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Republika Hrvatska ima velike povrSine pod vinogradima s proizvodnjom vina raznih sorti
grozda. Za podrucje Slavonije i Baranje proizvodnja vina predstavlja vaznu gospodarsku
djelatnost. Tijekom proizvodnje vina nastaje znatna koli¢ina komine kao vrijedan
nusproizvod, koja se danas uglavnom koristi kao gnojivo u vinogradima. Suhu kominu kao
nusproizvod ¢ini oko 38 % sjemenki, koje mogu sadrzavati od 10 do 15 % ulja, Sto varira
izmedu bijelog i crvenog grozda (Beveridge i sur., 2005). Ulje iz sjemenki grozda je vrlo
zanimljivo za prehrambenu industriju zbog sastava i mogucnosti da se koristi kao nutritivno
vrijedno jestivo ulje. Karakterizirano je visokim stupnjem nezasi¢enih masnih kiselina (90 %
poli- i mononezasi¢enih masnih kiselina) (Baydar i Akkurt., 2001; Bail i sur., 2008; Passos i
sur., 2010) te nerafinirano ulje sadrzi nekoliko bioaktivnih spojeva, kao Sto su tokoferoli i
fenolni spojevi, ¢emu mogu doprinijeti antioksidacijskim djelovanjem (Bail i sur., 2008;
Passos i sur., 2010). Fernandes i sur. (2013) navode kako ulje sjemenki grozda predstavlja
odli¢an izvor vitamina E uz to Sto ima visok antioksidativni potencijal, dok Bail i sur. (2008)
isticu kako je tretirano i rafinirano grozdano ulje iz proizvodnje bijelih vina imalo nizi sadrzaj
ukupnih fenola, nego ulje iz proizvodnje crvenih vina. Isti je zaklju¢ak bio za antioksidacijsko
djelovanje, pokazujuci kako ovi spojevi imaju vaznu ulogu u antioksidacijskoj aktivnosti tih
ulja. Kako su ti bioaktivni spojevi, naroCito tokoferoli vrlo osjetljivi na uvjete procesiranja,
blagi temperaturni uvjeti ekstrakcije, kao oni Sto se koriste u superkriticnoj fluidnoj

ekstrakciji (SFE) trebali bi i¢i u njihovu korist.

Prinos ulja ovisi o tehnici ekstrakcije, vrsti otapala kao i uvjetima rada. SFE je privukla veliku
pozornost kao obecavajuéa alternativa tradicionalnoj ekstrakciji otapalima i mehanickom
preSanju u preradi hrane. Ovaj snaZan proces separacije privukao je veci interes za
komercijalnu primjenu, posebice zbog ekoloskih prednosti u odnosu na sadasnje
tradicionalne metode ekstrakcije organskim otapalima i boljim prinosima ekstrakcije u
usporedbi s mehanickim presanjem (Joki¢ i sur., 2014a). Veliki broj faktora utjece na proces
SFE, tako da je vrlo vazno odrediti najvaZznije faktore na promatrane odzive. Primjerice, kako
bi pronasli najvazniji faktor u nekom eksperimentu, koriste se planovi pokusa poput
Centralno kompozitnog ili Box Behnken plana pokusa. Ovi planovi pokusa omogucuju
pronalazak optimalne razine faktora u SFE (Sharif i sur., 2014). Metoda odzivnih povrsina
(RSM) pokazala se kao vrlo korisnom u modeliranju i analizi problema u kojima na

promatrani odziv utjece nekoliko varijabli (Madamba, 2002). Plan pokusa i odgovarajuca
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statisticka analiza s malim brojem pokusa u podeSavanju parametara SFE postala je vrlo

popularna u ovom podrucju.

Cilj provedenog istrazivanja je u koristenju otpada iz proizvodnje vina s posebnim naglaskom
na sjemenke groida i novu zelenu tehnologiju, tj. SFE. Superkriticni CO, kao novo zeleno
otapalo razmatra se intenzivno posljednjih godina te se pokazao kao vrlo pozeljno otapalo u
separacijskim procesima bududi da je neotrovan, nezapaljiv, bez okusa i mirisa, jeftin i lako
dostupan u veéim kolicinama, kao i zbog toga Sto je ekoloski prihvatljivo i GRAS otapalo.
Duba i Fiori (2015) su istrazivali ucinak glavnih procesnih varijabli koje utje¢u na
superkriticnu CO2 ekstrakciju ulja iz sjemenki grozda, ali u ovom istraZzivanju primjenom
metode odzivnih povrSina moguce je dobiti preciznije rezultate, iz razloga sSto je interakcija

ispitivanih parametara ekstrakcije takoder ukljucena.
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2.1. GROZDE

Grozde je plod vinove loze (lat. Vitis vinifera L.) te je jedna od najrasprostranjenijih vocéarskih
kultura u svijetu. Zbog blagotvornih ucinaka na ljudsko zdravlje i gospodarskog znacaja,
grozde je plod koji se Siroko uzgaja i konzumira. MozZe se konzumirati sirovo ili se koristi za
proizvodnju vina, pekmeza, sokova, ulja itd (El-kassas i sur., 2014; Sousa i sur., 2014).
lzvanredan je izvor fitonutrijenata, posebice fenola i polifenola. Prema posljednjim
istrazivanjima pomaze u regulaciji Sec¢era u krvi, kardiovaskularnim bolestima, bolestima

diSnog, Ziv€éanog i imunoloskog sustava te ima protuupalne ucinke (Mateljan, 2007).

Pod utjecajem klimatskih uvjeta i primjena agrotehnickih mjera struktura grozda se mijenja,
Sto utjece na vegetacijski ciklus, a time na bujnost trsa, prirodu i kakvocu grozda. Grozd se
sastoji od peteljkovine i bobice, a bobica od sjemenke, mesa i kozZice. Peteljkovinu ¢ine
peteljka i peteljcice, te njen udio varira od 2 do 5 %. KoZica sadrzi kiseline, polifenole i ostale
tvari boje, aromati¢ne tvari, minerale i dr., te je koZica crnih sorti znatno bogatija
polifenolima i bojom, nego koZica bijelih sorti. U bobici grozda se nalazi od dvije do sedam
sjemenki, ali su neke sorte i bez njih. Voda (25 — 50 %) i ugljikohidrati (30 — 35 %) najvise
doprinose kemijskom sastavu sjemenki, dok se sadrzaj ulja kreée od 12 do 20 %. Meso

bobice cCini 75 — 85 % teZine bobice (Zorici¢, 1996).

2.1.1. Komina

Preradom grozda pri proizvodnji vina zaostaje od 13,5 do 14,5 % komine, a taj se udio moze
povisiti i do 20 % ovisno o sortimentu i jaCini preSanja. Ekonomski gledano, komina se jos ne
iskoriStava na najbolji mogudéi nacin. Medutim, njena upotreba u prehrambenoj industriji
moze doprinijeti smanjenju troSkova proizvodnje kao i za razvoj novih proizvoda (Baydar i
Akkurt., 2001). Oko 20 — 26 % komine Cine sjemenke koje su bogate proteinima te sadrze od
8 do 15 % ulja s visokim sadrzajem vitamina E (Baydar i Akkurt., 2001; Passos i sur., 2008).
Grozdanu kominu takoder karakterizira veliki sadrzaj fenolnih spojeva zbog lose ekstrakcije
tokom proizvodnje vina (Arvanitoyannis i sur., 2006). Oprezno, ali brzo susenje komine
nakon proizvodnje vina nuzno je kako bi se postigla visoka kvaliteta grozdanog ulja sa svojim

karakteristicnim mirisom i okusom, kao i sadrzajem polifenolnih spojeva (Bail i sur., 2008).
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2.1.2. Grozdano ulje

Sjemenke grozda imaju prepoznatljivu kvalitetu zbog visokih razina nezasi¢enih masnih
kiselina, ponajvise linolne i oleinske, kao i antioksidanasa. Njihov sadrzaj ulja varira ovisno od
sorte grozda, stupnja zrelosti, tla, klime i drugih faktora (Crews i sur., 2006). Prema Mattick i
Rice (1976) sjemenke groida su izrazito bogate linolnom kiselinom (preko 71,5 %). Popa
(2009) je takoder potvrdio visoki sadrzaj linolne kiseline koji se kre¢e oko 72 %, uz visoki

sadrzaj nezasi¢enih masnih kiselina (88 %).

Grozdano ulje se u prosjeku sastoji od 90 % poli- i mononezasi¢enih masnih kiselina, koje su
odgovorne za njegovu nutritivnu vrijednost, posebice linolne kiseline (58 — 78 %), zatim
oleinske kiseline (3 — 15 %) uz nizak sadrzaj zasiéenih masnih kiselina oko 10 % (Bail i sur.,
2008). U Tablici 1 prikazan je sastav masnih kiselina grozdanog ulja. Udio linolne kiseline visi
je u odnosu na bilo koje drugo ulje, poput suncokretovog ili kukuruznog ulja, sto grozdano
ulje cini pogodnim za skladistenje zbog njegove visoke stabilnosti (Molero Gomez i sur.,
1996). Nerafinirano ulje sadrzi bioaktivne spojeve, poput tokoferola (5 — 52 mg/100 g) i
fenolnih spojeva, ¢emu mogu doprinijeti svojim antioksidacijskim djelovanjem (Bail i sur.,
2008; Passos i sur., 2010). Nadalje, neuobicajeno visoka tocka dimljenja (oko 190 — 230 °C)

Cini grozdano ulje izrazito pogodnim za kulinarske svrhe (Bail i sur., 2008).

