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1.UVOD

Gotovo svaki industrijski proces proizvodnje zahtijeva neku vrstu ekstrakcije prilikom
koje se primjenjuju velike koli¢ine organskih otapala. Vedina organskih otapala je zapaljiva,
hlapljiva, a Cesto i toksi¢na te odgovorna za oneciSenje okoliSa i efekt staklenika. Ta
sveprisutnost organskih otapala, ¢ija primjena ima niz nedostataka, kako za ljude koji s njima
rade, tako i za okolis, potaknula je znanstvenike na istrazivanje alternativnih otapala koja bi
zadrzala tehnoloska svojstva organskih otapala, ali s povoljnijim ucinkom za ljude i okolis
(Kudlak i sur., 2015; Chemat i sur., 2012). Razvoj alternativnih otapala posljednjih godina
usmjeren je ka prirodnim ionskim kapljevinama i eutektickim otapalima koja su pokazala
najvedi potencijal u podrucju zelene kemije. Jedno od podrucja primjene eutektickih otapala
je zelena ekstrakcija.

Cilj zelene ekstrakcije je zamjena tradicionalnih postupaka ekstrakcije zelenom
ekstrakcijom kako bi se postigla optimalna potrosnja sirovine, otapala i energije. Kako bi se
postigla optimalna potrosnja sirovina, otapala i energije, koriste se neSkodljive i ucinkovite
tehnologije poput ekstrakcije ultrazvukom ili mikrovalovima te zelenih otapala. Jedan od
principa zelene ekstrakcije je i pronalazak novih izvora biljnih materijala i uporaba obnovljivih
izvora biljnih materijala kao i uporaba otpada iz industrije kao izvora razlicitih prirodnih
komponenti (Chemat i sur., 2012), a u ovom radu kao sirovina za ekstrakciju prirodnih
komponenti je koristena komina groZzda. Komina grozda je otpad nastao obradom grozda u
proizvodnii vina koji €ini 20 % od ukupne sirovine grozda koriStene za proizvodnju, a u sastavu
komine dokazano je prisustvo bioloski aktivnih spojeva koji imaju povoljan utjecaj na ljudski
organizam (Teixeira i sur, 2014).

Cilj ovog rada je utvrditi ucinkovitost prirodnih eutektickin otapala u ekstrakciji
antocijana iz komine grozda. Primjenom 6 razlicitih prirodnih eutektickih otapala provjerit ¢e
se mogucnost ekstrakcije bioloski aktivnih spojeva - antocijana u uzorcima liofilizirane i
usitnjene komine grozda. Za odredivanje koncentracije antocijana nakon provedenog procesa

ekstrakcije koriStena je tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC).



2.TEORIJSKI DIO

2.1.Zelena kemija

Definicija pojma zelena kemija odnosi se na dizajn i osmisljavanje procesa u kojima je
koristenje Skodljivih i opasnih supstancija smanjena ili se uopce ne koriste. Definicija koncepta
zelene kemije prvi put se spominje u devedesetim godinama proslog stoljeca i od tada sve vise
dobiva na vaznosti. Podrucje zelene kemije pokazuje kako je moguée osmisliti profitabilne
proizvode i procese koji nisu Stetni za ljudsko zdravlje i okoliS. Principi osmisljavanja zelene
kemije temelje se na 12 nacela koje su osmislili znanstvenici Paul Anastas i John Warner 1998.
godine (tablica 1) (Anastas i Eghbali, 2010), a temelj su ideje o0 smanjeniju ili uklanjanju opasnih
ili Skodljivih tvari iz procesa sinteze, proizvodnje i primjene kemijskih produkata bez smanjenja

ucinkovitosti i profitabilnosti (Jukic i sur., 2004).



Tablica 1. 12 nacela zelene kemije (Anastas i Eghbali, 2010; Juki¢ i sur., 2004)

Broj | Nacelo

1 Bolje je sprijeCiti nastajanje otpada, nego ga obradivati i unistavati nakon Sto je

nastao.

2 Tok kemijske sinteze treba osmisliti tako da se ulazna sirovina maksimalno iskoristi

ulazna sirovina u konac¢nom proizvodu.

3 Kada je moguce, osmisliti procese sinteze tako da ne koriste i ne proizvode tvari koje

imaju ili mogu imati toksi¢an ucinak na zdravlje ¢ovjeka i okolis.

4 Kemijske produkte potrebno je osmisliti tako da im se odrzi djelotvornost, a smaniji

toksicnost.

5 Uporabu pomoc¢nih tvari poput otapala i tvari za separaciju, treba zaobiéi kad god je

moguce.

6 Energetski zahtjevi trebaju biti svedeni na minimum tako da se kad god je moguce

provode na sobnoj temperaturi i atmosferskom tlaku.

7 Treba koristi obnovljive sirovine kad je to tehnicki i ekonomski isplativo.

8 Nepotrebna prosirenja procesa kao Sto su zastita funkcionalnih skupina i privremene

modifikacije fizikalno-kemijskih procesa, potrebno je zaobici.

9 Kataliticki reagensi selektvni koliko je moguce, prihvatljiviji su od reagensa u

stehiometrijskim koli¢inama.

10 | Kemijske produkte treba osmisliti tako da se nakon procesa ne nakupljaju, nego

razgraduju na tvari neskodljive za okolis.

11 | Treba razvijati analiticke metode za pracenje kemijskog, proizvodnog procesa da se

sprije€i nastajanje opasnih tvari.

12 | Za procese je potrebno odabirati tvari s najmanjom mogucnosti izazivanja nesrece

(Stetna isparavanja, eksplozije, zapaljenje).

2.1.1.Zelena ekstrakcija

Jedan od ciljeva zelene kemije je i zamjena tradicionalnih metoda ekstrakcije zelenom
ekstrakcijom. Ekstrakcija je jedan od najcesce koristenih procesa u industriji i gotovo ne postoji
proizvodni proces koji ne ukljuCuje neku vrstu ekstrakcije (Chemat i sur., 2012).

