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POVZETEK

Grozdne peske, ki nastanejo kot stranski produkt pri pridelavi vina, so lahko dragoceni vir
zdravilnih ucinkovin. Njihova uporaba lahko pripomore k bolj trajnostnemu gospodarjenju.
Bogate so s proantocianidini (PAC), bioaktivnimi spojinami z antioksidativnimi lastnostmi. Cilj
najine naloge je bil primerjati ucinkovitost razliénih ekstrakcijskih metod za pridobivanje PAC iz
grozdnih pesk. Uporabili sva toplo maceracijo, z ekstrakcijo po Soxhletu in ultrazvoéno
ekstrakcijo s 70 % etanolom. Vsebnost PAC v ekstraktih sva dolocili spektrofotometri¢no.
ekstraktu. Sledila je ekstrakcija po Soxhletu, medtem ko je bila topla maceracija (pri 60 °C)
najmanj ucinkovita. Nasi rezultati kaZejo, da je ultrazvocna ekstrakcija obetavna metoda za
pridobivanje PAC iz grozdnih pesk. Prihodnje raziskave bi se morale osredotociti na optimizacijo
ekstrakcijskih parametrov, kot so temperatura, ¢as ekstrakcije in vrsta topila, za Se vedji
izkoristek PAC ter na potencialno uporabo pridobljenih ekstraktov v Zivilski in farmacevtski
industriji.

Klju€ne besede: grozdne peske, proantocianidini, ekstrakcija, ultrazvok, Soxhletov ekstraktor,
topla maceracija
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ABSTRACT

Grape seeds, which are a byproduct of wine production, can be a valuable source of health-
promoting ingredients. Their use can contribute to more sustainable management. They are rich
in proanthocyanidins (PACs), bioactive compounds with antioxidant properties. The aim of our
study was to compare the effectiveness of different extraction methods for obtaining PACs from
grape seeds. We used hot maceration, Soxhlet extraction, and ultrasound-assisted extraction
with 70% ethanol. The PAC content in the extracts was determined spectrophotometrically. The
results showed that ultrasound-assisted extraction at 40 °C provided the highest proportion of
PACs in the extract. This was followed by Soxhlet extraction, while hot maceration (at 60 °C) was
the least effective. Our results indicate that ultrasound-assisted extraction is a promising
method for obtaining PACs from grape seeds. Future research should focus on optimizing
extraction parameters such as temperature, extraction time, and solvent type for even greater
PAC yield, and on the potential use of the obtained extracts in the food and pharmaceutical
industries.

Keywords: grape seeds, proanthocyanidins, extraction, ultrasound, Soxhlet extractor, hot
macerate
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1. uvoD

Vinska trta spada v druzZino Vitaceae. Po do sedaj znanih raziskavah naj bi trto gojili na Kavkazu
Ze pred 4000 leti, na danasnji tromeji med Turcijo, Rusijo in Iranom. Od tam naj bi se tudi razsirila
po celem svetu. Po pridelanih koli¢inah sodi grozdje med svetovne prvake in prekasa skupni
pridelek banan, pomaranc¢ in jabolk, vendar gre vecina za pridelavo vina. Glavni svetovni
proizvajalci grozdja so ZDA, Kitajska, Italija in Evropa.?

Grozdje velja za eliksir mladosti, ima €istilne, zdravilne in krep&ilne u€inke na telo. Ze v stari Gréiji
so liste in sok vinske trte uporabljali v tradicionalnem zdravljenju.? Evropski ljudski zdravilci so
naredili mazilo iz soka vinske trte, ki so ga uporabljali za zdravljenje koZnih in ofesnih bolezni.
Grozdne liste so uporabljali za zaustavljanje krvavitev in vnetij. Nezrele grozdne jagode so bile
uporabljene za zdravljenje angine, rozine pa so uporabljali pri zaprtjih in za Zejo. Zrele grozdne
jagode so uporabljali za zdravljenje razli¢nih zdravstvenih tezav, kot so vnetje oci, koze, ledvic in
bolezni jeter.?

Nekatere sorte imajo v jagodah semena ali peske, druge pa so brez njih. Pri jagodah so uZitne
tudi kozica in peske, ¢eprav ljudje pogosto mislijo, da je zvecenje peck skodljivo. Med tisocerimi
sortami vinske trte je le okoli 20 taksnih, ki dajejo veliko vecino pridelka namiznega grozdja,
namenjenega prehrani.*

Grozdje vsebuje veliko sladkorjev, predvsem sadnega (fruktoza) in grozdnega (glukoza),
vitaminov skupine B, C in E ter Stevilne minerale, zlasti kalij, fosfor, mangan, Zelezo, kalcij in
magnezij. Prehransko najucinkovitejSe so rdece, torej temno vijoliCaste sorte grozdja s ¢im
temneje obarvano lupino.> Poleg tega, da je grozdje bogat vir vitaminov in vlaknin, sta koZica in
semena grozdja izjemno bogata s polifenoli.

Polifenoli so naravno prisotna mikrohranila, ki jih rastline nujno potrebujejo za svoj obstoj.®

Vedina polifenolov sodi med moéne antioksidante,”® imajo pa lahko tudi protivhetne uéinke.>°
Ravno to je pritegnilo pozornost Stevilnih raziskovalcev, ki so dokazali njihovo potencialno vliogo
pri preprecevanju in zdravljenju razli¢nih patoloskih stanj, povezanih z oksidativnim stresom in
vhetnimi procesil. Mednje sodijo mocno razdirjene bolezni, kot so: rak'?, sréno-Zilne in
nenazadnje tudi nevrodegenerativne bolezni®3,

Nekatere raziskave so v preteklosti pokazale, da ima prehrana lahko klju¢no vlogo pri ohranjanju
zdravja, kar je sproZilo razvoj cele vrste prehranskih dopolnil.}* Zanimivo je, da so nekateri
polifenoli znacilni samo za doloceno sadje ali zelenjavo, medtem ko vecino lahko najdemo v vec
virih.®> Veéina sadja in zelenjave vsebuje veé¢ kot eno znadilno vrsto polifenolov. ** Tako je v
koZicah grozdnih jagod ve¢ prisotnih antocianinov, medtem ko je v grozdnih peskah prisotni vec
kondenziranih taninov, imenovanih proantocianidini oziroma flavan-3-oli.'’

Koli¢ina polifenolov je v isti rastlini lahko razli¢na in je odvisna od posameznega dela rastline,
klimatskih in rastnih razmer.® Zato je teZko oceniti dejansko koli¢éino naravno zauZitih
polifenolov, kar je treba upoSstevati, ko govorimo o pozitivnih ucinkih polifenolov na nase
zdravje.
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Industrija se je v zadnjem casu zacela zanimati tudi za stranske produkte, ki nastanejo pri
predelavi sadja in zelenjave (npr. oljéne pogace, ¢ebulni listi, tropine, grozdne peske ipd.), saj so
lahko bogat vir polifenolov in jih zato lahko uporabimo kot dodatke v funkcionalnih Zivilih ali kot
prehranska dopolnila.'®

Ker sva obe doma iz vinorodnih krajev, se vsako leto srecujeva z velikimi koli¢inami grozdnih
pesk, ki predstavljajo odpadek pri pridelavi vina. Zanimalo naju je, kako bi lahko te peske koristno
uporabile za nadaljnjo uporabo.

1.1 Namen naloge

Namen najine raziskovalne naloge je preuciti moZnosti uporabe grozdnih peck kot surovine za
izdelavo kreme za koZo ali kot prehranski dodatek v obliki tablet ali kapsul. Grozdne peske so
namrec¢ bogat vir bioaktivnih snovi, zlasti polifenolov, ki imajo antioksidativne lastnosti, ki
delujejo zdravilno.

V nalogi zeliva ugotoviti vsebnost antioksidantov, predvsem proantocianidinov v peSkah treh
rdec¢ih sort grozdja: jurka, kvinton in izabela. Zeliva ugotoviti najbolj$i nacin za ekstrakcijo
bioaktivnih snovi iz grozdnih pesk. V ta namen sva uporabile tri razlicne metode ekstrakcije.
Pridobljene ekstrakte sva uporabili za pripravo organogelov in pripravo kapsul kot prehranski
dodatek bogat z antioksidanti. Topilo, ki sva ga uporabljale za ekstrakcijo, sva po loCevanju
ekstrakta lahko ponovno uporabili. Tako sva poskrbeli, da v najinem procesu ni bilo skodljivih
odpadnih snovi.

S tem raziskovalnim delom sva Zeleli pokazati, kako je mogoce naravne vire, ki predstavljajo zgolj
stranski produkt oziroma odpadek, uporabiti za zdravje koristne produkte.

1.2 Raziskovalno vprasanje

Kako lahko bioaktivne sestavine pridobimo in kako se te sestavine lahko vkljucijo v koristne
produkte iz grozdnih peck ter katera metoda ekstrakcije je najucinkovitejsa.