Tablica 1 Sastav masnih kiselina grozdanog ulja prema nekim autorima (% m/m)

Baydar i sur., | Ohnishiisur., | Barronisur., Mattick i Sabir i sur.,
MASNA KISELINA ! 2001 1990 1988 Rice, 1976 2012
Palmitinska (16:0) 6,5-9,7 6,7-8,9 9,56; 9,22 5,78-7,64 6,9-12,9
Stearinska (18:0) 3,5-7,3 1,1-5,3 4,37; 4,33 2,50-3,49 1,44 - 4,69
Oleinska (18:1) 17,8 -26,5 9,7-17,5 22,87;19,75 13,69 -121,47 16,2 -31,2
Linolna (18:2) 60,1-70,1 69,2 — 80,5 62,85; 66,40 66 53,6-69,6

U pogledu svoje primjene, sve je popularnije u kulinarstvu, medicinskim svrhama te

farmaceutskoj i kozmetickoj industriji (Passos i sur., 2008).
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2.2. EKSTRAKCIJA

Ekstrakcija je jedan od temeljnih separacijskih procesa u pojedinim granama prehrambene
industrije, kao $to su proizvodnja ulja i Seéera, ili se koristi za dobivanje razli¢itih aromati¢nih
sastojaka iz biljnih sirovina. Ekstrakcija se definira kao proces izdvajanja neke tvari iz krute ili
tekuée smjese prikladnim otapalom u kojem je ta tvar topljiva ili ima bolju topljivost od
preostalih sastojaka smjese. Princip ekstrakcije je sadrzan u pojavi molekulske difuzije, koju
karakterizira izjednacavanje otopljenih tvari u sustavima koji dodu u medusobni dodir, a

matematicki se opisuje prvim zakonom Adolfa Ficka:

N = de 1
-0 (@

gdje je N (kgs? ili kmols™?) brzina prijelaza mase, ¢ (kmolm3) koli¢inska ili mnoZinska

koncentracija, x (m) udaljednost, a D (m?s™!) koeficijent difuzije ili difuzivnost (Lovrié, 2003).

Procesi ekstrakcije mogu se provesti diskontinuirano (Sarzno), pseudokontinuirano i
kontinuirano. Diskontinuirani postupci koriste jedan uredaj za ekstrakciju, dok se
medusobnim povezivanjem takvih uredaja u bateriju postize proces koji ima znacajke
kontinuiranog procesa, a naziva se pseudokontinuirani proces. Danas se proces ekstrakcije
najcesce provodi u kontinuiranim uredajima razli¢itih izvedbi, prilagodenim zahtjevima u

pogledu sirovine, kapacitetu i drugim uvjetima (Lovri¢, 2003).

2.2.1. Ekstrakcija superkriticnim fluidima

Ekstrakcija superkritiénim fluidima ili SFE je operacija prijenosa tvari bazirana na Cinjenici da
pojedini plinovi postaju izuzetno dobra otapala za odredene vrste kemijskih spojeva u blizini
svoje kriti¢ne tocke, ili u superkriticnom podrucju (Aladié, 2015).

U ovom procesu otapalo je plin u uvjetima temperature i tlaka pri kojima ne dolazi do
kondenzacije odabranog plina u kapljevinu. Pojedini plinovi posjeduju poja¢anu sposobnost

otapanja kada su komprimirani iznad kriticne tocke (temperature i tlaka) (Slika 1):
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Tlak =—a

kruto tekuce superkriticno

KT

T plinovito

|
Tk

Temperatura —

Slika 1 Fazni dijagram (tlak — temperatura) (Aladi¢, 2015)

| Ispod kriticnih parametara, kako temperatura raste i te dvije faze postaju
postoje dvije faze tekuéina se $iri .... manje izrazite

... formiraju novu Kada se sustav poéne hladiti i odvajanje faza,
SUPERKRITICNU fazu. dolazi do obrnutog procesa u tekuéinu i paru.

Slika 2 Mehanizam superkriti¢nih fluida (Rot, 2015)
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Karakteristika superkriticnog stanja je Sto postoji samo jedna faza u kojem fluid nije niti plin,
niti tekuc¢ina (Slika 2). U tim uvjetima plin ima gustoéu priblizno kao kapljevina, iako nije u
kapljevitom stanju, neovisno o tlaku. Topljivost topljivih tvari je vrlo velika, skoro kao u
kapljevini, viskoznost se priblizava viskoznosti normalnih plinova, a difuzija je dva reda

veli¢ine veéa nego kod tipi¢nih tekucina (Tablica 2) (Brunner, 2005; Lovri¢, 2003).

Tablica 2 Fizikalno-kemijska svojstva za plinovito, tekuce i superkritiéno stanje fluida

STANJE FLUIDA Plin Tekuéina Superkriticni
fluid
Gustoca (kgm™ 1 300 — 900 1000
Koeficijent difuzije (cm?3s™) 10? 102 -10% 10°
Viskoznost (Pa-s) 10° 10* 103

Prednosti SFE u odnosu na ekstrakciju organskim otapalima:

e Superkriti¢ni fluidi kao i organska otapala imaju sposobnost otapanja, ali uz bolju
difuziju, nizu viskoznost i manju povrsinsku napetost Sto je vidljivo iz prethodne

Tablice 2,

e Separacija ekstrakta od otapala je brza i laka zbog moguénosti regulacije topljivosti

komponenata promjenom tlaka ili temperature,

e Otapala koristena u superkriti¢noj ekstrakciji su jeftina i sigurna za okolis. Takoder, u

industrijskim procesima moguée je i recikliranje otapala,

e Bolja ekstrakcija termolabilnih komponenti uz njihovu minimalnu deformaciju,

e MozZe se primijeniti na sustave razli¢itih kapaciteta od analitickih, preparativnih,

poluindustrijskih do velikih industrijskih postrojenja (Joki¢, 2011).

10
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SFE se odvija u pet uzastopnih faza:

e Difuzija superkriticnog fluida do povrsine Cestice kroz film fluida koji je okruZuje,

e Prodiranje i difuzija superkriticnog fluida kroz vanjski sloj sfernog omotaca, krutog,
inertnog materijala,

o Kontakt superkriticnog fluida s otopljenom tvari na povrsini neizreagirane jezgre i
ekstrakcija otopljene tvari,

e Difuzija otopljene tvari (ulja) u superkriticnom fluidu kroz sloj vanjskog sfernog
omotaca krutog inertnog materijala na vanjsku povrsinu Cestice,

e Difuzija otopljene tvari (ulja) u superkriticnom fluidu kroz film superkriti¢cnog fluida

koji okruzuje €esticu u glavnu struju fluida (Joki¢, 2011).

Najvazniji ¢imbenici koji utje¢u na sam tijek SFE su:

e Tlak, temperatura, vrijeme ekstrakcije i protok otapala,

e Gustoca, viskozitet te difuzivnost otapala i supstance koja se ekstrahira,

e Interakcije izmedu molekula otapala, topljive supstance i netopljivog dijela krutog
materijala u kome se nalazi topljiva supstanca, koje utjeCu na faznu ravnotezu i
koeficijente difuzije,

e Dodatak razli¢itih kootapala,

e Oblik, veli¢ina i raspodjela veli¢ina Cestica materijala u sloju, poroznost cestica i

poroznost sloja (Joki¢, 2011).

2.2.2. Superkriticni ugljicni dioksid

tehnologiji pojedinih prehrambenih proizvoda. Relativno je jeftin, lako dostupan, netoksican,
neSkodljiv za okolinu, GRAS otapalo i dobrih svojstava otapanja vedine sastojaka koji se
koriste u proizvodnji hrane, uz nisku kriti¢cnu temperaturu (31,3 °C pri kriticnom tlaku 72,9
bara). Stovise, u preko 90 % slucajeva SFE koristi se superkriti¢ni CO, kao otapalo upravo
zbog svojih prednosti, a osim njega koristeni su etan, propan, butan i neki halogeni
ugljikovodici (Tablica 3) (Aladi¢, 2015; Capuzzo i sur., 2013; Temelli, 2009; Lovri¢, 2003;
Demirbas, 2001).

11
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Tablica 3 Fizikalno-kemijska svojstva pojedinih superkriti¢nih fluida

OTAPALO T (K) P. (MPa) pc (gem3)
Metan 191 4,06 0,162
Etilen 282 5,03 0,218

Uglji¢ni dioksid 304 7,38 0,468

Dietil-eter 467 3,64 0,265

Heksan 507 3,05 0,23
Aceton 508 4,7 0,287
Metanol 513 8,09 0,272

Amonijak 405 11,3 0,225

Voda 647 22 0,322

Mo¢ otapanja komprimiranog CO, moZe se opisati preko gustoce tekuéine. Gustoca CO; se
kre¢e od 0,15 do 1,0 gcm3 i ovisi o tlaku i temperaturi (Slika 3). Svojstva CO; i superkriticnog
CO, prikazana su pomodu prikaza ovisnosti gusto¢e CO; o promjeni tlaka pri konstantnoj
temperaturi. U superkriti¢noj stanju, iznad kriti¢éne vrijednosti temperature i tlaka, gustoca

se moze podeSavati promjenom tlaka ili temperature (Aladi¢, 2015).

