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1. UvOD

Industrija proizvodnje vina stvara velike koli¢ine ostataka i nusproizvoda, kao §to je komina
grozda, a koja svakodnevno predstavlja potencijalni ekoloski problem i ekonomski izazov
modernom drustvu. Grozde je najveéi svjetski usjev voca sa proizvodnjom vise od 60
milijuna tona godis$nje.Oko 80 % ukupnog usjeva koristi se za proizvodnju vina,a vinska

komina predstavlja priblizno 20 % ukupne koli¢ine preradenog grozda (Schieber i sur.,2002)

Vinska komina je bogat izvor fenolnih spojeva koji su zanimljivi zbog prirodnih
antioksidativnih,protuupalnih i antimikrobnih svojstva koja se povezuju sa prevencijom
mnogih vaznih kroni¢nih bolesti kao $to su kardiovaskularne bolesti,neurodegenerativne
bolesti i karcinomi( Jara-Palacios i sur.,2014). Pokozica grozda koja ¢ini vise od polovice
vinske komine, sadrzi antocijane, hidrokiscimetne kiseline, flavanole i flavonol glikozide,

iako se flavonoli pretezito nalaze u sjemenkama grozda(Yu i sur.,2014)

Fenolni spojevi medusobno se razlikuju po molekulskoj strukturi, od najjednostavnijih do
sloZenih, a jo§ uvijek se naj¢eSce ekstrahiraju primjenom konvencionalnih metoda. Klasi¢ne
metode ekstrakcije se najeSce provode uz upotrebu vecih koli¢ina organskih otapala,
dugotrajne su, imaju nizu selektivnost i nizi prinos ekstrakcije (Kanmaz ,2013). Stoga se sve
viSe ispituju moguénosti primjene novih tehnika u izolaciji fenolnih spojeva iz razliitih
supstrata, te takoder iz nusproizvoda proizvodnje vina (Cheng i sur.,2012). Jedna od metoda
koja se primjenjuje u izolaciji bioaktivnih spojeva iz biljnih materijala je i ubrzana ekstrakcija
otapalom.To je relativno nova automatizirana metoda koja koristi koncencionalna otapala pri
temperaturama do 200 ° C i tlaku do 20,3 MPa za ekstrakciju organskih spojeva. Visoke
temperature i tlak povecavaju prodiranje otapala u uzorak te poboljsavaju topljivost,brzinu
ekstrakcije( do 15 min) i prinos. Takoder prednost ove tehnike je da omoguéava istovremenu
obradu veceg broja uzoraka Sto skracuje vrijeme ekstrakcije (Bozan i sur.,2014, Jentzer i
sur.,2015)

Stoga je cilj ovog rada bio izolirati fenolne spojeve iz liofilizirane pokozice grozda sorte
Merlot, primjenom ubrzane ekstrakcije otapalima,dobivene nakon proizvodnje vina. Cilj ovog
rada bio je takoder ispitati utjecaj ubrzane ekstrakcije otapalima na izolaciju flavonoida iz
pokozice komine grozda sorte Merlot, koja zaostaje kao nusproizvod nakon proizvodnje
vina.Pri tome je ispitivan utjecaj polarnosti otapala ( 10, 30 i 50 %), vremena trajanja
ekstrakcije(5 i 10 minuta) i broja ciklusa(l i 2) na ekstrakciju flavonoida.
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1. TEORIJSKI DIO

2.1.VINSKA KOMINA

Postupak proizvodnje vina odnosno postupak vinifikacije ili prerade grozda u vino,obuhvaca
procese presanja i fermentacije nakon ¢ega zaostajevelika koli¢ina nusproizvoda kao §to je
vinska komina.PreSanjem masulja nastaje grozdani sok koji predstavlja teku¢i dio,iz
kojegdaljnom preradom nastaje vino,a komina grozda zaostaje kao kruti dio te ju Cine

pokozica,peteljkovina i sjemenke(Bhise i sur.,2014).