1.3 Hipoteza in razlaga hipoteze

Za ekstrakcijo proanticianidov bova uporabljali razlicne metode ekstrakcije. Sklepava, da se bo
pri razlicnih metodah izlocila razliéna koli¢ina proanticianidov. Predvidevava, da bo ultrazvocna
ekstrakcija najucinkovitejSa, saj ultrazvo¢no valovanje deluje na celicne membrane, to pa
pomeni boljSe izlo¢anje bioaktivnih snovi in laZji stik teh snovi s topilom. Ekstrakcija s
Soxhletovim aparatom bo verjetno ucinkovitejSa od same maceracije, ker se v Soxhletovem
aparatu topne snovi v topilu odstranjujejo in shranjujejo v destilirki, grozdne peske pa v ciklih
prihajajo v stik s istim topilom.
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2.1 Grozdne peske

Grozdne peske se uporabljajo kot prehransko dopolnilo in vir antioksidantov. So stranski
proizvod pri proizvodnji vina, melase in sadnih sokov. Gre za del grozdja z najvisjo koncentracijo
fenolnih spojin in antioksidantov, takoj za samim sadjem. Poleg visoko polimeriziranih
proantocianidinov grozdne peske vsebujejo katehin, epikatehin, galokatehin, epigalokatehin in
gali¢no kislino.’® Semena predstavljajo med 3 in 6 % suhe teZe grozdja. Same peske vsebujejo 11
% beljakovin, 35 % vlaknin in 7 % fenolnih spojin, mednje spadajo tudi tokoferoli in B-karoten.
Grozdne peske vsebujejo 28-40 % vode, 28 % celuloze, 0,8-1,2 % dusikovih spojin, 4-6 %
taninov, 10-25 % olja, 2—4 % mineralnih spojin in 25-45 % lignina. Standardizirani ekstrakt
grozdnih pesk vsebujejo manj kot 6 % prostih flavonolnih monomerov in 74-80 % oligomernih
proantocianidinov. V ekstraktu grozdnih pesk so najdeni Stevilne fenolne spojine.?°

Prisotnost proantocianidinov je lahko vzrok za hiperglikemi¢ni u¢inek grozdnih pesk. Ugotovili
so, da imajo proantocianidini antioksidativne lastnosti. Proantocianidini, ki jih v€asih imenujemo
moc¢ni antioksidanti, lahko prepredujejo diabetes z ohranjanjem aktivnosti beta celic.?* Glavne
sestavine izvleckov iz grozdnih pesk so epikatehin, flavonoidi in katehini, ki imajo farmakoloske
lastnosti, vkljuéno z protivnetnimi, protirakavimi in antioksidativnimi u¢inki.??> Nedavna 3tudija
je pokazala, da dopolnila z izvlecki iz grozdnih pesk, bogata s kalcijem, lahko pomagajo pri
krepitvi kosti pri osebah z osteoporozo. Proantocianidini v grozdnih peskah, ki zmanjsujejo
oksidativni stres in spreminjajo aktivnost citokinov, lahko zavirajo razvoj koZnega raka. Ta
zascitni ucinek na celice bi bil zelo koristen pri zdravljenju Alzheimerjeve bolezni. Antioksidanti
v izvleckih iz grozdnih pesk, ki Scitijo krvne Zile pred poskodbami, so verjetno odgovorni za
zmanjSanje sr¢nega utripa in sistolicnega krvnega tlaka. Poleg tega imajo izvlecki iz grozdnih pesk
lahko pomembno vlogo pri zdravljenju Stevilnih cloveskih bolezni, kot so zobna gniloba,
preprecevanje okuzb, diabeti¢na retinopatija, izboljSanje nocnega vida, uravnavanje krvnega
sladkorja, lajsanje kroni¢ne venske insuficience, ucinek proti staranju ter zmanjsanje edema in
ravni Zeleza pri hemokromatozi.?® Proantocianidini iz semen so pokazali $irok spekter koristi za
zdravje.?

Izvlecek iz grozdnih pesk je pokazal povecano antioksidativno aktivnost, kar je bilo pricakovati
glede na visoko koncentracijo skupnih fenolov. Grozdne peske so pokazale visjo antioksidativno
aktivnost (82,25 %). Na splosno je antioksidativna aktivnost narascala skupaj s skupno koli¢ino
fenolov v semenu. Antioksidativna aktivnost lupin grozdja je niZja kot pri grozdnih peskah, kar
nakazuje povezavo med vsebnostjo taninov in antioksidativno aktivnostjo. Hidroacetonski
izvleCek iz grozdnih pesk je prekasal druge preucene izvlecke glede skupne vsebnosti fenolov in
flavonoidov ter je imel najboljso sposobnost odstranjevanja DPPH radikalov’. Grozdne peske so

* DPPH je kratica za organsko kemijsko spojino 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, ki je temno obarvana kristaliniéni
snov. Sestavljena je iz prostih radikalnih molekul in se uporablja kot test za jakost antioksidativnih
lastnosti.
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imele najvedjo reducirajo¢o moc¢ in antioksidativno sposobnost med razliénimi sortami in
njihovimi deli, sledile so koZica in meso.?®

2.2 Antioksidanti

Antioksidanti so snovi, ki upocasnijo, preprecijo ali odstranijo moznost oksidativhe poskodbe
ciline molekule. Antioksidanti zmanjsujejo tudi DNA mutacije, maligne transformacije in ostale
posledice celicnih poskodb. Antioksidativne lastnosti so odvisne od vrste antioksidanta,
mehanizma delovanja, od njegovega sodelovanja z drugimi antioksidanti in v primeru vnosa
zunanjih antioksidantov, Se od njegove absorpcije v prebavilih, odmerka, pogostosti vnosa v telo,
od presnove in izlo¢anja iz telesa.?>?’.

Antioksidanti se uporabljajo tudi v prehrambnih izdelkih z namenom dosega daljSega roka
uporabe, v kozmetiki za zascito samih sestavin izdelka, podaljSanje roka uporabe in kot
kozmeticno aktivne sestavine, ki SCitijo kozo pred oksidativnimi poSkodbami in staranjem.
Uporabni so tudi v medicini, predvsem kot sredstva, ki zmanjsajo verjetnost za nastanek raka, za
zdravljene razli¢nih bolezni jeter, nekateri pa naj bi se uporabljali tudi kot terapevtska sredstva
za akutne poskodbe centralnega Zivénega sistema, za upocasnitev nevrodegenerativne bolezni
kot je Alzheimerjeva bolezen, za upocasnitev ateroskleroze in vseh ostalih stanj, ki so povezana
z oksidativnimi poskodbami celic.?®* Antioksidanti nevtralizirajo proste radikale z donacijo
elektronov, kar preprecuje poskodbe tkiv in pomaga vzdrZzevati ravnotezje v telesu.

Ceprav so prehranski dodatki z antioksidanti na voljo, raziskave nakazujejo, da je uZivanje
naravne hrane bogate z antioksidanti najbolj$a izbira. Uravnotezena prehrana, ki vkljucuje sveze
sadje, zelenjavo, ore$cke in zelis€a, je kljuéna za ohranjanje zdravja telesa in koZe.®® V
nadaljevanju bova naredile pregled nad naravnimi spojinami, ki imajo lastnost antioksidanta.

Antioksidanti
[Naravni —L———Sintetiéni

Eksogeni s Encimski/

| — ’_\; | |
Vitamini. |Minerali| [Karotenoidi Polif|eno|i Polifenolni amidi

vitamin A| [Se, Zn, Cu, a-, B-karoten, | kapsaicin

vitamin C | [Mn, Fe | lzeaksantin, | [Fenolne kisline [Flavonoidi

vitamin E lutein,

vitamin K | likopen, p-kumarna kislina flavonoli

B-kriptoksantin kavna kislina flavanoli

sinapinska kislina flavanoni
ferulna kislina izoflavanoidi
galna kislina flavani
elagi¢na kislina antocianidini
resveratrol
kurkumin

Slika 1. Razdelitev antioksidantov.3?

Antioksidante lahko razdelimo v vec skupin: naravne in umetne, encimske in neencimske ter
endogene in eksogene. Zadnji se nanasajo na to, ali nastajajo v telesu ali jih moramo zaufZiti s
hrano. Prehranske antioksidante lahko spet razdelimo v ve¢ skupin, od katerih so polifenoli in
flavonoidi, najveéja skupina.3 Med prehranske antioksidante pa spadajo $e vitamini, minerali,
karotenoidi, organozveplove spojine in nekateri amidi ( Slika 1).
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2.2.1 Polifenoli

Polifenoli so ena najbolj Stevilnih in Siroko razsirjenih skupin naravnih produktov v rastlinskem
kraljestvu. Trenutno je znanih vec kot 8000 fenolnih struktur, med njimi pa je bilo identificiranih
vet kot 4000 flavonoidov.333* Polifenoli so naravne spojine, ki jih sintetizirajo izkljuéno rastline,
imajo moéne antioksidativne lastnosti Ceprav so polifenoli spojine zgrajene iz vsaj dveh
benzenovih obrocev in enega ali ve¢ hidroksilnih skupin, je ta skupina spojin zelo raznolika in
vsebuje vec podskupin fenolnih spojin. Raznolikost in Siroka razsirjenost polifenolov v rastlinah
so privedle do razli¢nih nacinov kategorizacije teh naravnih spojin. Polifenoli so bili razvrséeni
glede na njihov izvor, biolo$ko funkcijo in kemijsko strukturo. 3¢ Vecina polifenolov je v rastlinah
v obliki glikozidov, torej vezani z razli¢nimi sladkornimi enotami in acilnimi skupinami na razli¢nih
poloZajih polifenolnih skeletov. Polifenole lahko razdelimo glede na kemijsko strukturo
aglikonov na fenolne kisline, flavonoide, polifenolne amide on ostale polienole.