1200 -
(ustoca

(kgfr)

loon -

a00

a00

400

200

1] 1ao 200 300 400 300
Tlak (bar)

Slika 3 Ovisnost gustoce CO; o tlaku i temperaturi (Joki¢, 2011)
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Promjenom tlaka i temperature, omoguceno je da se iz biljnog materijala dobiju eteri¢na i
biljna wulja, zacini i druge komponente, kao i komponente s antioksidacijskim,

antibakterijskim i farmakoloski aktivnim djelovanjem (Aladi¢, 2015).

Snaga otapanja superkriticnog CO, moze se sazeti u nekoliko pravila (Joki¢, 2011; Brunner,

2005):
e Otapa nepolarne ili blago polarne spojeve,

e Velika snaga otapanja za spojeve male molekularne mase, koja se smanjuje

povecanjem molekularne mase,
e Kisikovi organski spojevi s niskom ili srednjom molekularnom masom su vrlo topljivi,
e Proteini, polisaharidi, Seceri i mineralne soli, vo¢ne kiseline i glikozidi su netopljivi,

e Superkriticni CO; ima sposobnost odvajanja spojeva koji su manje isparljivi, imaju

vecu molekularnu masu i/ili su vise polarni, s porastom tlaka,

e Pigmenti su slabo topljivi,

Voda ima slabu topljivost (<0,5 % m/m) na temperaturama ispod 100 °C.

Superkriticni CO, ima polarnost usporedivu s teku¢im pentanom i stoga je kompatibilan za
otapanje lipofilnih nepolarnih spojeva, kao Sto su lipidi i eteri¢na ulja. Medutim, ovaj niski
polaritet ¢ini superkritiéni CO2, manje pogodnim za ekstrakciju polarnih komponenti.
Prakticni pristup rjeSenju ovoga problema je uporaba kootapala. Dodatkom manjih koli¢ina
etanola, modifikatora i drugih otapala moZe se povedati topivost polarnih spojeva i

selektivnost procesa (Capuzzo i sur., 2013; Abbas i sur., 2008).

Unato€ relativno visokim investicijskim ulaganjima, u mnogim je slucajevima troSak
proizvodnje konkurentan tradicionalnim metodama. Takoder, operativni su troSkovi znatno

nizi zahvaljujuéi jednostavnoj regeneraciji otapala (Rot, 2015; Ahmed i Rahman, 2012).

13
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2.3. OPTIMIRANIJE PROCESNIH PARAMETARA METODOM ODZIVNIH
POVRSINA

Optimizacija se ¢esto primjenjuje u analitickoj kemiji te se definira kao sredstvo za otkrivanje

i poboljSanje uvjeta, te parametara nekog procesa u svrhu postizanja maksimalnog prinosa

(odziva). Tradicionalno se ovaj postupak provodio radi prac¢enja utjecaja jednog parametra u

vremenu na eksperimentalni odziv, gdje bi jedan faktor bio podloZan promjeni, a drugi

konstantan (Bezzerra i sur., 2008).

Problem ovakvoga pristupa je $to pra¢enjem i mijenjanjem samo jednog parametra uz ostale
konstantne parametre nije moguce dobiti stvarnu sliku utjecaja procesnih parametara na
promatrani proces. Tome u prilog ide Sto vecéina tehnoloskih procesa ovisi o brojnim
procesnim parametrima, a takvim pristupom optimizaciji zahtjevao bi se veliki utrosak
vremena te veliki broj eksperimenata, bez uzimanja u obzir interakcija promatranih
parametra procesa. Danasnji pristup optimizaciji procesa podrazumijeva koriStenje
multivarijantnih statistickih tehnika, koje uzimaju u razmatranje i interakciju ispitivanih

parametara procesa (Liyana-Pathirana i Shahidi, 2005).

Kao vaZzan alat u statistickom planiranju eksperimenta, metoda odzivnih povrsina (RSM) je
skup matematickih i statistickih tehnika korisnih za modeliranje i analizu utjecaja nezavisnih
varijabli (procesnih parametara) na promatrani odziv regresijskom analizom s ciljem
poboljSanja, razvoja i optimiranja procesa (Bradley, 2007). Myers i Montgomery (1995)
navode kako se RSM cesto upotrebljava za optimizaciju i planiranje eksperimenta kemijskih
reakcija u industrijskim procesima. Takoder, sve je veéi broj znanstvenih istraZivanja koja
koriste RSM za optimizaciju procesa u inZenjerstvu, biokemiji, poljoprivredi i bioloSkim
znanostima, kemijskim znanostima, kemijskom inZenjerstvu, ekoloskom inZenjerstvu i

drugdje.
Osnovni koraci u primjeni RSM kao tehnike optimizacije procesnih uvjeta su sljededi:

e odabir nezavisnih varijabli koje znacajno utje€u na promatrani proces s definiranim

rasponom ispitivanih parametara,

e odabir dizajna eksperimenta te provodenje eksperimenta prema ponudenoj shemi

kombinacije parametara,

14
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e aproksimacija eksperimentalnih podataka matematickim modelom primjenom

matematicko-statistickih metoda,
e evaluacija prikladnosti modela,
e odredivanje optimalnih vrijednosti ispitivanih varijabli (Bezzera i sur., 2008).

Cilj metode je dobiti odnos nezavisnih varijabli na zavisnu varijablu (odziv) preko odzivne
funkcije, te zakljuciti na koji nacin ulazni parametri modela utje€u na promatrani odziv.
Potrebno je odabrati odgovarajuci dizajn eksperimenta (plan pokusa) kojim ée se definirati
eksperimenti koje je potrebno provesti, a provedbom pokusa u svim kombinacijama
odredenim dizajnom eksperimenta (matrica plana pokusa) dobiva se kontinuirana ploha koja
spaja visine izmjerenih vrijednosti (odzivna ploha). Funkcija koja opisuje odzivnhu plohu
naziva se odzivna funkcija, a predstavlja ovisnost zavisne varijable o ispitivanim nezavisnim
varijablama kao i medusobnim interakcijama. Pridruzivanjem odgovarajuéeg polinoma
svakoj funkciji mogucée je proracunati koeficijente jednadzbe. RSM se moZe predstaviti
graficki, gdje trodimenzionalni graf pomaze jednostavnijem razumijevanju i pregledu oblika
odzivne plohe (Slika 4), iako je ponekad jednostavije razumjeti odzivhu plohu preko

dvodimenzionalnog grafa.

)r

Slika 4 Primjer trodimenzionalnog prikaza odzivne plohe

Ovisno o Zeljenoj odzivnoj funkciji odabiremo dizajn eksperimenta. Kada eksperimentalni

podaci ne tvore krivulje te se aproksimiraju linearnom funkcijom koristi se plan pokusa za

15
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modele prvog reda. Kod ovakvih modela na odzivnu funkciju utjeCu samo nezavisne
varijable, bez njihove medusobne interakcije. Dobivena aproksimacijska funkcija za takve

modele prvoga reda je (2):
Y=ﬁ0+ﬁ1'x1+ﬁ2'x2+...+ﬁk'xk+£ (2)

Kada nije moguce eksperimentalne podatke opisati linearnom funkcijom koristi se dizajn
eksperimenta za kvadratni odziv povrsSine i tada je aproksimacijska funkcija za modele
drugog reda (kvadratni polinom), (3) kao $to su trofaktorijalni plan pokusa na tri razine,
centralno kompozitni plan pokusa, Box-Behnken-ov plan pokusa. Primjenom ovakvih modela
dobije se funkcionalna zavisnost o ispitivanim nezavisnim varijablama te njihovim

interakcijama, kao i informacija 0 minimumu ili maksimumu funkcije.

Y=ﬁo+zk:ﬁi'xi +Zk:5ii'xi2+223ijxixj+5 (3)
i=1 i=1

i<j i=2

gdje su:

Y — odzivna funkcija zadana modelom,

B0 — konstanta jednadzbe odzivnog polinoma,

Bi — koeficijent linearnog ¢lana jednadzbe odzivnog polinoma,

Bii — koeficijent kvadratnog ¢lana jednadZbe odzivnog polinoma,

8; — koeficijent ¢lana interakcije jednadzbe odzivnog polinoma,

xij— ispitivane nezavisne varijable (Aladi¢, 2015; Bezzera i sur., 2008; Bradley, 2007; Myers i

Montgomery, 2003).