Vinska komina ¢ini 20 % ukupne mase preradenog grozda teje bogat izvor razliitih spojeva
kao Sto su etanol,tartarati,limunska kiselina te prehrambena vlakna.Takoder ju karakterizira i
visok sadrzaj fenolnih spojeva,Cak vise od 70% ih zaostaje u komini zbog nepotupne
ekstrakcije tijekom procesa proizvodnje vina (Arvanitoyannis i sur, 2006).Fenolni spojevi su
sekundarni biljni metaboliti s nizom potencijalnih pozitivnih uc¢inaka nazdravlje ljudi zbog
svog antioksidacijskog,antimikrobonog, antivirusnog i antiupalnog djelovanja (Georgiev i
sur.,2014). Nusproizvodi proizvodnje vina su stoga prirodan i jeftin izvor brojnih
fitokemikalija koje se mogu primjenjivati u razli¢itim industrijama, poput

farmaceutske,kozmeticke i prehrambene industrije (Teixeira i sur.,2014).

Vinska industrija proizvodi milijune tona organskog otpada koji predstavlja ekoloski i
ekonomski problem gospodarenja otpadom (FAOSTAT,2014).Trenutno se manje koli¢ine tog
visoko vrijednog nusproizvoda recikliraju, te se jos uvijek ve¢im dijelomkoristi kao kompost
ili se odbacuje u okoli§ uzrokujuéi velike probleme kao $to su povrSinska i dubinska
zagadenja, neugodni mirisi tijekom stajanja,nakupine komine privlace Stetoc¢ine i muhe koje
Sire zaraze. Mogu se koristi za ekstrakciju vinske kiseline ili proizvodnju etanola, dok se kruti
ostatak ponekad koristi kao gnojivo iako visoke koncentracije fenola stvaraju probleme jer
inhibiraju rast sjemena (Fontana i sur.,2015). Takoder se dodaje kao aditiv u prehrani
zivotinja,ali prisutost polifenola smanjuje probavljivost jer inhibiraju celulozne i proteolitice
enzime (Fontana i sur.,2015).U Europskoj Uniji zabranjeno je odlaganje otpada koji sadrzi
viSe od 5 % ugljika, Sto predstavlja problem pa se takav otpad odlaze na odlagaliStima otpada

Sto ¢ini cijeli postupak neekonomi¢nim (Voca i sur., 2009).



2.2.KEMIJSKI SASTAV KOMINE

Sastav vinske komine varira ovisno o sorti grozda, klimatskim uvjetima,tlu na kojem se
uzgaja vinova loza,zrelosti grozda prilikom berbe i tehnologiji vinifikacije (Friedman, 2014 ).
Komina sadrzi 55-60 % vode, a ostatak Cini suha tvar u kojoj se nalaze Seceri, vinska kiselina
i ulje koje dolazi iz sjemenki.Upravo zbog visokog udjela vode,ovaj organski otpad ima

ograniceno vrijeme skladiStenja(Voca i sur.,2009).

Pokozica grozda koja zaostaje kao nusprodukt moze ciniti ¢ak do 65% ukupne koli¢ine
komine (Abdrabba i Hussein,2015).Sadrzi malo Secera, ali je bogata celulozom,netopljivim
pektinima i proteinima.Dokazano je kako je pokozica bogat izvor fenolnih tvari,posebice kod
crnih sorti grozda, poput antocijana, katehina, flavonola, alkohola,stilbena i fenolnih kiselina
(Tablica 1).

Tablica 1.Kemijski sastav pokozice grozda (Radovanovi¢, Tehnologija vina, 1986) te njezin

sadrzaj polifenola(Beurzeix i sur. 1972).