2.2.1.1 Fenolne kisline

Fenolne kisline so neflavnoidne polifenolne spojine, ki jih lahko nadalje razdelimo na dve glavni
vrsti, derivate benzojske kisline (Slika 2.) in derivate cimetove kisline (Slika 3.). Medtem ko sadje
in zelenjava vsebujeta Stevilne proste fenolne kisline, so v Zitih in semenih, zlasti v otrobih ali
lupini, fenolne kisline pogosto v vezani obliki.” Te fenolne kisline je mogo&e osvoboditi ali
hidrolizirati le s kislo ali bazi¢no hidrolizo ali z encimi. Med fenolnimi kislinami so pomembnejse
hidroksicimetne kisline: p-kumarna kislina, kavna, ferulna in sinapinska kislina. Najdemo jih
lahko v skoraj vseh delih rastlin.®

o RO
HO 0
HO
OH OH
RO
RO
Vanilinska kislina, R = OCH3 Sirgin¢na kislina, R = OCHj3
Protokatehinska kislina, R = H Galna kislina, R=H
Slika 2. Derivati benzojske kisline
(0] (0]
HO / OH HO / OR
-k kisli
p-kumarna kislina HO

Kavna kislina; R=H

Klorogenic¢na kislina; R = 5-kinolin
Kriptoklorogena kislina; R = 4-kinolin
Neoklorogena kislina; R = 3-kinolin

H,C—0 0 Y
HO / OH HO / OH
H,C—O H,C—0

Sinapinska kislina Ferulna kislina

Slika 3. Derivati cimetne kisline.
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2.2.1.2 Flavonoidi

Flavonoidi so derivati 2-fenil-benzopirana (Slika 4.), ki je sestavljen iz pirana (obro¢ B), na
katerega je kondenziran benzen (A), na drugem C-atomu pa je vezan benzenov obro¢ (C). Med
sabo se razlikujejo po stopnji oksidacije piranovega obroca.

o

Slika 4. 2-fenilbenzopiran.

Flavonoidi imajo antikoagulacijsko, hepatoprotektivno, antibakterijsko, protivnetno,
protitumorno in antioksidacijsko delovanje. Delujejo v lipidnem in hidrofilnem okolju. Reakcije
v vodnem okolju jim omogocajo fenolne skupine, povezujejo pa tudi s polarnimi glavami
membranskih ostankov. Na membrane se adsorbirajo z vodikovimi vezmi, ki jih tvorijo s
polarnimi glavami fosfolipidov in na ta nacin ustvarijo okolje, ki omejuje dostop oksidantov do
lipidnega dvosloja.® Ena izmed najbolj preudevanih lastnosti je njihova zmoZnost obrambe pred
oksidativnim stresom. Flavonoidi so namrec zaradi svojega redukcijskega potenciala do alkilnih
peroksilnih radikalov idealni lovilec peroksilnih radikalov ter uspesni inhibitorji lipidne
peroksidacije. Fenolne —OH skupine pa jim omogocajo tvorbo kompleksov z ioni prehodnih
kovin, ki potem ne morejo vstopati v Fentonovo reakcijo, ki velja za glavni vir kisikovih zvrsti.
Zaradi keliranja Zelezovih ionov flavonoidi inhibirajo tudi od Fe?* odvisno lipidno peroksidacijo.*
Flavonoidi pa lahko intereagirajo tudi s sestavinami celice, kot so razlicni encimi, receptoriji in
transkripcijski faktorji, kar se kaZe predvsem v regulaciji celi¢énega cikla.**

Zaradi razliénega Stevila —OH skupin in razli¢cnega poloZaja le teh, je mogoce flavonoide nadalje
razdeliti na razli¢ne podskupine, kot so antocianini, flavan-3-oli, flavononi, flavanoni in flavonoli.
Medtem ko je v vecini flavonoidov obro¢ C vezan na poloZaj C; obroca B, so v rastlinah najdene
tudi nekateri flavonoidi, kot sta izoflavoni in neoflavonoidi, katerih obro¢ B je povezan na poloZaj
C; oziroma C4 obroca C. Med flavonoide uvrs¢éamo tudi kalkone, ki pa nimajo heterocikli¢cnega
obroca C. V rastlinah so flavonoidi najveckrat v glikozidni obliki, to je, da so vezani z ogljikovimi
hidrati. Monosaharid se najveckrat veZe prek fenolne skupine na C; ali C; in nastanejo O-
glikozidi. Lahko pa nastanejo tudi C-glikozidi, ¢e se sladkorna komponenta veZe na enega od
ogljikovih atomov, ponavadi na Cs ali Cs. Sladkorna komponenta ponavadi vsebuje do tri
monosaharidne enote. Najpogosteje se pojavljajo glukoza, galaktoza, ramnoza, aloza, arabinoza,
ksiloza, apioza, glukoronska in galakturonska kislina.*? Biolodke aktivnosti teh spojin, vkljuéno z
antioksidativno aktivnostjo, so odvisne tako od strukturnih razlik kot od vrste vezanih ogljikovih
hidratov. Predstavljava osnovne strukture flavonoidov kot aglikone" (Slika 7.).

 Aglikon je spojina, ki ostane po tem, ko se glikozidu odstrani glikozilna skupina.
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a) lzoflavoni, neoflavonoidi in kalkoni

Izoflavone najpogosteje najdemo v druZini strocnic. Ker so fizol, zlasti soja, pomemben del
prehrane v Stevilnih kulturah, imajo izoflavoni velik vpliv na ¢lovesko zdravje. Genistein in
daidzein sta dva glavna izoflavona, ki jih najdemo v soji, skupaj z gliciteinom, biochaninom A in
formononetinom (Slika 5.).** Najdemo pa jih tudi v rdedi detelji.** Vsi ti izoflavonski aglikoni se
najpogosteje pojavljajo kot 7-O-glukozidi in 6"-O-malonil-7-O-glukozidi*. Neoflavonoidi se v
prehranskih rastlinah ne pojavljajo pogosto, vendar je dalbergin najbolj razsirjen in relativno
pogost neoflavonoid v rastlinah.

Izoflavoni Neoflavon

Daidzein: Ry =H; R, =H; R3=H
Genistein: R;=0H; R, =H,R3=H Da|bergin
Glicitein: R1 = H; Rz = OCH3

Biochanin A: R; = OH; R; = H; Rz = OCH3

Formononetin: R; =H; R, =H; R3 =0CH3

Slika 5.Predstavniki tipi¢nih izoflavonov in neoflavonov, ki jih najdemo v hrani.*
Kalkone z odprtim obroéem B najdemo v sadju, kot so jabolka in v hmelju ali pivu.*® 1zoflavoni

imajo estrogenu podobno delovanje, zato jih lahko uporabljamo za preprecevanje raka na
prostati, preprecevanje osteoporoze in za lajSanje postmenopavznih tezav.

Kalkoni
HO l
OH O
Floretin Ksantohumol

Slika 6. Predstavniki kalkonov.*
b) Flavoni, flavonoli, flavanoni in flavanonoli

Ta podskupina flavonoidov je najbolj pogosta skupina prisotna v Stevilnih rastlinah (Slika 7.).
Flavoni in njihovi 3-hidroksi derivati flavonoli, vklju¢no z njihovimi glikozidi, metoksidi in drugimi
acilnimi produkti na vseh treh obrocih, tvorijo najve¢jo podskupino med vsemi polifenoli.
Najpogostejsa aglikona flavonola, kvercetin in kempferol, imata sama po sebi vsaj 279 oziroma
347 razli¢nih glikozidnih kombinacij.*” Stevilo identificiranih flavanonov in njihovih 3-hidroksi
derivatov (flavanonolov, tudi dihidroflavonoli), se je v zadnjih 15 letih znatno povecalo. Nekateri
flavanoni imajo edinstvene vzorce substitucije, npr. prenilirani® flavanoni, furanoflavanoni,

* 6"-0-malonil-7-O-glukozidi — sladkor, ki je vezan na C7 izoflavona, ima na Cs vezano propandiojsko
kislino (malonsko kislino).

$ Prenilizacija je kemijska ali encimska adicija hidrofobne stranske verige na molekulo.
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piranoflavanoni, benzilirani flavanoni, kar daje veliko Stevilo substituiranih derivatov te
podskupine. Dobro poznan flavanonol je taksifolin iz citrusov.*

Flavoni
ApigeninR=H . e
Luteolin R = OH angerfetn? =
Nobiletin R =
OCHs
Flavonoli Flavanoni Flavanonoli

OH O OH O OH ©
Kemferol Ry =H, R, =H -
. ! Taksifolin
Kvercetin R; = H, R, = OH Naringenin R; =H, R, = OH
Miricetin Ry = OH, R, = OH Hesperetin Ry = OH, R, = OCH;

Izorhamnetin Ry = OCHs, R, = H

Slika 7. Kemijske strukture flavonolov, flavanonov, flavonov in flavananolov. %
c) Flavanoli in proantocianidini

Flavanoli ali flavan-3-oli se pogosto imenujejo katehini. Za razliko od vecine flavonoidov nimajo
dvojne vezi med C; in C; ter karbonilne skupine na C4 v C-obrocu. To in hidroksilacija na Cs
omogoca flavanolom, da imata dva centra kiralnosti v molekuli (na C; in C3), kar pomeni Stiri
mozne diastereocizomere. Katehin je izomer s trans konfiguracijo, epikatehin pa izomer s cis
konfiguracijo. Vsaka od teh dveh konfiguracij ima dva stereoizomera, to je (+)-katehin, (-)-
katehin, (+)-epikatehin in (-)-epikatehin. (+)-katehin in (-)-epikatehin sta dva izomera, ki jih
pogosto najdemo v prehranskih rastlinah (Slika 9.).

Flavanoli se nahajajo v Stevilnih sadezZih, zlasti v koZici grozdja, jabolk in borovnic. Monomerni
flavanoli (katehin in epicatehin) ter njihovi derivati (npr. galokatehini) so glavni flavonoidi v
cajnih listih in kakavovih zrnih (¢okolada). Katehin in epicatehin lahko tvorita polimere, ki se
pogosto imenujejo proantocianidini, saj kisla kataliza polimernih verig proizvede antocianidine.