Nakon odredivanja koeficijenata odzivne funkcije primjenom metode najmanjih kvadrata
mogu se primjenom analize varijance (ANOVA) ili studentovog t-testa izdvojiti oni faktori ili

njihove interakcije koji znac¢ajno utje¢u na promatrani proces (Bradley, 2007).
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Planovi pokusa medusobno se razlikuju obzirom na broj potrebnih pokusa, odabir
eksperimentalnih tocaka te razinu ispitivanih varijabli, a najéesce koristeni oblici planova

pokusa su:
e Centralno kompozitni plan pokusa (CCD),
e Plosno-centrirani kompozitni plan,
e Faktorijalni plan pokusa,

e Doehlert pokus i dr (Bezzerra i sur., 2008).

Centralno kompozitni plan pokusa
Centralno kompozitni planovi pokusa (CCD) spadaju u klasu naj¢eSc¢ih planova pokusa u

metodologiji odzivne povrsine (Cajner, 2011).

Dodavanjem centralnog stanja pokusa te stanja pokusa jednako udaljenih od centralne tocke
na postojeéi faktorski plan pokusa na dvije razina formira se CCD. Kod CCD broj izvodenja
smanjen je u usporedbi s potpunim faktorskim modelom pokusa, pogotovo u slucaju vise od
tri faktora. Rezultat je plan pokusa koji je optimalan, u pogledu minimalne varijance, za
modele jednostavnog prvog reda i modele prvog reda s interakcijama dvaju faktora (Cajner,

2011).

Kod CCD svaki faktor mijenja se na pet razina. Svrha plana pokusa je pronalaZenje
matematickog modela koji opisuje proces uz minimalan broj potrebnih pokusa. Na Slici 5
prikazana je shema eksperimentalnih toc¢aka ovog pokusa. Koordinatna tocka (0, 0) oznacava
centralnu tocku gdje razina svakog faktora ima srednju vrijednost, a koja se ponavlja pet
puta. Ovim ponavljanjem se postize smanjenje varijance i dobra procjena Ciste greske.
Koordinatne tocke (0, v2; V2, 0; -v2, 0; 0, -V2) oznacavaju Cetiri aksijalne tocke udaljene
a=1,41 od sredi$ta, a crveni krugovi oznacavaju ¢etiri vrine tocke plana pokusa (Zivkovié i

sur., 2012).
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(0,V2)wnmnem S Y (1K)

(-v2,0)

Slika 5 Shematski prikaz eksperimentalnih to¢aka CCD

2.4. ANTIOKSIDACHSKA AKTIVNOST

Slobodni radikali su atomi, ioni ili molekule, koje imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona u
svojoj strukturi. Nespareni elektroni su uzrok njihove visoke i neselektivne reaktivnosti.
Vedina slobodnih radikala su kraktoZivudéi i lako podlijezu reakcijama razgradnje (Halliwell i
Gutteridgde, 1989). Slobodni radikali mogu nastati: termolizom, elektromagnetskom
radijacijom, redoks reakcijama, enzimskim i kemijskim procesima (Acworth, 2003). Masti,
ulja i hrana koja sadrzi lipide se zagrijavanjem ili dugotrajnim skladistenjem kvare jer
podlijezu degradacijskim procesima, medu kojima je glavni oksidacija lipida i razgradnja
oksidacijskih produkata. Nuzno je usporiti ove procese kako bi se ocuvala nutritivna

vrijednost, senzorska kvaliteta i zdravstvena sigurnost hrane (Yanishlieva-Maslarova, 2001).

U cilju zastite namirnica od oksidacije koriste se specifi¢ni aditivi koji inhibiraju oksidaciju.
Ovi inhibitori oksidacije, nazivaju se i antioksidansi te se medusobno razlikuju po kemijskoj
strukturi i mehanizmu djelovanja. Medu prvim antioksidansima koji su se koristili za
konzerviranje hrane su bili za¢ini, medutim oni su zamijenjeni sintetskima koji su se pokazali
kao jeftiniji, utvrdenih Cistoc¢a i ujednacenijih antioksidacijskih svojstava. lpak, prednost se
daje prirodnim antioksidansima zbog toksikoloskih razloga, zahtjeva potrosaca i zbog
proizvodima. Najznacajniji antioksidansi su ekstrakti biljaka bogati polifenolima (Slika 6)

(Moure i sur., 2001; Hagerman i sur., 1998).
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POLIFENOLI

FENOLNE KISELINE STILBENI

Derivati Derivati
hidroksibenzojeve hidroksicimetne
kiseline kiseline
v
FLAVONOIDI
Flavoni / \ Flavanoli
Izoflavonoidi Flavonol
Flavanoni Antocijanidini

Slika 6 Opca podjela polifenola

2.4.1. Komina grozda kao izvor prirodnih antioksidanasa
Komina groZda je bogat izvor fenolnih spojeva, jer je njihova ekstrakcija tokom procesa
proizvodnje vina veoma slaba. Glavni predstavnici su antocijanini, katehini, flavanol glikozidi,

fenolne kiseline, alkoholi i stilbeni (Schieber i sur., 2001).

Najzastupljenija grupa fenolnih spojeva u biljkama su flavonoidi. Ovisno o mjestu nalaska u
grozdu (sjemenka, ljuska, endokarp), razlikuje se kemijska struktura i koli¢ina fenolnih
spojeva (Jordado i sur., 2001; Souquet i sur., 1996; Escribano-Bailén i sur., 1992, 1995; Prieur i
sur., 1994; Ricardo da Silva i sur., 1991, 1992; Bourziex i sur., 1986). U sjemenkama se nalazi
oko 60 % polifenola grozda. Fenolni spojevi sjemenke su:

e Flavan-3-oli: (+) — katehin, (-) — epikatehin i (-)-epikatehingalat,

e Proantocijanidini: dimeri i oligomeri sastavljeni od monomernih flavan-3-ola

povezanih C4-C8 i/ili C6-C6 vezama,

e Galna kiselina.

Flavan-3-oli sjemenke groZzda su glavne komponente grozda i ¢ine od 50 do 70 % ukupnog

sadrzaja flavanola sjemenke, Sto zavisi od vrste grozda. Osim slobodnog oblika, flavanoidi
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(katehin, epikatehin, epikatehingalat) su monomerni konstituenti kondenziranih tanina

(Fuleki i Ricardo da Silva, 1997).

Fenolni spojevi se u biljnom materijalu nalaze u vakuolama iz kojih se oslobadaju
ekstrakcijom otapalima, ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi i SFE. Spomenuta SFE ima brojne, vec
ranije navedene prednosti nad tradicionalnim tehnikama ekstrakcije pa tako i ekstrakti SFE
imaju veéu antioksidacijsku aktivnost (Tipsrisukond i sur., 1998). Pri prvoj primjeni SFE
koristenjem cistog CO, dobivalo se grozdano ulje, a fenolne komponente se nisu ekstrahirale
(Molero Gomez i sur., 1996). Primjenom metanola i etanola kao modifikatora CO, dobivaju
se ekstrakti koji sadrze fenolne spojeve, a rezultati pokazuju da se veéi prinos fenolnih
spojeva dobiva primjenom metanola kao modifikatora (Murga i sur., 2000; Palma i sur.,

1999).

2.4.2. DPPH metoda odredivanja antioksidacijske aktivnosti

Danas postoji mnoStvo metoda za odredivanje antioksidacijske aktivnosti, a kao jedna od
metoda je i DPPH (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil) metoda. Tamno ljubi¢aste boje, DPPH radikal je
jedan od rijetkih dusikovih radikala koji je stabilan zbog delokalizacije slobodnog elektrona
kroz molekulu, tako da molekule ne dimeaziriziraju, kao Sto je slu¢aj kod vecine slobodnih
radikala. Metoda mjerenja antioksidacijske aktivnosti pomoéu DPPH se temelji na
odredivanju reducirajuée sposobnosti antioksidanasa prema DPPH radikalu, a sposobnost
hvatanja slobodnih radikala se odreduje mjerenjem pada apsorbancije pri 515 — 528 nm ili

elektronskom paramagnetskom rezonancijom (De Magalh3es, 2007).

DPPH metoda ovisi o otapalu, njegovom pH te strukturi antioksidansa, a mozZe reagirati s
fenolnim spojevima putem prijenosa vodikovog atoma ili elektrona Sto zavisi od polarnosti
otapala. DPPH u polarnim otapalima (etanol i metanol) preferira prijenos elektrona, dok u
nepolarnim otapalima preferira oduzimanje vodika (Yeo i sur., 2010; De Magalhdes, 2007;

Bondet i sur., 1997; Brand-Williams i sur., 1995).

Dodatkom antioksidansa otopini DPPH radikala dolazi do gubitka tamnoljubicaste boje,
uslijed cega iz slobodnog radikala nastaje reducirani oblik (4), koji je svijetlo Zuti

difenilpikrilhidrazin (Slika 7) (Gacche i sur., 2006; Molyneux, 2004).

Z*+AH =ZH+ A*  (4)
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gdje je ZH reducirani oblik, a A* je slobodni radikal nastao u prvom koraku. Nastali radikal
tada ulazi u reakciju koja kontrolira broj reduciranih molekula DPPH s jednom molekulom
reducensa. Gledano to na primjeru autooksidacije lipida ili drugih nezasi¢enih tvari, DPPH

molekula Z* predstavlja slobodne radikale, ciju aktivnost ihibira AH (antioksidans)

NO5
- H
DM

N——m~MN

NOy

Slika 7 Struktura difenilpikrilhidrazila (lijevo) i difenilpikrilhidrazina (desno) (Molyneux, 2004)

(Molyneux, 2004).