Sastojak %
Voda 53-82
Pentoze i pentozani 1-1,2
Heksoze,saharoze i $krob /
Celuloza 3,5
Pektin,smolaste i sluzaste tvari 0,9
Kiseline 0,13-0,67
Tanini 0,01-2,3
Tvari boje 1-15,4
Mineralni sastojci 2-3,7
Vitamini /
Enzimi /
Spojevi s dusikom 0,8-1,9
Masti 1,5
Ukupni polifenoli 12-61
Procijanidini 17-47
Taninski spojevi 14-50
Antocijani 100




Udio sjemenki u komini ¢ini od 38 do 52 % suhe tvari, Ovisno 0 procesu proizvodnje.
Sjemenka grozda sadrzi do 40 % vlakana,16 % eteri¢nih ulja,11 % proteina,7 % kompleksnih
fenolnih komponenata kao §to su tanini te ostale tvari poput Secera i minerala(Abdrabba i
sur.,2015).Polifenoli sjemenke ¢ine 60-70 %od ukupnoprisutnih polifenola.Osim polifenola u
sjemenkama grozda pronadeni su i drugi antioksidansi,posebno vitamin C(askorbinska
kiselina) i vitamin E(tokoferol). U ulju sjemenki grozda pronadeno je vitamina E u rasponu od
80 do 120 mg/100 g te B-karotena u udjelu od 0.8 do 1.5 % (Arvanitoyannis i sur.,2006).

Tablica 2. Kemijski sastav sjemenke i sadrzaj polifenola u sjemenci (Ribéreau — Gayon i

Peynaud, 1986).

Sastojak %

Voda 24-45
Ugljikohidrati 34-36
Ulja 13-20
Tanini 4-6
Dusicnispojevi 4-6,5
Minerali 2-4
Masne kiseline 1
Ukupni polifenoli 22-56
Procijanidini 28-56
Katehini 67-86
Galna i kava kiselina /

Peteljke ¢ine oko 1.4 do 7 % sirovog materijala koji se obraduje.Sadrzi oko 70
%vode,siromasna je SeCerom te ne sadrzi viSe od 10 g Secera na kg peteljke dok mineralni dio
¢ini 5 do 6 % suhe tvari od ¢ega skoro 50 % otpada na kalij.Peteljke grozda su bogate
fenolnim spojevimate one ¢ine 5.8 % suhe tvari komine.Sadrze flavan-3-ole,hidroksicimetne
kiseline,monomerne i oligomerne flavonole te stilbene(Teixeira i sur.,2014).Zbog visokog
udjela proantocijanidina koji daju izrazito trpki okus vinu, najcesée se uklanjaju tijekom

proizvodnje vina.



2.2.1 Fenolni spojevi vinske komine

Fenolni spojevi su sekundarni biljni metaboliti i predstavljaju jednu od najbrojnijih i Siroko
rasprostranjenih spojeva u biljnom carstvu(Fontana i sur.,2015).Biljke ih koriste kao zastitu
od napada insekata i mikroorganizama te im daju njihove specificne organolepticke
karakteristikekao $§to su boja,okus i aroma (Yu isur.,2014).Koncentrirani su u
sjemnkama,pokozici,mezokarpu voca i povréa, zitaricama, kori drveca 1 lis¢u. Sadrzaj
polifenola ubiljkama ovisi o vrsti, uzgoju, stupnju zrelosti, mikro i makroklimi,uvjetima

prerade i skladistenja(Friedman,2014.)

Fenolni spojevi su spojevi u kojima je hidroksilna skupina direktno povezana na benzenski ili
aromatski prsten te je poznato oko 8 000 razli¢itih struktura.Fenolni spojevi imaju zastitnu
ulogu u bioloskim sustavima zato $to posjeduju sposobnost sparivanja elektrona slobodnog
radikala,kelathog vezanja iona prijelaznih metala,aktiviranja antioksidacijskih enzima i

inhibiranja oksidaza(Ky i sur.,2015).