Proantocianidine poznani tudi kot kondenzirane tanine, ki so, dimeri, oligomeri (2-7
monomernih enot) in polimeri flavan-3-olov, povezani z vezjo med C,4 in Cg ali Cs. Znani so kot
mocni antioksidanti. Odvisno od nacina povezav flavanolov lahko nastanejo oligomerni
proantocianidini tipa A, kjer so monomeri povezani s C;-0—-C; ali C,—O-Cs vezjo, ali tipa B, kjer
sta pogosti C,—Cs ali C,—Cs vezi. Procianidin C; je trimer. Prav tako lahko ¢ajni flavanoli tvorijo
med fermentacijo edinstvene dimere, kot je teaflavin (Slika 10.).

Delimo jih v procianidine, prodelfinidine in propelargonidine glede na to, kateri antocianidin
nastane iz polimera pri segrevanju v kislem: cianidin, delfinidin ali pelargonidin. Lastnosti so v
veliki meri odvisne od stopnje polimerizacije molekul tanina in od narave osnovnih enot. Z ve¢jim
deleZzem polimerizacije se povecuje antioksidativna sposobnost, vendar le do doloc¢ene stopnje
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polimerizacije. Od vecine ostalih polifenolov se razlikujejo zaradi njihovega polimernega znacaja
in po visoki molekulski masi, kar omejuje njihovo absorpcijo iz tankega ¢revesa, zato je njihovo

delovanje omejeno na Crevesje.
OH

Slika 8. Trimerni propelargonidin.

Proantocianidini se pojavljajo v Stevilnih rastlinskih virih, vklju¢no z jagodami, grozdjem, ¢ajem
in cokolado, ter so pomembni za zascito rastlin pred Skodljivci in boleznimi. Flavan-3-oli so
pogosto prisotni v hrani, ki jo uzivamo, kot so ¢aj, cokolada, sadje in vino, njihova vsebnost pa je
lahko odvisna od razli¢nih dejavnikov, vkljuéno s kultivarjem, obdelavo in pripravo.*®

Flavanoli Procianidini
OH OH
OH OH
HO (ORI
. R,
OR,
OH
OH 7]
(+)-katehin: Ry =R, =H OH
(+)-katehin galat: Ry = galil, R, = H
(+)-galokatehin: R1=H, R, = OH
(+)-galokatehin galat: Ry = galil, R, = OH
OH
OH Jdn
OH
HO oW OH
R,
'//ORl \\\\
OH )
/OH

(-)-epiatehin: R1=R; =H
(-)-Epikatehin galat: Ry = galil, R, =H
(-)-

(-)-

Epigalokatehin: Ry =H, R, = OH Procianidin: n =3
Epigalokatehin galat: Ry = galil, R, = OH Oligomerni procianidini: n = 2-7

Slika 9.Flavanoli in procianidini.*®

V Studijah je bilo ugotovljeno, da flavan-3-oli lahko pozitivno vplivajo na vnetne in presnovne
motnje. V klinicnih Studijah so bili flavan-3-oli povezani z zmanjSanjem tveganja za razlicne
bolezni, vkljuéno z rakom, sréno-Zilnimi boleznimi in presnovnim sindromom. Epidemioloske
raziskave so pokazale, da je uzivanje hrane, bogate s flavan-3-oli, povezano z nizjo pojavnostjo
teh bolezni. Vendar pa je potrebnih Se vec raziskav, da bi natancno razumeli mehanizme
delovanja flavan-3-olov in njihovo vlogo pri zdravju. Zaradi njihovih Stevilnih pozitivnih lastnosti
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in potencialnih koristi za zdravje flavan-3-oli pritegnejo pozornost raziskovalcev in prehranskih
strokovnjakov. Raziskave se osredotocajo na razvoj ucinkovitih prehranskih dopolnil, ki temeljijo
na proantocianidinih, kar bi lahko prispevalo k izboljSanju zdravja in preprecevanju bolezni.
Flavan-3-oli so tako pomembna komponenta zdrave prehrane in njihov vnos lahko pripomore k
bolj$emu zdravju ljudi. *°

Proantocianidini
OH OH OH

OH OH OH

Procianidin C1 Teaflavin

Slika 10. Tipiéni procianidini dimeri in teaflavin kot trimer.*

d) Antocianidini

Antocianidini so glavne sestavine rdecih, modrih in vijoliénih pigmentov vecine cvetnih listov,
sadja, zelenjave in nekaterih posebnih sort Zit, npr. ¢rnega riza (slika 7). Antocianidini v rastlinah
vecinoma obstajajo v glikozidni obliki, ki se pogosto imenujejo antocianini. Cianidin, delfinidin in
pelargonidin so najbolj razsirjeni antocianidini od obstoje¢ih 31 antocianidinov.®! Dejansko 90 %
antocianinov temelji na cianidinu, delfinidinu in pelargonidinu ter njihovih metiliranih derivatih.
Skupno je znanih ve¢ kot 500 antocianinov, odvisno od Stevila in vezave hidroksilnih in metoksi
skupin na B-obrocu ter od tvorbe glikozida z razlicnimi monosaharidnimi enotami. Barva
antocianinov je odvisna od pH, to je rdeca v kislem in modra v bazi¢nem okolju. Na barvo pa
lahko vpliva tudi razporeditev hidroksilnih in metoksi skupin kot tudi prisotni ogljikovi hidrati.
Antocianini so kemi¢no stabilni v kislih raztopinah. Ko je pH raztopine pod 3, ima kisikov atom v
heterociklicnem obrocu pozitivni naboj, nastane flavilijev kation. Razlika med antocianidini in
antocianini je ta, da prvi nimajo vezanega sladkorja, medtem ko antocianini ga imajo. V grozdju
imajo lahko antocianini vezan monosaharid ali disaharid na poloZaju 3 in 5. Tudi Stevilo
hidroksilnih skupin (—OH) in metoksi skupin (—-OCH3) B obroca oznacuje antocianine (Slika 11.).
Najbolj razsirjen antocianin v grozdju je malvidin-3-O-glukozid, kar pomeni, da je glukoza vezana
z glikozidno vezjo v polozaju 3 in daima B obroc¢ 1 hidroksilno skupino in 2 metoksi skupini. Barva
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se razlikuje glede na kemijsko strukturo. Kot primer je delfinidin-3-O-glukozid ponavadi modro
v primerjavi s cianidinom-3-0O-glukozidom, ki je oranZen do rdeckast.

Antocianidini Antocianini (3-0-glukozidi) Antocianini (3,5-O-diglukozidi)
o~
OH
HO O/
o” glukoza

glukoza/O
Cianidin:R;=0H,R,=H Malvidin: R; = OCHs, R, = OH, R3=0CH3  Malvidin
Delphinidin Ry = OH, R, = OH Cianidin: Ry =0H, R, =0H, R3=H
Pelargonidin R; =H, R, =H Delfinidin: R; = OH, R, = OH, R3 = OH

Malvidin R1 = OCH3, Rz = OCH3
Peonidin R; = OCHs, R, = H
Petunidin R; = OH, R = OCH3

Slika 11. Kemijska struktura antocianidinov s flavilijevim kationom in antocianinov z vezano glukozo.*?
2.2.1.3 Polifenolni amidi

Nekateri polifenoli imajo lahko N-vsebujoce funkcionalne substituente. Dve taki skupini
polifenolnih amidov sta pomembni, ker sta glavni sestavini pogostih Zivil: kapsaicinoidi v Ciliju in
avenantramidi v ovsu (Slika 12.).%3 Kapsaicinoidi, kot je kapsaicin, so odgovorni za pekocost ¢ilija,
vendar so bili ugotovljeni tudi kot mocni antioksidanti in protivnetna sredstva, modulirajo pa
tudi oksidativni obrambni sistem v celicah. Porocali so tudi o antioksidativnih aktivnostih
avenantramidov, vkljuéno z zaviranjem oksidacije LDL™".

Avenantramidi Capsaicinoidi

HO o o
H
HO O OH HO

Kapsaicin

Avenantramid A:R=H (0]

Avenantramid B: R = OCH3 /o

avenantramid C: R = OH D/\”
HO

Dihidrokapsaicin
Slika 12. Polifenolni amidi. >*

" LDL - lipoprotein nizke gostote
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2.2.1.4 Ostali polifenoli

Poleg fenolnih kislin, flavonoidov in polifenolnih amidov obstaja vec neflavnoidnih polifenolov v
hrani, ki jih Stejemo za pomembne za ¢lovesko zdravje. Med njimi je resveratrol edinstven za
grozdje in rdece vino, elagi¢na kislina in njeni derivati, ki se nahajajo v jagodicevju, npr. jagodah
in malinah, ter v koZici razlicnih oresckov. Lignani obstajajo v vezani obliki v lanu, sezamu in
Stevilnih Zitih in so hidrolizni produkti. Kurkumin je mocan antioksidant iz kurkume. RoZzmarinska
kislina je dimer kavne kisline, elaginska kislina pa dimer galne kisline (Slika 13.). Ceprav sta tako
galna kot elagi¢na kislina prisotni v prosti obliki, obstajajo tudi njuni glukozni estri v razli¢nih
rastlinah.

OH OH
(0]
HO 0
0] OH
NP o on o Sl Yo
C SR
HO o
HO 4 0 OH
Resveratrol
RoZmarinska kislina elaginska kislina
0 0] (0] OH
_0 N = 0 _0
HO OH HO
Kurkumin Gingerol

Slika 13.Nekateri drugi polifenoli.