Konvencionalni procesi ekstrakcije u industrijskom mijerilu imaju velike nedostatke kao Sto su
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nepotpuno iskoristenje ekstrakta, uporaba iznimno velike koli¢ine organskih otapala te visoka
potroSnja energije uzrokovana izrazito dugim vremenom ekstrakcije i intenzivnim
zagrijavanjem i/ili mijeSanjem tijekom ekstrakcije (Rombaut i sur., 2014; Chemat i sur., 2012).
Stoga je cilj zelene kemije zamjena tradicionalnih metoda ekstrakcije zelenom ekstrakcijom.
Proces zelene ekstrakcije definiran je kao proces koji se temelji na pronalazenju i dizajniranju
procesa ekstrakcije kojima ¢e se smanijiti potrosnja energije, omogucditi koristenje alternativnih
otapala i obnovljivih prirodnih proizvoda te osigurati ekoloski prihvatljiv i visoko kvalitetan
ekstrakt tj. produkt (Chemat i sur.,2012).

Poznata su tri glavna rjeSenja za dizajniranje i vodenje laboratorijskih i industrijskih procesa
zelene ekstrakcije, kako bi se postigla optimalna potrosnja sirovina, otapala i energije, a to su:

1. poboljsanje i optimizacija postojecih procesa,

2. inovacije u procesima i postupcima i

3. inovacije u otkrivanju novih otapala.

Jedan od principa zelene ekstrakcije podrazumijeva smanjenje potrosnje energije
ponovnhom uporabom energije i primjenom inovativnih tehnologija (npr. aktivacija
mikrovalovima i/ili ultrazvukom, primjena alternativnih otapala kao Sto su super i subkriticni
fluidi (CO; i voda), ionske kapljevine, eutekticka otapala). U sljede¢im odlomcima je poblize
objasnjena ekstrakcija primjenom ultrazvuka i mikrovalova, a u iduéem poglavlju primjena
zelenih alternativnih otapala.

Ekstracija primjenom ultrazvucnih valova (UAE)

Proces ekstrakcije uz aktivaciju ultrazvukom temelji se na koristenju ultrazvucnih valova.
Ultrazvuk uzrokuje zagrijavanje materije, ali prema drugacijem mehanizmu. Ucinak ultrazvuka
proizlazi iz jedinstvenog fenomena kavitacije. Kavitacija se sastoji u formiranju, rastu i pucanju
mjehuri¢a mikrometarske velicine, koji se generiraju zbog snizenja tlaka na kriti¢nu vrijednost.
Implozija mjehuri¢a dovodi do ekstremnih uvjeta — lokalne temperature od nekoliko tisuca
kelvina i tlaka od nekoliko stotina atmosfera, pracenih udarnim valovima izrazito kratkog
trajanja (Cravotto i Cintas, 2007). Ovaj efekt osim zagrijavanja, osigurava i dovoljno energije
za razbijanje stanicne stjenke materijala ¢ime se u otapalo otpusta stanicni sadrzaj. Proces je
jednostavan, siguran, brz, ekoloski prihvatljiv sa smanjenom upotrebom skupih organskih
otapala i ekonomski isplativ.

Ekstrakcija primjenom mikrovalova (MAE)

Mikrovalovi su neionizirani elektromagnetski valovi i obuhvacaju frekvencije od 300 MHz
do 300 GHz. Koriste se prilikom ekstrakcije kod materijala koji su sposobni primljenu energiju

elektromagnetskog zracenja djelomic¢no prevesti u toplinu. Za razliku od konvencionalnog
4



zagrijavanja koje sa temelji na kondukciji i konvekciji, pri ¢emu dolazi do velikog gubitka topline
u okolis, zagrijavanje koristenjem mikrovalnog zracenija je selektivno i ciljano te se zbog toga

toplina iz sustava gotovo ne gubi (Mandal i sur., 2007).

2.1.2.Zelena otapala

Jedan od glavnih problema zelene kemije odnosi se na sintezu ekoloski prihvatljivih
otapala (Kudlak i sur., 2015), jer se otapala svakodnevno koriste u brojnim industrijskim
procesima i €ine gotovo 60 % svih industrijskin emisija i 30 % emisija hlapivih organskih
otapala (Cvjetko Bubalo i sur., 2015; Anastas i Eghbali, 2010). Mnoga konvencionalna otapala
su toksi¢na i zapaljiva, a njihova svojstva hlapivosti i topljivosti doprinijela su zagadenju zraka,
vode i zemlje (Anastas i Eghbali, 2010). Organska otapala predstavljaju jednu od najvecih
opasnosti zagadenja okolisa. Zbog toga su istrazivanja usmjerena k razvijaju rjieSenja kojima
bi se eliminirala i ogranicila upotreba stetnih organskih otapala i zamijenila sa novim ekoloski
prihvatljivim otapalima. Tako su u podruéju primjene tradicionalnih otapala pronadena nova
otapala poput vode i ugljikovog dioksida u superkriticnom stanju. Isto tako, s ciljem zamjene
organskih otapala krenulo se je s istrazivanjem ionskih kapljevina i eutektickih otapala koja su
se po zahtjevima zelene kemije pokazala boljima u odnosu na klasi¢na organska otapala
(Kudlak i sur., 2015).

2.1.3.Superkriticni i subkriticni fluidi
Fluidi zagrijani iznad kriticne temperature i komprimirani iznad kritinog tlaka su poznati

kao superkriticni fluidi. Superkriticni fluidi imaju svojstva plinova i tekucina. U superkriticnom
stanju gustoca je priblizna kao kod tekucina, viskoznost je gotovo kao kod plinova, dok je

difuzivnost dva reda veli¢ine veca nego u tipi¢nim tekué¢inama (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).

Superkriticni CO>
Superkritiéni CO, je najces¢i superkriticni fluid koriSten u obradi hrane, zbog niskih
kriticnih konstanti (Tk=31,1 °C, px=7,38 MPa), netoksi¢an je, nije eksplozivan, lako je
dostupan, moze se lako ukloniti iz proizvoda i ima GRAS (eng. Generally recognized as safe)
status. Ucinkovitost superkriticnog CO; kao otapala moze se sazeti u nekoliko pravila:
1. Otapa nepolarne ili blago polarne spojeve.
2. Mo¢ otapanja molekula s malom molekularnom masom je velika i smanjuje se
povecanjem molekularne mase.