Polifenoli se odlikuju visokom strukturalnom raznolikos¢u,a obzirom na kemijsku strukturu
mozemo ih podijeliti u dvije velike skupine: flavonoide i neflavonoide. U skupinu flavonoida
svrstavaju se: flavoni, izoflavoni, flavonoli, flavanoni, flavanoli, te antocijani, a razlikuju se
prema stupnju oksidacije piranskog prstena.Neflavonoide predstavljaju derivati fenolnih
kiselina (hidroksicimentne i hidroksibenzojeve kiseline) kao $to su ferulinskakava,p-

kumarinska,galna kiselina te lignani i stilbeni(Kammerer i sur.,2014).

Pocevsi s fenomenom takozvanim ,,Francuski paradoks® interes za polifenole jako je porastao
zbog njihovih pozitivnih zdravstvenih ucinaka.Posljednja dva desetljeca,polifenoli se
povezuju sa mnoStvo zdravstvenih dobrobiti posebno prevencija bolesti uzrokovane
oksidacijskim stresom.Polifenoli imaju jaka antioksidacijska svojstva pa stoga Stite stanice od
oSte¢enja uzrokovanog oksidacijskim stresom, ¢ime se smanjuje rizik od bolesti poput
kardiovaskularnih oboljenjat, osteoporoze, dijabetesa, raka i neurodegenerativnih bolesti

(Kammerer i sur.,2014).



2.2.2 Flavonoidi

Flavonoidi predstavljaju veliku skupinu sekundarnih biljnih metabolitate je identificirano vise
od 6000 razli¢itih struktura.Raznolikost njihove kemijske strukture doprinosi i Sirokoj
fizioloskoj i bioloskoj aktivnosti.Posjeduju antioksidacijaska, protuupalna, antikancerogena,
antivirusna, kardioprotektivna, neuroprotektivna i hepatoprotektivha djelovanja(Georgiev i
sur.,2014).Vecina flavonoida se nalazi u vanjskoj epidermi pokozice grozda,a 60-70 %

ukupnih flavonoida je pohranjeno u sjemenci grozda.

Osnovnu strukturu ¢ini difenilpropanski kostur C6-C3-C6 odnosno dva benzenska prstena
povezana sa SesteroClanim(piranskim) ili petero¢lanim(furanskim) prstenom.Flavonoidi se
ovisno o broju i polozaju hidroksilnih skupina,stupnju nezasi¢enosti i stupnju oksidacije
dijelena:flavane (flavan, flavan-3ol, flavanon), flavone (flavon, flavonol, izoflavon),

antocijanidine i ¢alkone. Osnovne skupine flavonoida prikazane su na slici 1.

Flavonoidi mogu biti hidroksilirani,metoksilirani i glikozidirani s mono- i oligosaharidima, a
¢esto su i esterificirani organskim kiselinama(Yu i sur.,2014).Najcesce se pojavljuju kao
glikozidi povezani sa Se¢erima(D-glukoza, D-galaktoza, L-ramnoza, L-arabinoza,D-ksiloza i

D-glukouronska kiselina) na C3 polozaju.

osnovna struktura

o™ ol ©

flavanon flavan-3-ol flavon

S 0OH

flavon-3-ol antocijanidin izoflavon

Slika 1. Osnovne skupine flavonoida (Kazazi¢, 2004)



Flavan-3-oli ili kateholi su najraSirenija skupina flavonoida,koji imaju zasi¢enu vezu C2-C3 .
Odgovorni su za okus vina te njegovu gorcinu.(Catalano,2011.). U ovu skupinu spojeva
ubrajamo monomere kao $to su (+)-katehin,(-)-epikatehin i (-)-epigalokatehin te oligomere i
polimere hidroliziraju¢e odnosno kondenzirajuce tanine.Pojam tanini se odnosi na njihovu
sposobnost da stupaju u inetrakcije s proteinima i taloze ih.Prilikom zagrijavanja u kiselim
uvijetima,ove molekule otpustaju crvene antocijanidne pigmente stoga se nazivaju
proantocijanidi. Prisutni su u raznim biljnim tkivima grozda,ukljucujuci drvo,lis¢e, stabiljke i
meso bobice a najviSe su rasprostanjeni U Sjemenkama i pokozici grozda((Ribéreau-Gayon i

sur., 2006)