O,N

Prema Litwinienko i Ingold (2003) DPPH metoda je jednostavna i pogodna za odredivanje
antioksidacijske aktivnosti u namirnicama i biljnim proizvodima. Bududi da se provodi na
sobnoj temperaturi, eliminiran je rizik termalne degradacije molekula koje se ispituju
(Bondet i sur., 1997), a radikal je stabilan i ne mora se posebno generirati prije upotrebe

(Gachhe i sur., 2006).

2.4.3. Tokoferoli

Tokoferoli su jedni od najsnaznijih, topljivih u mastima prirodnih antioksidanasa koji
sprjecavaju oksidaciju nezasi¢enih masnih kiselina (Kamal-Edin i Appelqvist, 1996). Tokoferoli
i tokotrienoli (tokoli), saZeti pod pojmom vitamina E, su skupina topljivih antioksidansa u
masti s kromanolskim prstenom i hidrofobnim bocnim lancem (fitil u slucaju tokoferola,
izoprenil kod tokotrienola) (Schwartz i sur.,, 2008). Postoje a-, 8-, y-, 6- tokoferoli i
tokotrienoli, a razlikuju se ovisno o broju i poloZaju metilnih supstituenata u kromanolskom

prstenu (Slika 8). Pri niskim koncentracijama tokoferoli pokazuju visoku antioksidacijsku
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aktivnost, dok im u uljima djelotvornost opada pri porastu koncentracije (Brckan i Katic,

2013).

Grozdano ulje je bogato a-tokoferolom, posjeduje visoku nutritivhu vrijednost sto ga Cini
pogodnim za uporabu u kulinarske, farmaceutske i kozmeticke svrhe (Sabir i sur., 2012;

Beveridge i sur., 2005).

Naoziv R R: R

a-tokoferol  CHs CH: CH:
8- tokoferal  CH; H CHs:

y- tokoferol H CHy; CHs

&- tokoferol H H CHs

Slika 8 Struktura tokoferola (Gliszczyriska-Swiglo i sur., 2007)
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3. Eksperimentalni dio

Eksperimentalni dio ovoga rada realiziran je na Katedri za projektiranje tehnoloskih procesa i
kontstrukcijske materijale te na Katedri za kemiju i ekologiju na Prehrambeno-tehnoloskom

fakultetu u Osijeku.

3.1. ZADATAK

Zadatak rada bio je:

e QOdrediti udio ulja i vlage u sjemenkama grozda u aparaturi po Soxhletu i
standardnom metodom AOAC 925.40,

e Pripremiti materijal za ekstrakciju — usitnjavanje s ciljem povecanja povrsine uzorka;
klasiranje prosijavanjem na standardnoj seriji sita i utvrdivanje raspodjele veli¢ine

Cestica,

o |zvrsiti ekstrakciju ulja iz sjemenki grozda pomocu superkriticnog CO. na

laboratorijskom uredaju za ekstrakciju superkriti¢nim fluidima,
e QOdrediti antioksidacijsku aktivnost ulja iz sjemenki grozda koriste¢i DPPH metodu,

e Optimirati proces ekstrakcije ulja iz sjemenki grozda superkriticnim CO; primjenom

metode odzivnih povrsina i koristenjem programa Design Expert®,

e Napraviti screening tokoferola u dobivenom ulju iz sjemenki grozda metodom plinske

kromatografije s masenim detektorom.

3.2. MATERUALI

3.2.1. Sjemenke grozda

U radu su koristene sjemenke grozda prikazane na Slici 9 (sorta Cabernet Franc, vinogorje
Baranja), dobivene od Poljoprivrednog fakulteta Osijek (Hrvatska), iz berbe 2014, uzete
nakon sedam dana maceracije u vinifikatorima. Postupkom ekstrakcije superkriticnim CO;

dobiveno je grozdano ulje.
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Slika 9 Sjemenke groZda

3.2.2. Reagensi

Koristeni su sljededi reagensi:
e n-heksan (J.T. Baker, Milano, ltalija),
e CO; Cistoée 99,97 % proizvodaca Messer Croatia Plin (Osijek, Hrvatska),

e Za odredivanje tokoferola koristeni su sljede¢i standardi: 8-, y- i 6-tokoferol
proizvodaca Supelco (Bellefonte, Pennsylvania, USA), a-tokoferol proizvodaca Dr.

Ehrenstorfer (Augsburg, Njemacka),
e Kalij Hidroksid (Sigma-Aldrich, SAD),
e DPPH (Sigma-Aldrich, SAD),

e Etil acetat (Sigma-Aldrich, SAD).

3.2.3. Uredaji

Koristeni su sljedeci uredaiji:
e Analiti¢cka vaga (Denver instruments, Njemacka),
e Tehnicka vaga (Kern, Njemacka),
e Mlin (Janke & Kunkel, IKA labortechnik, Njemacka),

e Vibracijsko sito (Labortechnik Gmbh, llImenau, Njemacka),
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3. Eksperimentalni dio

e SOXTHERM (Gerdhart, Njemacka),

e Centrifuga (Sigma 2-16, Njemacka),

e Uredaj za ekstrakciju superkritiénim CO; (Osijek, Hrvatska),

e GC-—MS uredaj (Agilent Technologies model 7890A, SAD),

e UV visible spektrofotometar Helios y, (Thermo Spectronic, Cambridge, UK).

3.3. METODE

3.3.1. Odredivanje udjela vlage i ulja u siemenkama grozda

Udio vlage u sjemenkama grozda odreden je prema standardnoj metodi AOAC 925.40
(2000.) u dva ponavljanja. U osusenu, izvaganu aluminijsku posudicu izvagano je 5 g sjemenki
te se posudica s podignutim poklopcem stavila u zagrijan suSionik (103 °C). Nakon 2 h
suSenja posudica s poklopcem se stavila u eksikator na hladenje do sobne temperature. Kada
se ohladila, uzorak se izvagao te ponovo stavio s podignutim poklopcem u susSionik 1 h.
Nakon toga se ponovo provodilo hladenje i vaganje uzorka. SusSenje se ponavljalo do
konstantne mase, odnosno dok razlika izmedu dva uzastopna mjerenja nije bila najvise 0,005

g. Udio vlage u sjemenkama izracunat je prema sljedeéem izrazu (5):

Udio vlage = ———2.100 (5
lovage—ml_m0 (5)

gdje je:
mo — masa prazne posudice (g),
m1 — masa posudice sa uzorkom prije susenja (g),

m> — masa posudice sa uzorkom nakon susenja (g).

Udio ulja u sjemenkama grozda izmjeren je metodom po Soxhlet-u u automatskom sustavu
za ekstrakciju SOXTHERM s n-heksanom (Aladi¢ i sur., 2014.). U prethodne osusene (103 + 2
°C) i izvagane CaSe s tocnoSéu odvage 0,001 g za ekstrakciju stavljeni su ekstrakcijski tuljci s
prethodno odvaganim uzorkom (5 + 0,001 g). U c¢ase se preko tuljca ulije 120 mL n-heksana.

Budué¢i da je uredaj potpuno automatiziran, potrebno je samo izabrati otapalo i
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temperaturni program. Vrijeme ekstrakcije iznosilo je 2 h i 45 min. Nakon ekstrakcije ¢ase su

osuSene na 103 + 2 °C kroz 1 h i potom izvagane. Sve analize su provedene u dva

ponavljanja. Udio ulja izradunat je prema jednadzbi (6):

) , mz — My
Udio ulja = —- 100
ms

gdje je:
ms3 — masa tikvice sa uljem (g),
ma — masa prazne tikvice (g),

ms — masa ispitivanog uzorka (g).

3.3.2. Priprema uzoraka za ekstrakciju superkriticnim CO;

Sjemenke grozda usitnjene su na laboratorijskom mlinu IKA A11 Basic. Nakon usitnjavanja

sjemenki provedena je granulometrijska analiza na standardnoj seriji sita (Labortechnik

Gmbh, IImenau, Njemacka) (Tablica 3), te je odredena prosjecna veli¢ina Cestica uzorka. Na

prethodno izvagana sita je preneseno 100 g usitnjenog zrna. Sita su postavljena tako da

gornje sito ima najvece otvore, a zadnje sito je tzv. ,slijepo sito”. Usitnjene sjemenke

prosijane su u vremenu od 20 min te se potom svako pojedino sito ponovno vagalo. Maseni

postotak svake frakcije i srednji promjer veli¢ine otvora dva susjedna sita izraCunao se iz

izraza:

gdje je:

mi — maseni postotak frakcije,

di — srednji promjer i-te frakcije.