3. Proteini, polisaharidi, Seceri i mineralne soli nisu topivi.



4. Superkriticni CO, ima sposobnost separacije spojeva koji su slabo hlapivi, imaju
vecu molekularnu masu i/ili imaju ve¢u polarnost povecanjem tlaka. (Brunner,
2005).

Voda (superkrticna i subkriticna)

Ekoloski najprihvatljivijim otapalom smatra se voda, jer je ekonomski isplativa, nije
zapaljiva i nije toksicna (Castro-Puyana i sur., 2017). Voda je vrlo polarno otapalo pa se
uglavnom Kkoristi za ekstrakciju spojeva s visokom polarnosti. Kao visoko polarno otapalo ne
moze se primjenjivati u ekstrakciji spojeva s malom polarnosti i nepolarnih spojeva, pri
standardnim uvijetima (Cvjetko Bubalo i sur., 2015). Cinjenica da voda mijenja fizikalno-
kemijska svojstva promjenom temperature daje joj vaznost kao otapalu. Pri poviSenoj
temperaturi i tlaku uz uvjete ekstrakcije mijenja se i dielektrina konstanta vode, koja utjece
na polarnost vode kao otapala. Tako je dielektricna konstanta vode na 200 °C jednaka
dielektri¢noj konstanti metanola na sobnim uvjetima. PoviSenjem temperature voda postaje
otapalo s manjom polarnosti (Castro-Puyana i sur., 2017). Kod temperature od 250 °C i tlaku
50 bara voda se nalazi u subkritiécnom stanju, a pri temperaturi 400 °C i tlaku 5000 bara nalazi
se u superkriticnom stanju. Podrucja primjene vode u subkriticnom stanju sve su brojnija u
odnosu na vodu u superkriticnom stanju. Ekstremni uvjeti superkriticne vode pogoduju
procesima oksidacije, hidrolize i razgradnje spojeva pa joj je primjena ograni¢ena na vrlo

stabilne komponente (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).

2.1.4.Ionske kapljevine
Ionske kapljevine su organske soli koje su sastavljene od kationa koji mogu biti razli¢ito

supstituirane organske molekule koje sadrze pozitivho nabijen dusikov, sumporov ili fosforov
atom iz anorganskog ili organskog aniona (npr. tetrafluorborat, heksafluorfosfat, nitrat, sulfat,
bis[(trifluormetil)sulfonil]imid, acetat, alkil sulfat i
alkil sulfonat) (Janiak, 2013). Pri sobnoj temperaturi su u teku¢em stanju, a tocka talista im
je ispod 100 °C. Zbog pozitivnih svojstva (tablica 2) kao Sto su neznatna
hlapljivost, te velika toplinska, kemijska i elektrokemijska stabilnost, ionske
kapljevine se posljednja dva desetlje¢a intenzivno proucavaju kao zelena zamjena za

tradicionalna i Skodljiva organska otapala (Zhao, 2006).



Tablica 2. Izabrana svojstva ionskih kapljevina (Kudlak i sur., 2015)

Parametar Obiljezje
Tlak pare Pri standardnim uvjetima je nizak tlak pare u usporedbi s klasi¢nim

organskim otapalima s visokim tlakom pare (VOC). Zbog toga ionske
kapljevine ne isparavaju i njihova tocka taliSta je visoka pa mogu

zamijeniti VOC u organskim sintezama s razli¢itim temperaturnim

rasponima.
Topivost i Ionske kapljevine imaju veliku sposobnost stvaranja di- i polifaznih
mijeSanje sustava, Sto olakSava njihovu izolaciju iz reakcijskog sustava. Imaju

dobru sposobnost otapanja organskih i anorganskih otapala. Glavni
faktor koji utjeCe na topivost i mijeSanje je vrsta vezanog aniona

ionske kapljevine.

Kiselost/luznatost | Ionske kapljevine imaju svojstva kiselina i luzina, odnosno mogu biti

proton donori i proton akceptori, ovisno o vezanom kationu ili anionu.

Termalna Ionske kapljevine su puno stabilnije i manje sklone otapanju kod
stabilnost visokih temperatura u usporedbi s klasi¢nim organskim otapalima.
Stabilnost ovisi 0 vezanom kationu ili anionu. Neke Siroko primijenjene

ionske kapljevine stabilne su pri temperaturama od 400 °C.

Prvotna ocekivanja od ionskih kapljevina bila su velika, i u tehnoloSkom smislu su
opravdana, no neki parametri kao Sto su: slaba biokompatibilnost, problem razgradnje i
odlaganja ionskih kapljevina nakon provodenja procesa, njihova toksi¢nost te cijena sinteze
otapala (koja je 5 - 20 puta veca od sinteze organskih otapala) ne uklapaju se u nacela zelene
kemije. Navedeni nedostaci u nacelu se odnose na imidazolijeve i piridinijeve ionske kapljevine
te je razvoj alternativnih otapala posljednjih godina usmjeren ka prirodnim ionskim
kapljevinama i eutektickim otapalima koja su pokazala najvedi potencijal u podrucju zelene
kemije (Kudlak i sur., 2015; Paiva i sur., 2014).

2.1.5.Eutekticka otapala
Eutekticka otapala (eng. Deep Eutectic Solvents, DES) su smjese nabijenog akceptora

vodika (najéeS¢e amonijeve soli) i nenabijenog donora vodika poput Secera, amina, amida,
alkohola i vitamina, gdje su navedene komponente povezane jakim vodikovim vezama. Postoji

nekoliko tipova DES-ova (tablica 3), a ukoliko su za pripremu DES-a koriStene sirovine



prirodnog podrijetla govorimo o prirodnom eutektickom otapalu (eng. Natural Deep Eutectic
Solvents, NADES) (Paiva i sur, 2014).