2.3 Antioksidanti v grozdju

Grozdje je bogato s fenolnimi spojinami, te spojine pa so v glavnem razporejene po kozi, steblu,
listih in semenu grozdja. Skupna koncentracija fenolnih spojin je bila priblizno 2178,8 mg/g GAE
v semenih, 374,6 mg/g GAE v kozi, 23,8 mg/g GAE v mesu in 351,6 mg/g GAE v listih (GAE -
ekvivalent galne kisline). Skupna vsebnost fenolov v grozdnih koZicah je bila razlicna glede na
sorto, sestavo tal, podnebje, geografski izvor in prakse gojenja ali izpostavljenost boleznim, kot
so glivicne okuZbe. Spojine v glavnem vklju¢ujejo proantocianidine, antocianine, flavonole,
flavanole, resveratrole in fenolne kisline. Proantocianidini so glavne fenolne spojine v grozdnih
peskah in kozici grozdja. Antocianini so pigmentiin so odgovorni za barvo grozdnih plodov, meso
pa ne vsebuje antocianov. V rde¢em vinu so antocianidini in flavonoidi glavni dve skupini
fenolnih spojin, katehin pa obilen flavonoid. Grozdni antocianini se biosintezirajo med zorenjem
jagodicja do zrelosti letine. Antocianine lahko najdemo tudi v velikih koli¢inah v listih na koncu
rastne sezone. Podobno kot tanini tudi Stevilni okoljski dejavniki, kot so izpostavljenost soncu,
temperatura, stopnja zorenja, trgatev in sorta grozdja, vplivajo na koli¢ino in sestavo
antocianinov v grozdju.
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Preglednica 1. Fenolne spojine v razli¢nih delih grozdja in njegovih izdelkih.>>>¢

Viri Fenolne spojine

seme galna kislina, (+)-katehin, epikatehin, dimerni procianidin, proantocianidini

koza proantocianidini, elaginska kislina, miricetin, kvercetin, kempferol, trans-resveratrol

list miricetin, elaginska kislina, kempferol, kvercetin, galna kislina

steblo rutin, kvercetin -3-O-glukuronid, trans-resveratrol, astilbin

rozina hidroksicinska kislina, hidroksimetilfurfural

rdete vino malvidin-3-0-glukozid, peonidin-3-0-glukozid, cianidin-3-O-glukozid,
petunidin-3-O-glukozid, katehin, kvercetin, resveratrol, hidroksicinska kislina

Zanimanje za fenolne spojine iz grozdja se osredotoca predvsem na njihove bioloske dejavnosti,
ki se povezujejo s koristmi za zdravje ljudi, kot so antioksidanti, kardioprotektivi, proti rakavi,
protivnetni, antigeni in protimikrobni ucinki.

2.4 Organogeli

Gel je poltrden ali trden sistem, v katerem neka snov ali snovi tvorijo ogrodje oz.
tridimenzionalno strukturo, v to strukturo pa so umescene manjSe molekule ene ali vec tekocin.
Molekule tekocine so v gel vezane preko Sibkih medmolekulskih interakcij ter lahko ob primernih
pogojih to strukturo tudi zapustijo. Najbolj znani primer gela je Zelatina, v katerem polipeptidne
molekule Zelatine tvorijo ogrodje, v katerega je ujeta voda.

Gel, ki vsebuje nepolarno topilo imenujemo organogel, gel s polarnim topilom pa hidrogel.
Organogeli so torej tridimenzionalne strukture, sestavljene iz gelatorja in nepolarnega topila, ki
pa lahko vsebujejo tudi molekule vod, ujete v strukture gelatorja. Organogelatorji imajo klju¢no
vlogo pri oblikovanju organogela. Glede na sposobnost tvorjenja vodikove vezi jih delimo na
tiste, ki je ne tvorijo, in tiste, ki tvorijo vodikove vezi. Med nekatere pogoste vrste organogelov
uvrs¢amo: lecitin organogele, pluronik lecitin organogele (PLO), vrhunske lecitinske organogele
(PrLO), limonen GP1/PG organogele, organogele na osnovi mikroemulzije (MBG), stabilizirane z
Zelatino, sorbitanske organogele, pridobljene iz ma3éobnih kislin, in polietilenske organogele.>’
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3. METODE DELA

3.1 Priprava materiala

V sklopu raziskovalne naloge sva iz tropin grozdja, ki so ostale po mletju grozdja, nabrale grozdne
peske, jih najprej posusile na zraku, nato pa Se v postopku liofilizacije. Pred ekstrakcijo sva peske
zmlele z elektriénim mlinckom za kavo v droben prah. 1z zmletih pesk sva v postopku ekstrakcije
izloCila v etanolu topne komponente, med njimi tudi proantocianidine. Dolocile sva uspesnost
posamezne metode ekstrakcije. 1z pridobljenih ekstraktov sva pripravili organogel in ga
kapsulirali. V nadaljevanju sva opisale nastete postopke najinega dela.

3.1.1 Liofilizacija

Liofilizacija ali suSenje z zamrzovanjem je postopek, s katerim odstranimo vodo iz bioloskih in
organskih snovi, ki bi jih s segrevanjem poskodovali, hkrati pa ohranimo njihovo strukturo in
sestavo. Postopek je pocasen in porabi trikrat vec¢ energije kot konvencionalno susenje, zato ga
uporabljamo le za obcutljive in drage produkte. Liofilizacija je torej postopek, pri katerem se led,
ki je prisoten v zamrznjenih peskah, neposredno spremeni v vodno paro brez prehoda skozi
tekoce stanje. Ta proces, znan kot sublimacija, omogoci, da se voda iz materiala odstrani brez
tveganja za poskodbe dragocenih sestavin, kot so antioksidanti in druge bioloSko aktivne snovi.
Po liofilizaciji sva dobile 180 g suhih grozdnih pesk.

3.1.2 Mletje

Posusene grozdne peske sva zmleli v elektricnem mlinc¢ku za kavo, da bi dobile dobro zmleto
snov, ki omogoca ¢im vecjo povrsino grozdnih pesk in s tem najvecjo mozno povrsino pesk, ki
pride v stik s topilom, s tem pa tudi bolj uc¢inkovit prehod topnih komponent iz grozdnih pesk v
topilo-etanol.

3.2 Ekstrakcijske metode

Ekstrakcija je postopek, s katerim odstranjujemo iz trdnih ali teko¢ih zmesi v topilu topne
komponente. Ekstrakcija temelji na razli¢ni topnosti sestavin zmesi v topilu. Ce se spojina iz trdne
zmesi v danem topilu raztaplja, potem se v topilo ekstrahira. Pogoj je, da je mnogo bolje topna
v topilu kot ostale sestavine zmesi. Pridobljeno snov imenujemo ekstrakt. Postopek sestoji iz
dveh zaporednih operacij: najprej spravimo zmes v intenziven stik s topilom, nato obe fazi
lo¢imo. Postopek uporabljamo za pridobivanje olj iz plodov in semen ter za pridobivanje disav in
farmacevtskih substanc iz rastlin in sadeZev. Kot topilo lahko uporabljamo hlapna organska
topila, v dolocenih primerih pa tudi vodo. Tako lahko lo¢imo organske spojine od anorganskih,
pridobivamo barvila iz naravnih virov ali si z ekstrakcijo vodotopnih spojin pripravimo napitek,



16 3. METODE DELA

kot sta &aj in kava.*® Poznamo ve¢ vrst ekstrakcij. Pri eksperimentalnem delu sva uporabili tri
razlicne metode ekstrakcije, katerih cilj je bil prenos antioksidantov iz grozdnih pesk s pomocjo
topila, etanola. Uporabili sva toplo maceracijo, ekstrakcijo s Soxletovim aparatom in ultrazvo¢no
ekstrakcijo. Vsaka od teh tehnik je omogocila ucinkovito pridobivanje biolosko aktivnih snovi iz
pesk, s ¢imer sva lahko raziskale njihov potencial za nadaljnjo uporabo v razlicnih aplikacijah.
Zraven etanola bi antioksidante lahko ekstrahirali tudi z nekaterimi drugimi spojinami ali
zmesmi, kot so: voda, metanol, metanol/mravljin¢na kislina, metanol/voda/ocetna. Odlocile sva
se za etanol, ki v manjsih koli¢ina ne predstavlja tveganje za zdravije.

3.2.1 Topla maceracija

Ekstrakcija z maceriranjem je ena najpreprostejsih ekstrakcijskih tehnik, pri kateri se grobi in
praskasti rastlinski material namoci v topilih, kot so metanol, etanol, etil acetat, heksan itd.
Pogosto se uporablja za ekstrakcijo razlicnih bioaktivnih spojin iz rastlinskega materiala.
Ucinkovitost ekstrakcije je predvsem odvisna od vrste topila, njegove polarnosti ter kombinacije
Casa in temperature. Omejitve pri tem postopku so lahko nizek izkoristek ekstrakcije in uporaba
velike kolic¢ine topila. Zaradi enostavnosti in ucinkovitosti tega postopka so ga dolgo uporabljali
za pridobivanje eteri¢nih olj in drugih bioaktivnih spojin. Poteka tako, da zmeljemo rastlinski
material na manjSe delce, da se poveca povrSina za mesanje z izbranim topilom in ucinkovito
ekstrakcijo spojin. Pripravljeno spojino zapremo, da preprecimo izhlapevanje topila, meSamo v
razlicnih intervalih in filtriramo skozi filtrirni medij.