Odredivanje veli¢ine ¢estica provedeno je u dva ponavljanja.
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Tablica 3 Oznaka i veli¢ina otvora sita

Velicina otvora
sita (mm)
2
1,4
0,8
0,63
0,5
0,4
0,315
0,2
0,1
0,05
0

BROJ SITA

Vi IN|O AW |IN|FRL|O

=
o

3.3.3. Ekstrakcija ulja iz sjemenki grozda superkriticnim CO;

Ekstrakcija je provedena u sustavu za SFE (Slika 10 i 11) Cije je projektiranje i sama
konstrukcija te izrada uredaja opisana u detalje u drugoj literaturi (Aladi¢, 2015; Jokié i sur.,
2014b). 100 g usitnjenih sjemenki smjesSteno je u ekstrakcijsku kolonu. Ulje je skupljeno u
prethodno izvagane staklene epruvete u separatoru. Svaki proces ekstrakcije trajao je 90
minuta. lzvagana je masa dobivenog ekstrakta nakon odredenog vremena koristenjem vage
preciznosti £ 0,0001 g. Uvjeti u separatoru su bili 15 bara i 25 °C. SFE je provedena pri
razli¢itim vrijednostima tlaka i temperature definirane CCRD (centralno kompozitni rotacijski
plan pokusa). Vrijeme ekstrakcije i brzina masenog protoka od 1,94 kgh? driane su

konstante tokom eksperimenta.
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Slika 10 Procesna shema uredaja za ekstrakciju superkriti¢nim CO»

1. Kompresor, 2. CO2 spremnik, 3. Izmjenjivac topline od nehrdajuceg Celika, 4. Rashladna kupelj, 5.
Zrakom pogonjena pumpa Haskel MS-71, 6. Ventili (B-HV), 7. Manometri, 8. Ekstraktor, 9. Separator,

10. Vodena kupelj, 11. Centralizirani sustav grijaca od staklenih vlakana, 12. Mjerac protoka

Slika 11 Uredaj za superkriti¢nu ekstrakciju (Osijek, Hrvatska)
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3.3.4. Optimiranje procesa ekstrakcije superkriticnim CO. primjenom metode
odzivnih povrsina

U odredivanju optimalnih vrijednosti tlaka (X1) i temperature (X2) za ekstrakciju ulja iz

sjemenki grozda superkriticnim CO; odabran je centralno kompozitni rotacijski plan pokusa

(CCRD), koji se sastoji od dvije varijable i pet razina faktora (Sumié i sur., 2015; Bas i Boyaci,

2007). U slucaju ovoga rada mijenjana su dva parametra (tlak i temperatura). Svaki

parameter mijenja se na pet nivoa (+a; -a; +1; -1; 0). Promatrani faktori i razine prikazani su

Tablici 4.

Tablica 4 Nekodirane i kodirane razine nezavisnih varijabli koristenih u RSM dizajnu

NEZAVISNE RAZINE
SIMBOLI
VARIJABLE
-1,414 -1 0 1 1,414
Tlak (bar) X1 158,6 200 300 400 441,4
Temperatura (°C) X2 35,9 40 50 60 64,1

Prema CCRD provedeno je 13 eksperimenata SFE (Tablica 5).

Tablica 5 Eksperimenti SFE ulja iz sjemenki groZda definirani CCRD

BROJ EKSPERIMENTA Tlak (bar) Temperatura (°C)
1 300,00 64,14
2 300,00 50,00
3 200,00 60,00
4 400,00 60,00
5 441,42 50,00
6 400,00 40,00
7 300,00 35,86
8 300,00 50,00
9 300,00 50,00

10 300,00 50,00
11 300,00 50,00
12 158,58 50,00
13 200,00 40,00
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Dobiveni eksperimentalni podaci su aproksimirani matematickim modelom odzivnih

povrsina, tj. polinomom drugog reda (8):

Y=ﬁo+zk:ﬁj'xj +Zk:ﬁjj-xj2+22ﬁijxixj (8
j=1 j=1

i<j
gdje je Y modelom predvidena odzivna funkcija (prinos ulja i antioksidacijska aktivnost), 8¢ je
konstanta jednadzbe odzivnog polinoma, 8; i B8i su linearni i kvadratni ¢lan jednadzbe
odzivnog polinoma, 8 je koeficijent ¢lana interakcije jednadZzbe odzivnog polinoma, a Xi i X;

kodirane nezavisne varijable (tlak ekstrakcije i temperature).

Statisticka analiza provedena je primjenom softverveskog paketa Design-Expert®, v.7 (Stat
Ease, Minneapolis, USA). Rezultati su statisti¢ki testirani analizom varijance (ANOVA) na
razini znacajnosti od p = 0,05. Prihvatljivost modela procijenjena je koeficijentom
determinacije (R?) i modelom p-vrijednosti. Matemati¢ki modeli su postavljeni tako da
opisuju utjecaj jednog parametra i/ili njihovu interakciju na vise procesnih parametara na

svakom ispitivanom odzivu.

3.3.5. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Antioksidacijska aktivnost ulja iz sjemenki groZzda odredena je pomoc¢u DPPH metode. Uzorci
ulja sjemenki grozda su centrifugirani pri ¢emu je dobiven trofazni sustav prikazan na Slici
12. Lak3a (uljna) faza je odpipetirana u epruvete i otopljena u etil acetatu (125 pgmL?), a
1,21 mL otopljenog uzorka pomijesalo se s 0,49 mL 0,3 mM otopinom DPPH radikala u etil
acetatu. Sva mjerenja provedena su u tri ponavljanja. Nakon inkubacije 30 min na sobnoj
temperaturi izmjerena je apsorbancija pri A = 517 nm i odredena vezajuéa aktivnost DPPH,

prema izrazu (9):

Apppy + Ap) — A
% DPPH aktivnost = <orei t4p) = A& 0 9)
ApppH

gdje su Apppy — apsorbancija kontrole (umjesto uzorka, dodan je etil acetat), Ap —
apsorbancija uzorka, gdje je umjesto DPPH dodan etil acetat, As — apsorbancija uzorka

pomijeSanog s otopinom DPPH.
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lak3a faza (uljna)

srednja faza (pastozna)

teza faza (vodena)

Slika 12 Trofazni sustav nakon centrifugiranja ulja iz siemenki grozda dobivenog ekstrakcijom

superkriticnog CO, (Rombaut i sur., 2014)

3.3.6. Odredivanje tokoferola

Priprema uzoraka za GC-MS analizu provedena je saponifikacijom 0,5 g uzorka u 50 mL kalij
hidroksida, a zatim postupcima ekstrakcije neosapunjive frakcije koristeci dietil eter kao

ekstrakcijsko otapalo.

Analiza tokoferola provedena je metodom plinske kromatografije na plinskom kromatografu
(Agilent 7890 A) s masenim detektorom (Agilent 5975 MSD). Za ovu analizu GC-MS je
opremljen HP-5MS (Agilent J&W 19091S-433) kolonom (30 m x 0,25 mm ID, 0,25 um).
Temperatura injektiranog uzorka je bila 250 °C. Temperatura mobilne faze bila je 280 °C, dok
je temperatura kolone bila postavljena na 200 °C 3 min, nakon ¢ega se je povecavala svake
minute za 8 °C, sve do 280 °C. Kao plin nosioc koristen je helij, a MSD parametri su bili: scan
(45 to 450 amu), threshold 100 MS, quad 150 °C, MS source 250 °C. Volumen injektiranja
iznosio je 1 uL. Komponente su se analizirale i identificirale pri éemu je koristena biblioteka
masenih spektara NIST (Nacionalni Institut za standarde i tehnologiju) 2008. Kvantitativna
analiza je provedena metodom kalibracijske krivulje sa citiranim standardima. Analiza svakog
ekstrakta provedena je u dva ponavljanja, a vrijednosti su prikazane kao aritmeticke sredine

(Aladi¢, 2015).
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4, Rezultati

Tablica 6 Udio vlage i ulja u usitnjenoj sjemenci grozda

MATRIKS Udio vlage (%) ‘ Udio ulja (%)
Sjemenka grozda 9,38 £+ 0,08 14,96 + 0,28

Tablica 7 Prosjecna veli€ina Cestica u usitnjenim uzorcima sjemenki grozda

BROIJ SITA Ve:ict' :?r::\‘:;) h 1. uzorak (g) 2. uzorak (g)

0 2 0 0

1 1,4 9,35 9,73
2 0,8 8,84 9,17
3 0,63 18,18 17,74
4 0,5 16,39 15,11
5 0,4 8,92 9,71
6 0,315 9,97 9,96
7 0,2 9,72 14,91
8 0,1 14,64 12,19
9 0,05 3,07 1,44
10 0 0,01 0,05

Srednja veli¢ina Cestica izracunata prema izrazu (7) dobivena iz dva ponavljanja iznosi 0,380

+ 0,018 mm.