Tablica 3. Vrste eutektickih otapala, (Kudlak i sur., 2015)

Eutekticko otapalo Sastav Primjer
TipI metalna sol + organska sol ZnCl; + kolin-klorid
Tip II hidrat metalne soli + organska sol CoCl,6H,0 + kolin-klorid
Tip III organska sol + donor vodikove veze Kolin-klorid + urea
Tip IV metalna sol + donor vodikove veze ZnCl; + urea

Eutekticka otapala imaju tocku taliSta nizu nego svaka komponenta zasebno (Zhang i
sur., 2012). Ukoliko se kolin-klorid (Ch) i urea pomijesaju u molarnom omjeru 1:2 nastaje DES
s tockom talista od 12 °C (Sto je znacajno niza temperatura u odnosnu na tocke talista pojedine
komponente — Ch 302 °C, odnosno urea 133 °C) (Abbott i sur., 2003). Vecéina DES-ova ima
gustoéu veéu od vode, a ona ovisi o strukturnoj organizaciji molekula pa smjesa ZnCl, - urea
(1:3,5) ima gusto¢u 1,63 g cm?3, a smjesa ZnCl,-acetamid (1:4) ima gusto¢u 1,36 g cm?.
Viskoznost DES-a takoder je relativno visoka pri sobnoj temperaturi, veéa od 0,1 Pas, a
posljedica je smanjene mobilnosti slobodnih grupa zbog vodikovih veza izmedu komponenti,
elektrostatskih i van der Waalsovih interakcija izmedu iona te malih praznina u strukturi. Zbog
relativno visoke viskoznosti, vec¢ina DES-ova ima malu provodljivost (manju od 2 mS cm™) na
sobnoj temperaturi (Zhang i sur., 2012). Kod primjene DES-ova u ekstrakcijama kruto-tekuée,
problem je velika viskoznost otapala zbog oteZzanog prijenosa mase izmedu krutine i tekucine.
Viskoznost DES-ova je obrnuto proporcionalna temperaturi i moze biti 20-1000 puta veéa od
vode (Dai i sur., 2013b). Naime, odredeni udio vode u DES-u olakSava manipulaciju otapalom,
smanjuje se viskoznost te je bolji prijenos mase izmedu otapala i krutine (Dai i sur, 2013a;
Cvjetko Bubalo i sur., 2016). Opcenito, struktura DES-ova odreduje njihova fizikalno-kemijska
svojstva koja znatno utjeCu na ucinkovitost ekstrakcije (Paiva i sur., 2014; Kudlak i sur., 2015;
Cvjetko Bubalo i sur., 2016; Dai i sur., 2013b).

2.2.Komina grozda
Vinova loza latinskog naziva Vitis vinifera je trajna penjacica iz porodice lozica ( Vitaceae).

Sastoji se od drvenaste stabljike sa dugim listovima i plodovima. Plodovi vinove loze su bobice
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okruglastog oblika i slatko-kiselog okusa. Plod se sastoji od pokozice, pulpe i siemenke koje
imaju razlicite koncentracije polifenolnih spojeva (Anonymous 1).

Preradom grozda u vino kao glavni nusproizvodi nastaju: komina grozda, organski otpad
koja sadrzi sjemenke, pulpu i pokoZicu, petelike i liSCe, otpadna voda, staklenicki plinovi i
anorganski otpad (Teixeira i sur, 2014). Ovisno o uvjetima berbe grozda, otpad moze imati
udio od 13,5 do 14,5 % te dosegnuti 20 % totalnog volumena grozda. Procijenjeno je da se
na svakih 6 L vina proizvede 1 kg komine koja se vec¢inom koristi za prehranu stoke i kao
kompost (Mendes i sur., 2013). Komina se sastoji od vode, proteina, lipida, ugljikohidrata,
vitamina, minerala i spojeva s vaznim bioloskim svojstvima poput vlakana, vitamina C i
polifenolnih spojeva. Sastav ostatka ovisi o vrsti vinove loze, klimi i procesu kultiviranja (Sousa
i sur., 2014). Gledajuéi odvojeni sastav komine grozda sjemenke Cine 38 % do 52 % suhe
tvari iako su dodatna istrazivanja pokazala da je taj udio puno manji, odnosno 15 %. Prema
istrazivanju sjemenke sadrze do 40 % vlakana, 16 % esencijalnih ulja, 11 % proteina, 7 %
slozenih polifenolnih spojeva kao Sto su tanini i sastojke poput Seéera i minerala. PokozZica
grozda u prosjeku Cini 65 % suhe tvari komine grozda i bogata je polifenolnim spojevima.
Zbog velikog sadrzaja polifenolnih spojeva, kominu grozda moguce je primijeniti kao prirodni
izvor antioksidansa u farmakoloskoj, kozmetickoj (slika 1) i prehrambenoj industriji (Teixeira i
sur., 2014).

Slika 1. Primjena komine grozda (Anonymous 2)

2.2.1.Polifenolni spojevi komine grozda
Polifenoli su spojevi koji u svojoj strukturi imaju vise od jedne fenolne hidroksilne grupe

vezane za jedan ili viSe benzenskih prstena. Od polifenonih spojeva najcesce se proucavaju
flavonoidi. Po molekularnoj strukturi podijeljeni su u sedam razreda: flavone, flavanone,
flavonole, izoflavone, antocijanidine/antocijane, flavanole i dihidrohalkone(Yu i Ahmedna,
2012). Antocijani, katehini , procijanidini, flavonol glikozidi, fenolne kiseline i stilbeni su
polifenolni spojevi identificirani u komini grozda (Kammerer i sur., 2004). Polifenolni sastav

komine grozda ovisi o vrsti koja se kultivira, podru¢ju uzgoja, klimi i vremenu fermentacije.



Tako crvene vrste grozda obi¢no imaju veée koncentracije antocijana u odnosu na bijele vrste
(Yu i Ahmedna, 2012). U komini se nalaze velike koncentracije kondenziranih tanina, poznatih
kao proantocijanidini, a njihov udio u sastavu komine ima kvantitativno vaznu ulogu (21 % -
52 % suhe tvari) (Teixeira i sur., 2014).