Topla maceracija je ucinkovitejsa, ker se pri visji temperaturi hitrost difuzije, kar omogoc¢i, da se
sestavine, v naSem primeru antioksidanti, hitreje sprostijo v etanol. Vendar pa je pomembno, da
temperatura ni previsoka, saj lahko prekomerno segrevanje poskoduje obcutljive spojine in
zmanjsa ucinkovitost ekstrakcije. Zato je klju¢nega pomena, da se proces izvaja pri nadzorovani
temperaturi, ki optimizira prenos koristnih snovi, brez tveganja za njihovo razgradnjo.

3.2.2 Ekstrakcija po Soxletu

Bolje je ekstrahirati veckrat z manjso koli¢ino topila kot enkrat z ve¢jo. V ta namen za ekstrakcijo
iz trdnih zmesi pogosto uporabljamo ekstrakcijski aparat po Soxhletu (Slika 14). Soxhletov
ekstraktor je leta 1879 izumil nemski kemik Franz von Soxhlet (1884-1926). Je laboratorijski
aparat za ekstrakcijo sestavin trdnih snovi s pomocjo hlapljivega organskega topila. Soxletov
aparat deluje na principu ponavljajoce se ekstrakcije, pri ¢emer topilo (v nasem primeru etanol)
kroZi med ogrevanjem in hlajenjem, da ucinkovito izlo¢i bioaktivne snovi iz trdnih materialov.

Aparat sestavljajo: destilirka, ekstrakcijska komora in povratni hladilnik. Topilo segrevamo v
destilirki, pare potujejo v povratni hladilnik, kjer se utekocinijo. Kondenzat nato kaplja v
ekstrakcijsko komoro. V komori so grozdne peske v tulcu iz filtrnega papirja, ki je pokrit z vato.
Grozdne peske tako prihajajo v stik z vrocim topilom, v katerem se raztapljajo v topilu topne
komponente. Ko raztopina napolni ekstrakcijsko komoro do viSine odtoka, stece po principu
natege nazaj v bucko in postopek se ponovi. Ekstrakt se nabira v bucki, v tulcu pa ostanejo
netopne sestavine prvotne zmesi.>® Ta cikliéni proces omogodi, da se topilo natan¢no in
ucinkovito stika s peskami, kar poveca kolic¢ino prenesenih sestavin v topilo. Tako se z vsakim
ciklom ekstrakcije povecuje koncentracija antioksidantov in drugih topnih snovi v etanolu.
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Pomembna prednost te ekstrakcije je boljsi izkoristek ekstrakcije, saj omogoca popolno in
dolgotrajno izpostavljanje pesk topilu, vendar je hkrati dolgotrajnejsa in zahteva natancno
kontrolo temperature, saj previsoka temperatura lahko poskoduje obcutljive spojine.

Slika 14. Soxhletov aparat deluje na principu povratnega hlajenja topila.



3.2.3 Ultrazvocna ekstrakcija

Ultrazvocna ekstrakcija je prednostna tehnika za pridobivanje bioaktivnih spojin iz rastlin, saj
dosega visokokakovostno ekstrakcijo v zelo kratkem ¢asu in z majhnimi stroski. Uporablja se v
Zivilski, v farmacevtski in kemijski industriji. Ultrazvo¢na tehnologija ekstrakcije uporablja
kavitcijo ", ki jo proizvajajo ultrazvo&ni valovi in je posledica spremembe visokih in nizkih tlagnih
valov, ki jih povzrocajo ultrazvocni pretvorniki. Interakcija ultrazvo¢nih valov z raztopino vzorca
povzroca intenzivno mesanje in posledi¢no interakcijo med topilom in analiti; ta ekstremni stres
premaga selektivnost membrane, perforira in moti celicno steno ter tako doseze
visokokakovostni transport med notranjimi celicami in okoliskim topilom.

3.3 Odstranjevanje topila

Topilo sva odstranili z rotavaporjem, kjer poteka hiter in ucinkovit proces vakuumske destilacije.
Vrtenje bucke poveca povrsino vzorca ter tako izboljSa prenos toplote. Z uporabo vakuuma
doseZzemo nizjo tocko vrelis¢a, kar omogoca izvedbo destilacij pri nizji temperaturi.

Slika 15. Rotavapor oz. vakuumski uparjalnik.

3.4 Spektrofotometricne metode za dolocanje fenol v grozdju

Spektrofotometrijo uvrs¢amo med molekulsko absorpcijsko spektrometrijo. V to skupino sodita
tudi kolorimetrija in fotometrija. Spektrofotometrija temelji na merjenju absorpcije svetlobe pri
prehodu skozi raztopino vzorca. Molekulam, ki jih vzbujamo, se spremenijo elektronska stanja.
K spektrofotometriji uvrs¢amo UV, vidno in IR spektrofotometrijo. Vidna spektrofotometrija
(VIS) je pomembna za kvantitativno analizo. V spektrometriji merimo koli¢ino absorbirane

™ Kavitacija je hidrodinami&ni pojav, pri katerem se pojavijo mehuréki v kapljevini. To se po navadi zgodi,
ko je kapljevina izpostavljena hitrim spremembam tlaka. Mehurcki se pojavijo na mestu, kjer je nizek tlak.
Ce se pojavi pri velikih tlakih, mehurcki potem implodirajo in pri tem ustvarijo mo¢ne udarne valove.
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svetlobe v obarvani raztopini, ki je proporcionalna koncentraciji te snovi v raztopini. Del
valovanja, ki ga absorbira nek analit v raztopini, lahko poveZzemo s koncentracijo tega analita v
raztopini.

|
T C,E. 1

el

)

Slika 16.Prikaz absorbcije dela vpadne svetlobe (lo) v vzorcu in prepuscene svetlobe ().

Skozi raztopino vodimo svetlobo to¢no dolocene valovne dolZine z intenziteto /,. Del svetlobe
se v raztopini absorbira. Ker pri prehodu svetlobe skozi raztopino prihaja, razen do absorbcije
svetlobe, Se do drugih fizikalnih pojavov, umerimo intenziteto vhodnega Zarka (/o) s pomocjo
slepega vzorca. Za homogeni vzorec velja, da je del prepuscene svetlobe, ki jo imenujemo
transmitanca (7), enaka razmerju med intenziteto izhodnega Zarka (/) in vhodnega zarka (/,).

Enacba 1: T=-=10"M

o
k je konstanta, I je dolzina poti svetlobe v raztopini. V logaritemski obliki lahko zapiSemo to
enacbo kot:

Enacba 2: logT = log IL = —kl

Leta 1852 sta Beer in Bernard ugotovila, da podobna odvisnost velja tudi ob upostevanju
mnozinske koncentracije c. S kombiniranjem obeh zakonov dobimo Beerov zakon, ki opisuje
povezavo transmitance s koncentracijo raztopine in dolZino poti:

Enacba 3: logT = log IL = —ecl

V kemijski praksi niso zaZelene eksponentne zveze med merjeno fizikalno koli¢ino in
koncentracijo. Za prakticno uporabo so najprimernejSe linearne zveze. Eksponentno zvezo T =
107%¢ Jahko prevedemo v linearno tako, da jo logaritmiramo in uvedemo pojem absorbance
(A). Dobljeno zvezo imenujemo Beer-Lambertov zakon:

Enacba 4: A = &cl

Beer-Lambertov zakon je osnova za spektrometri¢cno dolocanje koncentracije neke snovi v
vzorcu. Absorbanca je v linearni zvezi s koncentracijo snovi. Molarni absorpcijski koeficient &
[em™mol L] in dolZina poti svetlobe skozi raztopino sta pri doloéanju koncentracije neke snovi
konstantna. DolZina poti v vidni in UV-spektrometriji je obi¢ajno 1 cm. Beerov zakon velja samo
za monokromatsko svetlobo, ker je absorptivnost razlicna pri razli¢nih valovnih dolzZinah.

3.5 Organogeli

V nasi raziskovalni nalogi sva za organogelator izbrali stearinsko kislino, ki spada med masc¢obne
kisline, tako nas organogel spada med sorbitanske organogele. Stearinska kislina je rumenkaste
barve, ima nekoliko neprijeten vonj, je netopna v vodi, topna pa v olju in alkoholih. Nahaja se v
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zivalskih derivatih in rastlinskih mascobah. Uporablja se v kozmeti¢nih izdelkih, uporablja se kot
disava, sufkaktant in emulgator, kot osnova za izdelavo drugih mascéobnih kislin, tudi kot
sestavina v svelah, prehranskih dopolnilih itd.®® Stearinska kislina je ena najpogostejsih
nasi¢enih mascobnih kislin v nasi prehrani, kar je bil tudi eden izmed vzrokov za njeno izbiro. Pri
formulaciji ekstrakta v organogel sva jo uporabili tudi zato, ker zelo dobro deluje kot sredstvo za
stabilizacijo emulzije in ima ucinkovite lastnosti zgos¢evanja, kar sva opazili tudi sami.
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4.1 Priprava materiala

Grozdne peske sva pridobili iz ostankov grozdja, pri cemer sva grozdne peske najprej oprali in jih
nato posusili na zraku. Tako sva dobile priblizno 220 g grozdnih pesk. Od tega sva 40 g najprej
porabile za poskuse z ekstrakcijo, na katerih sva se naucile poteka posameznih faz ekstrakcije in
odstranjevanja topila. Preostalih 180 g sva poslali posusile z liofilizatorjem in pri tem sva dobili
120 g suhih pesk, ki so zadoscale za dvakratno ekstrakcijo z vsemi tremi metodami, toplo
maceracijo, ekstrakcijo po Soxhletu in ultrazvo¢no ekstrakcijo.