Antocijanide nalazimo samo u crvenim i/ili crnim sortama grozda.To su pigmenti koji daju
biljkama boju od ruzi¢aste preko grimizno crvene do ljubiCaste i plave. Nalazimo ih u
hipodermalnom sloju pokozice crnog grozda uglavnom glikozidno vezane s octenom,
kumarinskom i kafeinskom kiselinom.Aglikonski dio molekule antocijana naziva se
antocijanidin, a u grozdu se javlja pet antocijanidina:cijanin, delfinidin, malvidin, peonin i

petundin( Ignat i sur.,2011)

Flavonoli su zuto obojeni pigmentu koji su odgovorni za zastitu od UV zracenja,preteZito su
akumulirani u pokozici grozda iako ih nalazimo i u mesu bobice grozda (Riedel i
sur.,2012).Crvena pokozica grozda sadrzi razliite derivate flavonolnih aglikona kao $to su
kvercetin ,kamferol, miricetin i sirigetin (J. Yang i Y.Y. Xia0,2013).U sortama bijelog grozda
flavanoli predstavljaju 46-56% ukupnih fenola,dok u crvenim sortama ¢ine 13-30% od
ukupnog sadrzaja fenola. Utvrdeno je da bioloska aktivnost flavonoida ovisi o nekoliko

faktora kao §to su stupanj glikozilacije, vrsti SeCernog ostatka (Georgiev i sur.,2014).

2.3 EKSTRAKCIJA FENOLNIH SPOJEVA

Ekstrakcija je tehnoloska operacija potpunog ili djelomi¢nog odjeljivanja smjese tvari koje
imaju nejednaku topivost u razli¢itim otapalima. Smjesa koja se odjeljuje obraduje se
otapalom da bi se iz nje izdvojila lakSe topiva komponenta kao otopina. Ekstrakcija je vazan

korak pri izolaciji fitokemikalija iz biljnog materijala ,prije kemijske analize(Stalikas,2007).

Prinos, sastav i Cistoca fenolnih spojeva koji su ekstrahirani iz biljnog materijala ovisi o
kemijskoj strukturi (jednostavnih i slozenih fenola), veli¢ini uzorka, postupku ekstrakcije,

vremenu i uvjetima ¢uvanja, kao i prisustvu nepozeljnih tvari(Cheng i sur.,2012.).
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Ne postoji standardna metoda ekstrakcije,tradicionalne tehnike kao $to su kruto-tekuce ili
Soxhlet ekstrakcija koristene su desetlje¢ima, ali one zahtijevaju puno vremena i relativno
velike koli¢ine otapala.Takoder, tijekom provodenja ovih tehnika,ukljucujuéi zagrijavanje
,vrenje ili refluksiranje,dolazi do gubitka fenolnih spojeva zbog ionizacije,hidrolize i
oksidacije.Osim toga, faktori kao $to su izbor otapala,omjer uzorka-otapala,vrijeme i
temperatura ekstrakcije bitni su za postizanje dobrih iskoriStenja. Stoga su predlozene nove
tehnike ekstrakcije polifenolnih spojeva iz vinske komine kao §to su:ubrzana ekstrakcija
otapalima pri poviSenom tlaku (eng. Accelerated Solvent Extraction, ASE),ekstrakcija
potpomognuta visokim tlakom (eng. High pressure assisted extraction, HPAE),ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima (eng. Accelerated solvent extraction, MAE), ekstrakcija
superkritiénim fluidom(eng. Supercritical Fluid Extraction, SFE) i ekstrakcija potpomognuta
visoko naponskim elektriénim praznjenjem (eng. High Voltage Electrical Discharge,

HVED)(Acierno i sur.,2004;Lopes i sur.,2010;Barba i sur.,2016).