Slika 2. Strukturna formula antocijana (Han i Xu, 2015)

Antocijani su visoko topivi flavonoidi odgovorni za crvenu boju u grozdu i vinima. Sastoje
se od aglikona antocijanina (cijanidina, delfinidina, peonidina, malvidina, petunidina,
pelargonidina) aromatskog prstena povezanog na heterociklicki prsten koji sadrzi kisik, koji je
takoder vezan ugljik-ugljik vezom na treci aromatski prsten (slika 2) (Teixeira i sur., 2014).

Antocijani pridonose ve¢em antioksidativnom kapacitetu u vo¢u (90%) u odnosu na
flavanole, flavan-3-ole i fenone kiseline (10 %) (Teixeira i sur., 2014). Spojevi su koji lako
oksidiraju Sto ih ¢ini dobrim antioksidansima. Njihova antioksidativna aktivnost temelji se na
njihovoj strukturi zbog koje imaju svojstvo donora elektrona ili vodikovog atoma reaktivnim
slobodnim radikalima (Castafieda-Ovando i sur, 2009), a zbog pozitivnih ucinaka na zdravlje
(redukcija oksidativnog stresa, sprijeCavanje nastanka slobodnih radikala, smanjenje rizika od
karcinoma, regulacija kolesterola) zanimljivi su za procese ekstrakcije.

Ekstrakcije antocijana iz komine provodile su se koriStenjem otapala koja su toksic¢na i
skupa, poput kiselina, metanola, acetona i kloroforma. Tako ekstrahirane antocijane potrebno
je izloziti procesu detoksikacije prije inkorporacije u prehrambene proizvode. Zato se istrazuju
metode koje koriste alternativna otapala (Monrad i sur., 2010).
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3.EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.Materijali

3.1.1.Komina grozda

U radu se koristila komina grozda sorte Plavac mali (berba 2012). Komina grozda se

podvrgnula postupku liofilizacije. Liofilizirani uzorci su se samljeli i takvi se koristili u

ekstrakciji.

3.1.2.Kemikalije

3.1.3.Uredaji

96% etanol, Kefo, Slovenija

Destilirana voda, PBF, RH

Glicerol, Kemika, RH

Glukoza, Kemika, RH

Jabucna kiselina, Kemika, RH
Klorovodi¢na kiselina, Kemika, RH
Kolin-klorid (>97%), Sigma-Aldrich, SAD

Limunska kiselina, Gram-mol d.o.0., RH

Analiticka vaga, Kern, Njemacka

Hladnjak, Gorenje, slovenija

HPLC, Agilent 1100 Series, Agilent, Njemacka

Laboratorijska centrifuga, Fisher Bioblock Scientific, tip KL2, Fisher
Scientific GmbH, Schwerte, Njemacka

Laboratorijsko posude (menzure, ¢ase, pipete, odmjerne tikvice,
lijevci, Blchnerov lijevak, filteri, mikrofilteri, stalak za epruvete,
epruvete)

Magnetska mjesalica, RTC Basic, IKA Werke

Ultrazvucna kupelj, Sonorex, Bandelin electronic, Njemacka
Vodena kupelj, Camlab Limited, tip SUB 14, Cambridge, UK
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3.2. Metode rada

3.2.1.Sinteza prirodnih eutektickih otapala
Prirodna eutekticka otapala su sintetizirana dodavanjem proracunate koliine

komponenata prema odredenim omjerima u tablici 4 u tikvicu s okruglim dnom uz dodatak
30 % (v/v) vode. Tikvica sa reakcijskom smjesom stavljena je na magnetsku mijesalicu pri
uvjetima od 50 °C na 2 sata, dok smjesa nije postala homogena, prozirna i bezbojna.
Pripremljena otapala zatvorena su parafilmom i skladistena na tamnom mijestu do koristenja
za pripremu ekstrakata. Svakome od pripremljenih NADES-ova izmjerena je pH vrijednost

pomocu multimetra pH/ion meter S220, Mettler Toledo pri temperaturi od 0-100 °C.

Tablica 4. Popis eutektickih otapala koriStenih u eksperimentu

Eutekticko tapalo (DES) Molarni omjer Kratica
komponenata
Betain:jabucna kiselina 1:1 BMa
Jabucna kiselina:glukoza 1:1 MaGlc
Jabucna kiselina:glukoza:glicerol 1:1:1 MaGlcGly
Kolin-klorid:limunska kiselina 2:1 ChCit
Betain:limunska kiselina 1:1 BCit
Kolin-klorid:jabucna kiselina 1:1 ChMa

3.2.2.Priprema ekstrakata komine grozda
KoriStenjem analiticke vage izvagana je masa uzorka komine grozda od 0,3 g, a zatim

je dodano 10 ml pripremljenog prirodnog eutekti¢kog otapala s 30% (v/v) vode ili zakiseljenog
etanola. Tako je pripremljena smjesa stavljena je u ultrazvucnu kupelj (250 W/50-60 Hz) na
temperaturu 60 °C na 60 min. Nakon toga ekstrakt se centrifugira 15 min pri 5000 o min™,
Poslije centrifugiranja slijedi vakuum filtracija. Dobiveni ekstrakt skladisten je na +4 °C do
daljnje analize.

3.2.3.0dredivanje pojedinacnih i ukupnih antocijana primjenom
tekucinske kromatografije visoke djelotovrnosti (HPLC)
Kvalitativna i kvantitativna analiza antocijana u ekstraktima komine grozda provedena

je uporabom tekucinske kromatografije visoke djelotovornosti s UV-DAD detektorom.

Identifikacija i kvantifikacija je provedena metodom vanjskog standarda.
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Kromatografska analiza:
Kromatografski uvjeti:
Kolona: Phenomenax C18, Kinetex, 150x4,6 mm I.D., 2,6 um
Pokretna faza: A- 5 % otopina mravlje kiseline u vodi
B- 5 % otopina mravlje kiseline u etanolu

Eluiranje: gradijentno

Gradijent:

Vrijeme | Otapalo | Otapalo
(min) A (%) B (%)

0 90 10

15,5 65 35

16 0 100

17 0 100

18 90 10

Injektirani volumen: 10 uL
Temperatura injektiranja: 20 °C
Protok: 1 mL min'
Temperatura kolone: 40 °C
Vrijeme analize: 22 min
Detektor: Photodiode Array
Priprema uzorka:
Uzorak se profiltrira kroz filter veliCine pora 0,25 um, politetrafluoretilen (Macherey-Nagel
Gmb & Co. KG, Njemacka).
Identifikacija i kvantifikacija:

Kromatogrami antocijana odredeni su na 520 nm, a kroz cijelo vrijeme trajanja analize
odredivani su spektri u ultraljubi¢astom podrucju (od 200 do 600 nm).