Slika 13 Fotografija sjemenki grozda (lijevo), usitnjenih sjemenki grozda (sredina) i sjemenki

grozda nakon ekstrakcije superkritiénim CO; (desno)
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Tablica 8 Prinos ulja i DPPH vrijednost dobivena primjenom razli¢itih procesnih parametara

ekstrakcije
BROJ EKSPERIMENTA Tlak (bar) Temperatura (°C) Prinos (%) DPPH (%)
1 300,00 64,14 11,0146 35,82
2 300,00 50,00 11,7897 35,15
3 200,00 60,00 4,8392 31,01
4 400,00 60,00 13,6893 32,11
5 441,42 50,00 14,8655 32,64
6 400,00 40,00 14,1655 36,4
7 300,00 35,86 11,6047 36,81
8 300,00 50,00 12,2258 35,01
9 300,00 50,00 12,234 37,06
10 300,00 50,00 12,0674 34,94
11 300,00 50,00 11,9762 33,58
12 158,58 50,00 2,5555 20,48
13 200,00 40,00 5,16649 24,48

Vrijeme ekstrakcije: 90 min; Protok CO2: 1,94 kg/h

Slika 14 Fotografija ekstrahiranog ulja iz sjemenki grozda

Slika 15 Fotografija ulja iz sjemenki grozda dobivenog u razli¢itim vremenskim intervalima

tijekom ekstrakcije superkriti¢cnim CO;
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Tablica 9 Odgovarajuce p-vrijednosti za odabrane odzivne varijable za svaki dobiveni

koeficijent
Odsjecak
oDzIv
X1 X> X1? X2 X1Xo
Prinos ulja < 0,0001 0,1214 < 0,0001 0,0046 0,8273
DPPH <0,0001 0,8145 <0,0001 0,3390 0,0030

Xu1: tlak ekstrakcije, X2: temperatura

p < 0,01 velika znacajnost; 0,01 < p < 0,05 znacajno; p 2 0,05 nije znacajno

Tablica 10 Analiza varijance (ANOVA) dobivenih vrijednosti promatranih odziva

1ZVOR F- p-
VARUABILNOSTI sS df ms vrijednost | vrijednost

Prinos ulja

Model 179,06 5 35,81 331,52  <0,0001
Ostatak 0,76 7 0,11
Nef:g;ﬁ;ak 0,62 3 0,21 5,98 0,0584
Pogreska 0,14 4 0,034
Ukupno 179,82 12
R?=0,9958
DPPH
Model 286,15 5 57,23 38,53 <0,0001
Ostatak 10,4 7 1,49
N?g;te""l;ak 4,22 3 1,41 0,91 0,511
Pogreska 6,18 4 1,54
Ukupno 296,55 12
R? = 0,9649

SS —Suma kvadrata odstupanja podataka od pocetne vrijednosti; df — stupnjevi slobode; MS — varijanca;

Utjecaj faktora je statisticki znacajan uz p < 0,05
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Slika 16 Trodimenzionalni dijagram odzivne povrsine prinosa ulja u ovisnosti o tlaku i

temperaturi ekstrakcije
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Slika 17 Trodimenzionalni dijagram odzivne povrsine DPPH u ovisnosti o tlaku i temperaturi

ekstrakcije
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Tablica 11 Polinom jednadZbe drugog reda koristen za izraZzavanje predvidenih odziva (Y) kao

funkcije nezavisnih varijabli (kodirane vrijednosti)

obDziv Polinom jednadzbe drugog reda Eq.
Prinos ulja Y1 =12.06 + 4.41X;1— 0.20X;— 1.81X:2— 0.51X,%* — 0.037X:X> (10)
DPPH Y>=35.15+2.01X: + 0.10X; — 6.28X1%+ 1.10X,% — 2.70X1X> (11)

X1: tlak ekstrakcije, X2: temperatura

Tablica 12 Optimalni procesni parametri ekstrakcije superkritiénim CO; ulja iz sjemenki

grozda i izracunati promatrani odzivi

PROCESNI PARAMETRI | Udio ulja (%) DPPH (%)

Tlak = 400 bar
Temperatura=41"°C

14,49 37,06

Vrijeme ekstrakcije: 90 min; Protok CO2: 1,94 kg/h

Tablica 13 SadrzZaj a-tokoferola u grozdanom ulju dobivenom pri optimalnim uvjetima

ekstrakcije iz Tablice 12

SADRZAJ
a-tokoferol (mgkg™?) 36,05
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Ekstrakcija ulja iz sjemenki grozda izvrSena je pomocu superkriticnog CO,. Prije ekstrakcije,
sjemenke su usitnjene kako bi se poboljSao proces ekstrakcije te je odreden pocetni sadrzaj
vlage i ulja. Prosjecni sadrzaj vlage iznosio je 9,38 + 0,08 %, a prosjec¢ni sadrzaj ulja 14,96 +
0,28 % Sto je u skladu s dobivenim rezultatima drugih autora (Passos i sur., 2009; Crews i
sur., 2006; Baydar i sur., 2001). Prosjecna velicina Cestica usitnjenih sjemenki grozda

pripremljenih za ekstrakciju iznosila je 0,380 £ 0,018 mm.

Plan pokusa SFE u ovoj istrazivanju sadrzi 13 eksperimenata, koji su provedeni prema danim
parametrima u Tablici 8. Utjecaj tlaka i temperature na prinos ulja iz sjemenki grozda i
njegovu antioksidacijsku aktivnost prouceni su pomoc¢u RSM. Ova dva ispitana procesna
parametra su kljuéna za SFE, buduéi da oni odreduju gustoéu otapala. Gusto¢a CO; se
mijenja u ovisnosti o temperaturi i tlaku. U kriticnom podrucju, malene promjene tlaka i/ili
temperature mogu znatno utjecati na gusto¢u CO; ¢ime dolazi do promjene snage otapanja.
Opcenito, povedanje gustoce otapala omogucuje povecanje prinosa dobivenih ekstrakata.
Nadalje, koncentracija otopljene supstance u superkriticnom stanju ovisi i od njezine

(Cvjetko-Bubalo i sur., 2015).

Iz Tablice 8 moze se vidjeti da je ekstrakcija ulja iz sjemenki grozda pri konstantnim
parametrima vremena i protoka otapala bila u rasponu od 2,56 do 14,87 %, ovisno o
primijenjenom tlaku i temperaturi ekstrakcije. Nadalje, usporedujuéi prinos ulja dobiven
metodom po Soxhletu (14,96 %) i metodom sekstrakcije pomocu superkriticnog CO; (14,87
%), oCito je da se ulje iz siemenki grozda moze u potpunosti ekstrahirati superkritiénim CO,,
ukoliko se primjenjuju odgovarajuci uvjeti ekstrakcije. U usporedbi s tradicionalnom
ekstrakcijom, koristeéi superkriticni CO,, faze destilacije otapala i rafinacije ulja se mogu
izostaviti (Molero Gomez i sur., 1996). Takoder, Rombaut i sur. (2014) su dokazali da ulje
sjemenki grozda dobiveno primjenom supekriti¢cnog CO; sadrzi vecu koli¢inu polifenola, nego
ulje dobiveno mehanickim presanjem. Ekstrahirano ulje sjemenki grozda imalo je zeleno Zutu
boju s karakteristiénim mirisom i mozZe se dodatno koristiti ne samo kao dijetetski proizvod,
nego i u farmaceutskoj i kozmetni¢kog industriji (Bravi i sur., 2007; Fernandes i sur., 2013).
Druga vrlo vazna prednost ove zelene tehnologije je Sto odmaséeni kola€ koji zaostaje nakon
SFE ne sadrzi toksi¢na otapala, za razliku od ekstrakcije organskim otapalima, gdje prisutnost

tragova organskog otapala u konaénom proizvodu cini proces ekstrakcije manje pozeljnim s
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zdravstvenog i ekoloSkog gledista. Takav odmaséeni kola¢, zaostao nakon ekstrakcije
superkriticnim CO2 moZe se dalje upotrijebiti u druge svrhe, primjerice u razvoju novih
funkcionalnih proizvoda, jer zaostaju velike koli¢ine fenolnih spojeva u kolacu (Jokié¢ i sur.,

2014b).

Poznato je da tokoferoli i fenolni spojevi imaju veliki utjecaj na antioksidacijsku aktivnost te
da je ulje sjemenki groida dokazano bogato vitaminom E (Fernandes i sur., 2013).
Antioksidacijska aktivnost grozdanog ulja, izrazena kao DPPH prikazana u Tablici 8, je
vjerojatno povezana sa sadrzajem tokoferola, Sto je objasnjeno u daljnem tekstu. Utjecaj
tlaka na antioksidacijsko djelovanje, primjerice na koncentraciju bioaktivnih spojeva koji
djeluju kao antioksidansi je znacajna. Grozdano ulje ekstrahirano pri visem tlaku ima veéu
antioksidacijsku aktivnost, Sto je u korelaciji s objavljenim rezultatima Passos i sur. (2010).
Isti su autori takoder otkrili kako temperatura moZe utjecati na topljivost tokoferola i samim
time i na antioksidacijsko djelovanje. U ovom radu, taj je ucinak najistaknutiji pri tlaku od

200 bara.