4.1.1 Aparature in materiali

Material: Reagent: Pribor: Aparature:
Grozdne peske 70-% etanol Bucka z ravnim dnom Elektronska tehtnica
Konoplino olje  Magnetno mesalo Liofilizator
Stearinska Merilni valj (100 ml) Magnetno mesalo z grelcem
kislina Kristalizirka Soxhlet aparat
Povratni hladilnik Rotavapor (rotacijski uparjalnik)
Nuca z nastavkom Ultrazvoéna kopel

Bucka z okroglim dnom
Zli¢ka in spatula

4.1.2 Susenje in mletje

120 g posusSenih pesk sva zmleli v elektricnem kavnem mlinc¢ku. Po 20 g grozdnih pesk sva
uporabile za vsako ekstrakcijo, ki sva jo izvajale s 70 % etanolom pri vseh treh metodah
ekstrakcije.

4.1.3 Ekstrakcija s toplo maceracijo

20 g posusenih grozdnih pesk sva zatehtali v ¢aso, dodali 100 mL topila (70 % etanol), magnet in
¢aso pokrili s parafilmom ter tako prepredili izhlapevanje topila. Ekstrakcijska zmes se je tako
enakomerno mesala 15 minut pri konstantni temperaturi 60 °Cin s stalnim mesanjem(400 onm).
Po preteku c¢asa sva mesanje ustavili, odstranili parafiimom in magnet ter ekstrakcijsko zmes
prefiltrirali. Raztopino ekstrakta sva uparili, ostanek materiala na filter papirju pa zavrgli.
Raztopino ekstrakta sva prelili v stehtano bucko z okroglim dnom. Bucko sva namestili na
rotavapor in odparili topilo do suhega preostanka ekstrakta. Bucko z ekstraktom sva shranili v
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eksikator, da se je osusil Se preostale vlage. Bucko s suhim ekstraktom sva stehtali in dolo¢ili
maso ekstrakta ter izracunali izkoristek ekstrakcije. Tako pripravljen suhi ekstrakt sva uporabili
za nadaljnje analize.

4.1.4 Ekstrakcija po Soxhletu

20 g posusenih grozdnih pesk sva zatehtali v papirnati tulec, v bucko Soxhletovega aparata pa
dodali 100 mL topila (70 % etanol). Topilo sva segrevali z grelnikom aparata, da je to izparevalo
in kondenziralo v povratnem hladilniku, kondenzirano topilo pa je teklo v ekstrakcijsko komoro,
kjer je bil papirnati tulec s peskami. Ko je koli¢ina topila v hladilniku dosegla dolocen nivo, se je
po principu natege, topilo precrpalo v bucko in postopek se je ponovil. Po trikratnem ciklu sva
nehali segrevati, ker je topilo, ki je steklo iz ekstrakcijske komore v destilirko, bilo brezbarvno.
Ekstrakcija je tako potekala 16 minut. Raztopino ekstrakta sva uparili, ostanek materiala na filter
papirju pa zavrgli. Raztopino ekstrakta sva prelili v stehtano bucko z okroglim dnom. Bucko sva
namestili na rotavapor in odparili topilo do suhega preostanka ekstrakta. Bucko z ekstraktom
sva shranili v eksikator, da se osusi e preostala vlaga. Bucko s suhim ekstraktom sva stehtali in
dolocili maso ekstrakta ter izracunali izkoristek ekstrakcije. Tako pripravljen suhi ekstrakt sva
uporabili za nadaljnje analize.

4.1.5 Ultrazvocna ekstrakcija

20 g posusenih grozdnih pesk sva zatehtali v ¢aso, dodali 100 mL 70 % etanola ter ¢aso pokrili s
parafilmom, da sva preprec¢ili izhlapevanje topila. Ca%o sva nato postavili v ultrazvo¢no kopel pri
konstantni temperaturi 40°C. Po 15 minutah sva ultrazvoéno kopel izkljucili, raztopino z
ekstraktom sva najprej prefiltrirali, nato pa topilo odstranili v rotavaporju do suhega. Bucko z
ekstraktom sva shranili v eksikator, da se je osusil Se preostale vlage. Bucko s suhim ekstraktom
sva stehtali in dolocili maso ekstrakta ter izraunali izkoristek ekstrakcije. Tako pripravljen suhi
ekstrakt sva uporabili za nadaljnje analize.

4.2 Dolocanje vsebnosti proantocianidinov

4.2.1 Aparature in materiali

Kemikalije: Reagenti: Pribor: Aparature:
FeS0O4-7H-0, FeSO4(aq) v raztopini Merilne bucke -500 ml,10 ml  Analitska tehtnica
Klorovodikova V(HCI):V(C4HsOH) =2:3  Avtomatska mikropipeta Grelna plosca
kislina (HCl), Merilni valj - 500 ml Spektrofotometer
Butanol-1-ol Steklenicke

Destilirana Spatula

voda.
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Reagent za spektrometricno dolocanje proantocianidinov (PAC) sva pripravili tako, da sva
zatehtali 77 mg FeSO4-7H,0 v 500 mL merilno bucko ter dodali do 500 mililitrske oznake zmes
HCl in butan-1-ola v prostorninskem razmerju 2:3 (200 mL HCI, 300 mL butanola). MnoZinska
koncentracija Fe?* ionov je tako 5,54:107* mol L™

4.2.2 Spektrometricno dolocanje vsebnosti proantocianidinov v vzorcih

Za zacetek sva v bucko odmerili 10 ml ekstrakta in ga do oznake razreddili z etanolom, pri cemer
sva bucko dobro zaprli, da preprecimo izhlapevanje metanola. Nato sva bucko z ekstraktom in
etanolom postavili v ultrazvo¢no kopel, da se je ekstrakt popolnoma raztopil v etanolu, ki je sluZil
kot topilo. Z uporabo avtomatske pipete sva v stekleni¢ko prenesli 1 ml ekstrakta in dodali 10 ml
pripravljenega reagenta. Reagent sva pripravili tako, da sva v merilnem valju zme3ali 60 ml
butan-1-ola, 40 ml HCl in 15,4 mg FeS0,4-7H,0. Steklenic¢ke sva nato postavili v vodno kopel in
jih segrevali 15 minut pri temperaturi 95°C, da bi pospesili kemijsko reakcijo. Nato sva raztopine
ohladili in izmerili absorbanco pri 540 nm. Kontrolni vzorec sva uporabili za umerjanje

spektrofotometra.
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Slika 17. Vzorci z ekstrakti pripravijeni za merjenje koncentracije PAC.

Koncentracijo proantocianidinov (PAC) v raztopini ekstrakta sva izracunali na osnovi izmerjene
absorbcije pri valovni dolZini 540 nm. Uporabili sva naslednje enacbe:

5 . Abs
Enacba 5: Abssyg = €L Cpacy ali cpacy = 5-340
3 Vikrazt) Mpac) | Vierazo
Enacba 6: =c M ' = Abssyo- .
Yipac) = Cpacy " Mepacy ", 0 S0 el ikt
Kjer je:

Y(pac) — Masna koncentracija PAC v raztopini vzorca, g L 'oz mg L™

C(pac) - mnozinska koncentracija PAC v raztopini vzorca, mol L™

M - molska masa PAC (proantocianidinov), 277,9 g mol™

Virazt - prostornina konéne raztopine za analizo, 11 mL

Veks - prostornina raztopine ekstrakta v konéni raztopini za analizo, 1,0 mL
Abs - absorbanca raztopine vzorca pri valovni dolZini 540 nm

& - absorbcijski koeficient (cianidin), 34700 L cm™ mol™

| - premer oz. stranica kivete, 1 cm

Rezultate vsebnosti proantocianidinov izrazimo v mg PAC na g suhega ekstrakta (Weac ekstrakt) OZ.
v mg PAC na g materiala (Wpac material)-
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v _ Yprac

Enacba 7 W(pAC ekstrakt) = - 1000
Y (ekst)
E vb __ Mgzatente . 1000
nacba 8 Y(ekst) = V.
r.e.

v _ . Nekstrakcije
Enacba 9 W(pac material) = W(PAC ekstrakt) 100
Kjer je:

Jekstrakta) — Masna koncentracija ekstrakta v raztopini (mg mL™)

Maatehte - Masa ekstrakta (mg), zatehtana za pripravo osnovne raztopine ekstrakta
Vie - prostornina raztopine ekstrakta (10 mL)

17 - I1zkoristek ekstrakcije (%)

w - mg PAC na g suhega ekstrakta

Wm- mg PAC na g materiala

4.3 Priprava ekstrakta za organogel

V raziskavi sva etanol uporabili kot topilo za ekstrakcijo bioaktivnih komponent in nato
preucevali njegovo vlogo pri tvorbi organogela. Eksperimenti so zajemali razli¢cne koncentracije
etanola, da bi ocenili njihov vpliv na nastanek in stabilnost organogela. Opazovali sva pogoje, pri
katerih je organogel dosegel optimalne fizikalno-kemijske lastnosti, in analizirali spremembe v
konsistenci glede na razlicne metode priprave.

Zaradi omejene koliCine ekstrakta sva mu dodali konopljino olje in 4 % stearinske kisline.
Mesanico sva homogenizirali z magnetnim mesalom pri povisani temperaturi, da se je stearinska
kislina popolnoma stopila. Med ohlajanjem in prenosom gela v kapsule sva opazili hitro
strjevanje zmesi ekstrakta in gelatorja, kar je omogocilo hitro oblikovanje kon¢nega produkta.
Ohlajeno mesanico sva nato vnesli v kapsule pred popolno strditvijo in jih zaprli v plasti¢no

Skatlico (

Slika 18).
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Slika 18. Kapsule z ekstraktom
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA

5.1 Ekstrakcija

Dolocili sva maso ekstrakta, ki sva jih dobili po ekstrakciji glede na tri razlicne nacine ekstrakcije,
topla maceracija (TM), ekstrakcija po Soxhtletu (SOX) in ultrazvoéna ekstrakcija (UZ) in po
odstranitvi topila z rotavaporjem (Preglednica 2).