Identifikacija spojeva provedena je usporedbom vremena zadrzavanja razdvojenih
spojeva (R:) s vremenima zadrzavanja standarda te usporedbom UV-spektara. Tipicni
kromatogram ekstrakata antocijana iz komine grozda sorte Plavac mali dobivenog pomocu
NADES-a prikazan je na slici 3:
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Slika 3. Tipi¢an kromatogram antocijana iz ekstrakta komine groZzda dobiven pomo¢u NADES-
a ChCit s 30 % (v/v) vode u ultrazvucnoj kupelji. Reakcijski uvjeti: 60 min, 60 °C.

Kvantifikacija analiziranih spojeva provedena je metodom vanjskog standarda malvidin-
3-0-monoglukozid klorida. To je najzastupljeniji slobodni antocijan u komini grozda sorte
Plavac mali. PovrSina pikova i masena koncentracija su postavljene kao ovisne velicine te je
nacrtan baZdarni pravac sa pripadajuom jednadzbom. Iz jednadzbe baZdarnog pravca

izraCunata je kvantitativna vrijednost antocijana (slika 4).
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Slika 4. Bazdarni pravac malvidin-3-O-monoglukozida
Ukupni antocijani odredeni su preko zbroja kvantitativnih vrijednosti pojedinacnih

antocijana.

3.2.4.0brada podataka

Mjerenja su provedena u paralelama. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz

koje su navedene i vrijednosti standardne devijacije (£ SD).
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4.REZULTATI I RASPRAVA

Antocijani su polifenolni spojevi s izrazitom bioloSkom aktivnoscu. Upravo zbog joS uvijek
visokih koncentracija antocijana u komini grozda, potrebno ih je izdvoijiti kako bi se otpad
prehrambene industrije dodatno iskoristio i kako bi mu se dodala vrijednost. Nedostaci
konvencionalnih metoda ekstrakcije biljnih polifenola su povezani s potrosnjom velikih koli¢ina
organskih otapala, kao i uz veliku potrosnju energije te nedovoljno iskoristenje ekstrakta
(Cvjetko Bubalo i sur., 2016; Chemat i sur., 2012). Zbog toga, posljednjih godina se istrazuje
mogucnost koriStenja alternativnih otapala kao i ostali principi zelene ekstrakcije. U ovom
eksperimentalnom radu su koriSteni slijedeéi principi zelene ekstrakcije: (1) uporaba
obnovljivih izvora biljnih materijala, (2) uporaba alternativnih otapala, (3) smanjenje utroska
energije primjenom alternativnih tehnologija i (4) uporaba nusprodukta kao izvora bioaktivnih
komponenti.

U ovom radu sintetizirano je 6 prirodnih eutektickih otapala (BMa, MaGlc, MaGlcGly,
ChCit, BCit, ChMa) i primijenjeno za ekstrakciju antocijana iz komine grozda. Osim NADES-
ova, pripremljen je i ekstrakt koriStenjem konvencionalnog otapala zakiseljenog etanola (60 %
+ 0,8 % HCI), kao referetnog otapala. Za identifikaciju i kvantifikaciju antocijana u ekstraktima
komine grozda koristena je tekudinska kromatografija visoke djelotovrnosti (HPLC).

Koristenjem HPLC kromatografije identificirani su sljedeéi spojevi: delfinidin-3-O-
monoglukozid, petunidin-3-O-monoglukozid, peonidin-3-O-monoglukozid, malvidin-3-O-
monoglukozid, kao skupina antocijan monoglukozida, peonidin-3-0O-acetilmonoglukozid,
malvidin-3-C-acetilmonoglukozid, kao skupina antocijan acetil glukozida te cijanidin-3-(6-C-p-
kumaroil)monoglukozid, = peonidin-3-(6-O-p-kumaroil)monoglukozid, = malvidin-3-(6-C-p-
kumaroil)monoglukozid kao skupina antocijan kumaroil glukozida (slika 3).

Antocijani su relativno nestabilne molekule i lako oksidiraju. Osjetljivi su ha mnoge
faktore, poput pH koji utjece na stabilnost i boju (Teixeira i sur., 2014). Kod pH vrijednosti 1
vecinom su prisutni u obliku crvenog flavijevog kationa, a kod pH izmedu 2 i 4 imaju oblik
plavih kvinoidal oblika. Povecanjem pH vrijednosti izmedu 5-6 prelaze u oblik bezbojne
karbinolne pseudobaze, a ako se pH poveca iznad 7 antocijani se razgraduju (Castaneda-
Ovando i sur., 2009). Prema tome kod nizih pH vrijednosti povecan je ucinak ekstrakcije (Dai
i sur., 2014). Rezultati dobiveni odredivanjem ukupnih antocijana pokazuju da je
najucinkovitija ekstrakcija postignuta koristenjem otapala ChCit s masenim udjelom antocijana
(2550 = 101,5 ug gt s.tv.) (slika 5).
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Slika 5. Koncentracija ukupnih antocijana*

*EtOH -ekstrakt pripremljen u zakiseljenom etanolu (60 % + 0,8 % HCI), BMa -ekstrakt
pripremljen koriStenjem betain:jabucne kiseline, BCit -ekstrakt pripremljen koristenjem
betain:limunske kiseline, ChCit -ekstrakt pripremljen koristenjem kolin-klorid:limunske kiseline,
ChMa -ekstrakt pripremljen koriStenjem kolin-klorid:jabucne kiseline, MaGlc -ekstrakt
pripremljen koriStenjem jabucna kiselina:glukoza, MaGlcGly -ekstrakt pripremljen koristenjem
jabucna kiselina:glukoza:glicerol