Tablica 9 pokazuje da linearni izraz tlaka ekstrakcije (X1), kao i njegov kvadratni izraz (X1?)
imaju statisticki znacajan utjecaj na prinos ekstrakcije ulja i njegovu antioksidacijsku
aktivnost (p < 0,0001). Duba i Fiori (2015) dobili su slicne rezultate o utjecaju glavnih
procesnih varijabli na ekstrakciju ulja iz sjemenki grozda superkriticnim CO,. Povecanje
radnog tlaka ima pozitivan ucinak na prinos ekstrakcije. Razlog je taj Sto povecanje tlaka (pri
konstantnoj temperaturi) povecava gustocu superkriticnog CO2, a samim time i snagu
otapala. Nadalje, interakcija izmedu tlaka ekstrakcije i temperature (Xi1X2) ima znacajan
utjecaj samo na DPPH vrijednost (p = 0,0030). Najbolji nacin prikazivanja utjecaja parametara
procesa ekstrakcije na prinos ulja i njegovu antioksidacijsku aktivnost unutar istrazivanog
eksperimentalnog podrucja je kreiranjem modela odzivne povrsine. Odzivna ploha (Slika 16)
pokazuje da se prinos ulja poveéava povecanjem tlaka ekstrakcije, dok temperatura nema
znacajan utjecaj na prinos ulja. U slucaju antioksidacijskog djelovanja (Slika 17) dobivenog
grozdanog ulja, vidljivo je kako se DPPH vrijednost povecava povecanjem temperature
ekstrakcije. Takoder, antioksidacijsko djelovanje se znacajno povecalo povecanjem tlaka do

otprilike 350 bara. Daljni porast tlaka doveo je do blagog smanjenja DPPH vrijednosti.
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Odzivna povrsina stvorena je na temelju jednadzbi drugog reda (10 11):
Y, = 12,06 + 4,41X, — 0,20X, — 1,81X% — 0,51X% — 0,037X, X, (10)
Y, = 35,15 + 3,78X; + 0,10X, — 4,40X7 + 0,40X% — 2,70X, X, (11)

gdje su Y1 i Y2 prinos ekstrakcije i DPPH vrijednost, X1 tlak ekstrakcije i X temperatura

ekstrakcije prikazana u kodiranim vrijednostima.

ANOVA rezultati odzivnih modela prikazani su u Tablici 10 (F-test i test vjerojatnosti).
Joglekar i May (1987) predloZili su da za dobro pode3avanje modela R? treba biti najmanje
0,80. U ovom radu, R? vrijednost za ekstrakciju ulja iznosila je 0,99, a za antioksidacijsko
djelovanje 0,96, Sto pokazuje da su dobiveni regresijski modeli zadovoljavajuéi. Kada su
vrijednosti "Prob > F” za odredene ¢lanove odzivnog polinoma manje od 0,05 (p-vrijednost)
onda su ti ¢lanovi znacajni. Vjerojatnost (p-vrijednost) oba regresijska modela je < 0,0001,
Sto znali da postoji statisticki znacajan utjecaj izmedu nezavisnih varijabli i varijabli
promatranih odziva. Pored toga statisticki parametar “nedostatak modela” (engl. Lack of fit)

nije bio statisticki znacajan za p < 0,05.

Konacni cilj RSM je process optimizacije. Dakle, razvijeni modeli mogu se koristiti za
simulaciju i optimizaciju. Optimizacija je vaZzan alat u prehrambenom inZenjerstvu za
ucinkovit rad razli¢itih procesa kako bi se dobio prihvatljiv proizvod (Sumié i sur., 2015; Jokié i
sur., 2012; Cvjetko i sur., 2012; Joki¢ i sur., 2010). U ovom radu za izraun su predloZeni
sliededi uvjeti optimizacije: maksimalni prinos ulja i maksimalno antioksidacijsko djelovanje.
Cilj ovog istrazZivanja bio je pronaci najbolje procesne parametre ekstrakcije superkriti¢nim
CO; za grozdano ulje. Za optimiranje procesa najcesce se primjenjuje metoda temeljena na
konceptu Zeljene funkcije (engl. Desirability function, D). Optimiranje se provodi na nacin da
se pracéeni odzivi (y) prevode u individualne Zeljene funkcije Cije se vrijednosti kre¢u 0 - 1.
Vrijednost individualne Zeljene funkcije O predstavlja najlosiju, odnosno 1, najbolju
vrijednost za promatrani odziv. Ukupna Zeljena funkcija (D) jednaka je geometrijskoj sredini
pojedinaénih Zeljenih funkcija. Primjenom metode temeljene na konceptu Zeljene funkcije
(Cojocaru i sur., 2009), dobiveni su optimalni uvjeti ekstrakcije: tlak ekstrakcije od 400 bara i
temperatura od 41 °C. Pri tim optimalnim uvjetima, izracunati prinos ulja iznosi 14,49 %, a

vrijednost DPPH 37,06 %, Sto se izvrsno slaze s dobivenim eksperimentalnim podacima. Ulje
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iz sjemenki grozda dobiveno pri optimalnim uvjetima ekstrakcije analizirano je pomocu
metode plinske kromatografije i masene spektrometrije (GC/MS) u cilju odredivanja
tokoferola. Analizirano ulje imalo je sadrZaj a-tokoferola od 36,05 mgkg™. Sli¢ne rezultate o
koli¢ini a-tokoferola objavili su Seker i sur. (2012). Zakljucili su kako je moguée primjenom
superkriticnog CO; dobiti grozdano ulje bogato a-tokoferolom, sSto su isto tako utvrdili i Bravi
i sur. (2007). Agostini i sur. (2012) su zakljucili da superkriti¢ni CO, ima mnoge prednosti u
odnosu na tradicionalne tipove ekstrakcije (Soxhlet s organskim otapalom, mehanicko
presanje). U usporedbi s rezultatima dobivenim u radu Sekera i sur. (2012) i rezultatima u

ovom radu, Agostini i sur. (2012) su dobili mnogo maniji udio a-tokoferola u groZzdanom ulju.

Ovo istrazivanje pokazuje odlicnu moguénost koristenja SFE u proizvodnji ulja iz sjemenki
grozda, a ako se podvlace paralele s medunarodnim interesom obzirom na obujam svjetske
proizvodnje komine, cijenom industrijskih postrojenja i prihoda povezanih sa superkriticnom
tehnologijom (Fiori, 2010), razlika izmedu troskova proizvodnje i maloprodajne cijene je
dovoljna da se superkriticni proces ucini ekonomski povoljnim, narocito zbog slicnosti u

kvaliteti grozdanog ulja dobivenog metodom hladnog presanja.
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Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1.

Ispitivane sjemenke grozda sadrie 9,38 + 0,08 % vlage i 14,96 + 0,28 % ulja,

Metoda odzivnih povrsina je uspjeSno primjenjena za optimizaciju procesa ekstrakcije
ulja iz sjemenki grozda pomodu superkriticnog CO,. Visoka korelacija dobivenih
matematickih modela pokazuje da se model kvadratnog polinoma moze koristiti za
optimizaciju prinosa ekstrakcije, kao i antioksidacijsko djelovanje dobivenog

grozdanog ulja,

Optimalni uvjeti ekstrakcije superkritiénim CO; pri kojima je dobiven najveéi prinos
ulja i najveca vrijednost DPPH odredeni metodom odzivnih povrsina su sljededi: tlak
ekstrakcije 400 bara i temperatura 41 °C (uz konstatno vrijeme ekstrakcije 90 min i

protok CO; 1,94 kgh?),

Prema statistickoj znacajnosti (ANOVA) utjecaja razli¢itih procesnih uvjeta na
ekstrakciju ulja iz sjemenki grozda superkritiénim CO; vidljivo je da je tlak ekstrakcije
imao najveci utjecaj na prinos ulja i njegovu antioksidacijsku aktivnost, jer
povecanjem tlaka (pri konstantnoj temperaturi) dolazi do poveéanja gustoce
superkriticnog CO, c¢ime se poveéava snaga otapala. Temperatura nije imala
statisticki znacajan utjecaj na prinos ulja, dok u slucaju antioksidacijskog djelovanja
poveéanjem temperature dolazi do povecanja DPPH vrijednosti. Interakcija tlaka

ekstrakcije i temperature ima statisti¢ki znacajan utjecaj na DPPH vrijednost.

Primjenom ekstrakcije pomocu superkritiénog CO, moze se potpuno ekstrahirati ulje
iz sjemenki grozda Sto je od velikog znacaja u industrijskim procesima, jer se
ostvaruju minimalni gubici u proizvodnom procesu uz gotovo potpuno iskoristenje

polazne sirovne,

Pri optimalnim uvjetima ekstrakcije superkritiénim CO; dobiveno je grozdano ulje sa

udjelom a-tokoferola 36,05 mgkg™,

Ekstrahirano ulje iz sjemenki grozda pomocu superkriti¢cnog CO, bogato je vitaminom
E i moZe se koristiti kao dijetetski proizvod, kao i u druge svrhe. Nadalje, odmaséeno

grozdano brasno koja nastaje kao nusproizvod superkriticne ekstrakcije moze se
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koristiti i za druge namjene (u proizvodnji obogadéenih ekstrudiranih proizvoda,
pekarskoj industriji itd.) Ovo istraZivanje je vrlo znacajno jer daje u uvid moguénost
iskoriStenja nusproizvoda prehrambene industrije pa tako i nusproizvoda proizvodnje
vina. Time je proces proizvodnje hrane zaokruzen i ne stvara se velika koli¢ina
organskog otpada koji danas predstavlja ogroman ekoloski i financijski teret u gotovo

svim granama prehrambene industrije.
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