Preglednica 2. Tabela prikazuje mase praznih buck in mase polnih buck pred in po ekstrakciji in odstranitvi
topila. Prikazane so mase ekstraktov in masni deleZ ekstrakta v suhi snovi (grozdne peske) po dveh
ekstrakcijah: topla maceracija (TM), ekstrakcija po Soxhtletu (SOX) in z ultrazvocna ekstrakcija (UZ).

Ekstrakcijska Prazna Polna Mekstrakta Tekstrakta
metoda bucka bucka g Welstrakta %

™1 126,49100 127,85775 1,36675  0,0683375 6,83
™2 196,68915  198,12684 1,43769  0,0718845 7,19
SOX1 154,34456  156,39961 2,05505 0,1046359 10,46
SOX2 195,48715 197,74325 2,25610 0,1128050 11,28
uz1 170,73682 173,29514 2,55832 0,1279160 12,79
uz2 196,68915  199,53245 2,84330 0,1421650 14,22

Izra¢unali sva naslednje izkoristke ekstrakcij: s toplo maceracijo v povprecju 7,01 odstotkov, za
ekstrakcijo s Soxhtletom 10,87 odstotkov, z ultrazvocno ekstrakcijo pa v povprecju 13,51
odstotka. Rezultati kaZejo, da je najuspeSnejSa ekstrakcija potekla po metodi ultrazvocne
ekstrakcije.

5.2 Dolocanje proantocianidov

Pripravljenim vzorcem ekstrakta za spektrofotometri¢no dolocanje proantcianidov sva izmerili
absorbanco. Vsakemu vzorcu sva absorbanco izmerile trikrat. Rezultate kaZe preglednica 3.
Ponovno lahko vidimo, da je najve¢ja absorbansa v primeru ekstrakta, ki sva ga dobili z
ultrazvoéno ekstrakcijo, 0,03335, z ekstrakcijo po Soxhletu, 0,0132 in z ekstrakcijo s toplo
maceracijo 0,00775. Iz Enacba 5 sva izracunale mnoZzinsko koncentracijo proantocianidina (PAC),
iz Enacba 6 pa masno koncentracijo PAC. lzracunali sva Se masno koncentracijo ekstrakta in
masni deleZ PAC v ekstraktu. Rezultati so podani v preglednici 4.

26
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Preglednica 3: Rezultati meritev absorbance za kontrolno raztopino in za vzorce, dobljen z vsemi tremi
nacini ekstrakcije. Prikazani so standardni odkloni za vse tri meritve vzorcev.

. . . .. SD-st. RSD-relativni
Vzorec | 1. meritev 2. meritev 3. meritev | Povprecje
odklon st. odklon

Kont.1 0,0014 0,0012 0,0013 0,0013 0,0001 8,410
Kont.2 0,0021 0,0024 0,0019 0,0021 0,0003 12,06
T™M1 0,0112 0,0110 0,0116 0,0113 0,0003 3,00
TM?2 0,0042 0,0041 0,0043 0,0042 0,0001 2,19
SOX1 0,0139 0,0159 0,0145 0,0147 0,0011 7,210
SOX2 0,0118 0,0114 0,0119 0,0117 0,0003 2,250

uzi 0,0398 0,0397 0,0388 0,0394 0,0005 1,350

uz2 0,0273 0,0272 0,0274 0,0273 0,0001 0,480

Preglednica 4: Izracunane vrednosti za mnoZinsko koncentracijo PAC, masno koncentracijo PAC, maso
uporabljenega ekstrakta, masno koncentracijo PACv ekstraktu, masni deleZ PAC v ekstraktu in masni delezZ
PAC v grozdnih peskah.

Abs c y m vekstr.  wPAC wPAC

nm mol L™ gLt mg mgmL?  ekstr. mat.
TM1 | 0,0113 3,25648:107 0,000995475 50,46 5,046 0,197280 0,013481
TM2 | 0,0042 1,21037-107 0,000369999 50,45 5,045 0,073340 0,005272
SOX1 | 0,0147 4,23631-1077 0,001294998 50,00 5,000 0,259000 0,027101
SOX2 | 0,0117 3,37176:107 0,001030713 50,31 5,031 0,204872 0,010244
uz1 0,0394 1,13545-10° 0,003470947 50,51 5,051 0,687180 0,109949
uz2 0,0273 7,86744-10”7 0,002404996 50,51 5,051 0,476143 0,067691

Iz izraCunanih masnih deleZev proantocianidinov v mg na g ekstrakta sva za vsako metodo
ekstrakcije izracunale povprecne vrednosti PAC v gramu ekstrakta ter standardni odklon (SD)
(Preglednica 5).

Preglednica 5: Masni deleZi PAC v miligramih v gramu ekstrakta za razlicne metode ekstrakcije: MT, SOX
in UZ. Njihove povprecne vrednosti in SD-standardni odklon.

Ekstrakcijska mg PAC / g ekstrakta Povprecna D
metoda vrednost

M1 0,197280 0,135309889  0,061970063
M2 0,073340
SOX1 0,259000 0,231935962  0,027063634
SOX2 0,204872

uz1 0,687180 0,581661377 0,10551878
Uz2 0,476143

Povprecne vrednosti masnih delezev PAC in standardni odklon sva predstavili graficno (Slika 19)
kjer lahko nazorno vidimo razliko v deleZzu PAC v razli¢nih ekstraktih.

Najvedji delez ekstrakta sva dobili z ultrazvo¢no ekstrakcijo. Delez PAC je v ekstraktu, dobljen z
ultrazvocno ekstrakcijo 2,5-krat vecji od deleza PAC v ekstraktu, ki je bil dobljen z ekstrakcijo po
Soxhletu in 4,3-krat vecji od deleza PAC v ekstraktu, ki sva ga dobile s toplo maceracijo.
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Slika 19. Prikaz deleZa PAC v mg na gram ekstrakta za vse tri metode ekstrakcije: SOX- ekstrakcija po
Soxhtletu, UZ ultrazvocna elstrakcija in TM — topla maceracija.



6. ZAKLJUCEK

Clovek 7e od nekdaj izkoris¢a naravne vire za pridobivanje hrane, energije in drugih snovi. Pri
tem nastajajo stranski produkti, ki jih pogosto ne znamo ucinkovito uporabiti ali pa predstavljajo
vir onesnazevanja okolja. V zadnjem Casu se povecuje obseg raziskav, katerih cilj je optimizacija
uporabe teh odpadkov, ne le kot vira energije s termi¢no obdelavo, temvec tudi kot surovine za
nove produkte.

Na podlagi teh izhodis¢ sva se osredotodili na odpadke, ki nastajajo pri predelavi grozdja v vino
in druge produkte. Grozdne tropine predstavljajo priblizno 20 % mase grozdja, kar ob
upostevanju globalne in regionalne proizvodnje grozdja predstavlja znaten obseg odpadnega
materiala. Ker ta material vsebuje bioaktivhe komponente, sva raziskovali moznost uporabe
grozdnih pesk za proizvodnjo prehranskega dopolnila.

Ker so grozdne jagode bogate z antioksidanti, sva se osredotoCili na ekstrakcijo
proantocianidinov (PAC). Za ekstrakcijo sva uporabili etanol kot topilo in primerjali u¢inkovitost
treh metod ekstrakcije: (i) topla maceracija, (ii) ekstrakcija s pomocjo Soxhletovega aparata in
(iii) ultrazvocna ekstrakcija.

Grozdne peske sva pred ekstrakcijo liofilizirali. Po ekstrakciji sva topilo odstranili z rotacijskim
vakuumskim uparjalnikom. Koli¢ino PAC v ekstraktu sva dolocili spektrofotometri¢no na podlagi
reakcije PAC z Zelezovimi(2+) ioni.

Rezultati so pokazali, da je bila najucinkovitejSa ultrazvocna ekstrakcija (w = 0,5817), sledila je
Soxhletova ekstrakcija (w =0,2319), najmanj PAC pa sva pridobili s toplo maceracijo (w =0,1353).
Pri manj ucinkovitih metodah bi bilo smiselno optimizirati parametre, kot so Stevilo ciklov
ekstrakcije (Soxhletova ekstrakcija) ter temperatura in ¢as ekstrakcije (topla maceracija). S tem
pa sva tudi potrdile svojo hipotezo, da bo ultrazvocna ekstrakcija najucinkovitejSa, najmanj pa
topla maceracija.

V nadaljnjih raziskavah bi bilo priporocljivo preuciti vpliv drugih parametrov, kot so koncentracija
topila in uporaba alternativnih topil, ki morajo biti varna za uporabo v prehrani ali kozmetiki.

Raziskava je pokazala potencial uporabe grozdnih pesk kot vira prehranskega dopolnila.
Poudariti je treba, da je bilo topilo mogoce veckrat uporabiti, kar je ekonomsko in okoljsko
ugodno. Kljub temu, da je bil ekstrakt PAC namenjen uporabi kot prehransko dopolnilo,
priporocava uZivanje teh koristnih snovi predvsem v sveiem sadju in zelenjavi. UZivanje
prehranskih dopolnil z antioksidanti je priporocljivo le v primeru bolezenskih stanj in po posvetu
z zdravnikom.
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