Visoka koncentracija antocijana ekstrahirana je i primjenom konvencionalnog otapala,
zakiseljenog etanola (2500 + 86,9 ug g s.tv.), dok je najmanja koncentracija antocijana (750
+ 91,7 ng gt s.tv.) u sluaju ekstrakta koji je pripremljen kombinacijom jabucna
kiselina:glukoza (MaGilc). 1z odredenih pH vrijednosti iz tablice 5 vidimo da otapalo ChCit ima
nisku pH vrijednost i veliku ucinkovitost ekstrakcije. Usporedbom pH vrijednosti otapala ChCit
(0,931) i MaGlc (0,494) vidljivo je da je otapalo MaGlc kiselije. Iako bi zbog niske pH vrijednosti
bilo za ocekivati da je otapalo MaGlc najucinkovitije za ekstrakciju antocijana (Castaneda-
Ovando i sur., 2009), prevelika kiselost okoline uzrokovati razgradnju aciliranih antocijana i 3-

monozid antocijana zbog reakcije hidrolize (Kapasalakidis i sur., 2006).
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Tablica 5. pH vrijednosti pripremljenih eutektickih otapala

NADES udio vode (%) | pH

BMa 30 3,270
MaGlc 30 0,494
MaGlcGly 30 1,145
ChCit 30 0,931
BCit 30 2,603
ChMa 30 0,670

Na ucinkovitost ekstrakcije utjeCe i polarnost otapala. Polarnost NADES-ova pokriva
velik raspon, te se mogu koristi za ekstrakciju velikog broja spojeva. NADES-ovi koji kao
komponente sadrze organske kiseline su najpolarniji, dok su NADES-ovi sa sastavom
aminokiselina manje polarni. Najmanju polarnost imaju NADES-ovi koji sadrze Secere i
polialkohole (Dai i sur., 2013a). Cvjetko Bubalo i sur. (2016) proveli su istrazivanje u kojem je
za ekstrakciju antocijana koristeno pet razli¢itih NADES-ova (kolin-klorid:glicerol (ChGly), kolin-
klorid:oksalna kiselina (ChOa), kolin-klorid:sorboza (ChSor), kolin-klorid:mali¢na kiselina
(ChMa), kolin-klorid:prolin:mali¢na kiselina (ChProMa). Najveca koliCina ekstrahiranih
antocijana postignuta je kako slijedi: ChOa>ChMa>ChMaPro>ChGly>ChSor, tj. najboljim
otapalima pokazala su se NADES-ovi ChOa i ChMa, koji sastavu imaju organske kiseline
(Cvjetko Bubalo i sur., 2016). Antocijani su polarne molekule pa su bolje topljive u polarnim
otapalima prema pravilu “sli¢no se otapa u slicnom” pa se razlika u ucinkovitosti ekstrakcije,
kako u istrazivanju Cvjetko Bubalo i sur. (2016) tako i u ovom radu (slika 5) moZe objasniti
razlikom u polarnosti primijenjenih NADES-ova. Polarnost antocijana ovisi o strukturi odnosno
stupnju metilacije B prstena (delfinidin < cijanidin < petunidin < peonidin < malvidin) (Cvjetko
Bubalo i sur., 2016). Tako je prema istrazivanju koje su proveli McCalluma i sur. (2007) u
pokoZici grozda kao sastavnici komine odvojeno je 37 antocijana, a identificirano je 25 koristeCi
LC-MS. Od antocijana identificiranih u komini grozda, u pet sluCajeva se radilo o 3-O
monoglukozidima delfinidina, cijanidina, petunidina, peonidina i malvidina; drugih pet se
odnosilo na acetilglukozide navedenih antocijana. Malvidin-3-0-monoglukozid je identificiran
kao dominantan antocijan (Yu i Ahmedna, 2012).

Radi lakse usporedbe ucinkovitosti ekstrakcije antocijana pomo¢u NADES-ova, rezultati
analize provedene koristenjem tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti koji su prikazani

na slikama 6-7 prikazani su kao suma antocijanin-3-O-monoglukozida (AMon), suma
18



antocijanin-3-C-acetiimonoglukozida (AAC) te suma antocijanin-3-(6-O0-p«umaroil)

monoglukozida (ACm).
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Slika 6. Prikaz masenih udijela antocijanin-3-O-monoglukozida (AMon), antocijanin-3-C-
acetilmonoglukozida (AAC) i antocijanin-3-(6-O-p-kumaroil) monoglukozida (ACm) u
ekstraktima komine grozda pripremljenih pomocu otapala EtOH, BMa, BCit*

*EtOH -ekstrakt pripremljen u zakiseljenom etanolu (60 % + 0,8 % HCI), BMa -ekstrakt pripremljen

koriStenjem betain:jabucne kiseline, BCit -ekstrakt pripremljen koriStenjem betain:limunske kiseline
Na slici 6 prikazani su rezultati ekstrakcije u zakiseljenom etanolu, betain: jabucnoj

kiselini i betain: limunskoj kiselini. Kod svih skupina antocijana kao najbolje otapalo pokazao

se zakiseljeni etanol.
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Slika 7. Prikaz masenih udijela antocijanin-3-O-monoglukozida (AMon), antocijanin-3-C-

acetilmonoglukozida (AAC) i

antocijanin-3-(6-O-p-kumaroil) monoglukozida (ACm) u

ekstraktima komine grozda pripremljenih pomocu otapala ChCit, ChMa, MaGlc, MaGIcGly*

*ChCit -ekstrakt pripremljen koriStenjem kolin-klorid:limunske kiseline, ChMa -ekstrakt pripremljen

koristenjem  kolin-klorid:jabu¢ne kiseline,

MaGlc

-ekstrakt pripremljen

koriStenjem

kiselina:glukoza, MaGIcGly -ekstrakt pripremljen koristenjem jabucna kiselina:glukoza:glicerol

jabucna

Na slici 7 prikazan je prinos ekstrakcije koriStenjem otapala kolin-klorid:limunska

kiselina, kolin-klorid:jabucna

kiselina,

jabucna

kiselina:glukoza,

jabucna

kiselina:glukoza:glicerol. Najboljim otapalom za sve skupine antocijana pokazalo se otapalo

kolin-klorid:limunska kiselina.

