromatogrami ekstrakata sjemenki gtaZFS 05 dobiveni pri 60 °C pottw 50%-tnog
etanola u raztitom vremenu ekstrakcije (10, 30, 60, 120, 200 m@h(d - galna kiselina, 2 — (+)-katehin,
3 - procijanidin B, 4 — (-)-epikatehin, 5 — (-)-epikatehin galat, 6)-galokatehin)
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Prilog IV-5. Kromatogrami ekstrakata sjemenki gtaZFS 05 dobiveni pri 70 °C poiw 50%-tnog
etanola u raztitom vremenu ekstrakcije (10, 30, 60, 120, 200 m@h(d - galna kiselina, 2 — (+)-katehin,
3 - procijanidin B, 4 — (-)-epikatehin, 5 — (-)-epikatehin galat, 6)-galokatehin)
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Prilog 1V-6. Kromatogrami ekstrakata sjemenki gtaZzFS_05 dobiveni pri 80 °C poihwo 50%-tnog
etanola u raztitom vremenu ekstrakcije (10, 30, 60, 120, 200 rr@nh( - galna kiselina, 2 — (+)-katehin,
3 - procijanidin B, 4 — (-)-epikatehin, 5 — (-)-epikatehin galat, 6)}-galokatehin)
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Prilog V. Kromatogrami ekstrakata ragtih uzorka sjemenki gra& dobiveni pri
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80 °C ponto

50%-tnog etanola tijekom 200 minuta ekstrakcije galna kiselina, 2 — (+)-katehin, 3 - procijanidip
4 — (-)-epikatehin, 5 — (-)-epikatehin galat)
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