Iz slika 6 i 7 vidi se da je uspjesnost ekstrakcije antocijanin-3-(6-O-p-kumaroil)

monoglukozida najveca kod svih otapala.

Tablica 6. Maseni udjeli antocijana iz ekstrakta uzorka komine grozda

delfinidin-3-O-monoglukozid 60,5348,43 74,38+16,61 59,2245,73
petunidin-3-O-monoglukozid 88,30+14,2 106,53+10,23 | 88,56+10,99
peonidin-3-0O-monoglukozid 58,9416 57,05+3,05 43,12+5,43
malvidin-3-0O-monoglukozid 621,13+13,88 | 521,15+16,19 | 495,49+12,8
peonidin-3-0-acetilmonoglukozid 103,77+0,37 | 84,38%0,41 67,06%3,31
malvidin-3-0-acetilmonoglukozid 90,56+8,31 72,09+8,38 56,66%8,93
cijanidin-3-(6-0-p-kumaroil)monoglukozid | 146,59+9,48 | 97,69+15,48 | 79,4316,51
peonidin-3-(6-0-p-kumaroil)monoglukozid | 111,33+12,73 | 80,64+14,44 | 64,55+0,93
malvidin-3-(6-0-p-kumaroil)monoglukozid | 1218,85+13,6 | 656,09+21,76 | 645,92+36,97
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Tablica 6 prikazuje razrede antocijana ekstrahirane pomocu zakiseljenog etanola,
betain:citratne kiseline, betain:jabucne kiseline, i kao najbolje otapalo za ekstrakciju
antocijanin-3-O-monoglukozida, antocijanin-3-C-acetilmonoglukozida, antocijanin-3-(6-0-p-

kumaroil) monoglukozida pokazao se EtOH, dok je najloSije otapalo BCit.

Tablica 7. Maseni udjeli antocijana iz ekstrakta uzorka komine grozda

Maseni udio antocijana [ug g s.tv.] ChCit ChMa MaGlc MaGlcGly
delfinidin-3-0O-monoglukozid 89,9819,33 71,8614,03 28,53+6,04 69,90+4,29
petunidin-3-0O-monoglukozid 132,91+15,4 110,44+9,29 | 42,3416,91 103,54+4,88
peonidin-3-0O-monoglukozid 62,41+4,77 49,94+5,86 18,46+2,92 46,73+1,55
malvidin-3-0O-monoglukozid 782,37+22,63 | 655,11+20,2 | 241,61+18 586,33+14,8
peonidin-3-0-acetilmonoglukozid 102,80+7,34 82,31+8,42 30,11+3,82 72,72+4,21
malvidin-3-0O-acetilmonoglukozid 93,89+11,74 81,12+7,52 25,58%3,68 62,72+10,32
cijanidin-3-(6-0-p-kumaroil)monoglukozid 124,57+4,78 98,68+9,62 35,99+7,67 86,41+1,32
peonidin-3-(6-0O-p-kumaroil)monoglukozid | 100,88+12,06 | 80,57+3,78 27,88%2,2 68,195
malvidin-3-(6-0-p-kumaroil)monoglukozid 1060,19+13,49 | 869,95+49,71 | 299,50+40,46 703,45+34,19

Iz tablice 7, koja prikazuje razrede antocijana ekstrahirane pomocu kolin-
klorid:limunske kiseline, kolin-klorid:jabucne kiseline, jabucne kiseline:glukoza, jabucne
kiseline:glukoza:glicerol, vidi se da je najbolje otapalo za ekstrakciju antocijanin-3-O-
monoglukozida, antocijanin-3-C-acetilmonoglukozida, antocijanin-3-(6- O-p-kumaroil)
monoglukozida ChCit, dok je MaGlc uvjerljivo najlosije otapalo.

U cjelini, najbolji prinos ekstrakcije postignut je za skupinu antocijanin-3-(6-O-p-
kumaroil) monoglukozida i to malvidin-3-(6-O-p-kumaroil)monoglukozid (1218,85 + 13,6 ug
g! s.tv.) koriStenjem otapala EtOH. Iako je zakiseljeni EtOH kao otapalo najucinkovitije za
skupinu antocijanin-3-(6-O0-p-kumaroil) monoglukozida, za ostale skupine antocijana ChCit je
najucinkovitije otapalo, kao i za ekstrakciju ukupnih antocijana. Sli¢no su u svojem istrazivanju
dokazali Jeong i sur. (2015). DES-ovi na bazi kolin-klorida te donora vodikove veze -limunske
kiseline, maltitola, fruktoze ili maltoze koriSteni su u ekstrakciji antocijana, a najucinkovitijim
otapalom za ekstrakciju ukupnih antocijana pokazalo se otapalo ChCit. Istrazivanjem je
dokazano da su eutekticka otapala sigurna, odrziva i ucinkovita za ekstrakciju antocijana
(Jeong i sur., 2015).

Ovaj rad doprinosi konkurentnih i

razvoju novih,

ekoloski prihvatljivih procesa u ekstrakciji bioloskih aktivnih spojeva, s naglaskom na
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primjenu prirodnih eutektickih otapala u izolaciji antocijana iz nusprodukta prehrambene

industrije — komine grozda.
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5.ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1. Kolin-klorid:limunska kiselina pokazala se kao najbolje otapalo od svih ispitivanih
otapala za ekstrakciju ukupnih antocijana.

2. Kolin-klorid:limunska kiselina najucinkovitije je otapalo za ekstrakciju antocijanin-3-C-
monoglukozida (AMon) i antocijanin-3-C-acetilmonoglukozida (AAC)

3. Zakiseljeni etanol je bolje otapalo od najucinkovitijeg NADES-a kolin-klorid:limunske

kiseline kod ekstrakcije antocijanin-3-(6-O-p-kumaroil) monoglukozida (ACm).
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam

koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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