Cilj ovih tehnika jepovecati iskoriStenje ekstrakcije, skratiti vrijeme ekstrakcije, smanjiti

utroSak otapala i zagadenje okolisa (Fontana i sur.,2015.).

Ekstrakcija otapalima je Cesto koristena metoda jer je otapalo fizi¢ki nosa¢ molekula izmedu
faza(krute,tekuce i plinovite).Polifenoli se lako otapaju u polarnim otapalima, a najcesce se
koriste metanol, etanol, aceton i voda.Autori tvrde da ova tehnika ima prednost $to voda kao
jedinstveno otapalo za ekstrakciju fenola, postize slicne rezultate kao konvencionalna
organska otapala, uz dodatnu prednost da je vrijeme obrade je puno krac¢e(Fontana i
sur.,2015).

2.3.1 Ubrzana ekstrakcija otapalima pri poviSenom tlaku (ASE)

Ubrzana ekstrakcijaotpalima uz poviseni tlak je novija metoda za provodenje ekstrakcije
fitokemikalija pri visokoj temperaturi i kratkom vremenu.Omoguéava brzu ekstrakciju (3-20
min) komponenata u zatvorenom i inertnom sustavu, pod visokim tlakom (3,3-20,3 MPa) i
temperaturi (40-200 “C).

Najveca prednost ove metode nad konvencionalnom ekstrakcijom otapalom pri atmosferskom
tlaku je da otapalo ostaje u teku¢em stanju iznad svoje temperature vreliSta(Yong Yu i
Howard,2003). Povisen tlak i temperatura koji se koriste u ASE-u utjecu na otapalo, uzorak i
interakciju medu njima.Visoki tlak omogucava da otapalo moze prodrijeti dublje u matricu

uzorka, pospjesujuci ekstrakciju analita iz pora matrice. Na povisenoj temperaturi, topljivost



analita se povecava te prijenos tvari postaje brzi. Takoder pri visokoj temperaturi slabe
medumolekulske interakcije kao Sto su Van der Waalsove sile, vodikove veze i dipol-dipol
veze. Osim toga, viskoznost otapala i povrsinska napetost se smanjuju pri visokoj temperaturi

te povecavajuci prodiranje otapala u matricu(Fontana i sur.,2015).
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Slika 2. Uredaj za ubrzanu ekstrakciju otapalima,Dionex ASE ® 350(Anonymous,2016)

Uredaj za ubrzanu ekstrakciju otapalom uveden je 1995. od strane americkekorporacije
Dionex.DionexASE ® 350 je sekvencijski sustav koji omogucava istodobnu ekstrakciju 24
uzorka, a veli¢ine ekstrakcijskih ¢elija od nehrdajuceg celika mogu bitil, 5, 10, 22, 34, 66 i
100 mL. Za ovu tehniku mogu se Kkoristiti otapala razli¢itih polarnosti od n-heksana do
metanola. Izbor otapala ovisi naravno o vrsti analit akojise zeli ekstrahirati. Otapalo se
ponekad stavljaja u ekstrakcijsku celiju sa uzorkom zbog postizanja veceg stupnja
selektivnosti procesa ( Mottaleb i Sarker,2012)

Prvo se u ekstrakcijsku ¢eliju stavlja filter. Koriste se dvije vrste filtera,celulozni, koji se
upotrebljava za ekstrakciju sa organskim otapalima te stakleni, koji se upotrebljava ukoliko se
ekstrakcija provodi s vodom. Nakon filtera, u ekstrakcijsku celiju postavlja se adsorbens koji
pospjesuje ucinkovitost same ekstrakcije. NajCeS¢e se koristi dijatomejska zemlja, kao
sredstvo za upijanje vlage iz analita i Ottawa pijesak,koji ima ulogu disperznog sredstva.
Potom se u ekstrakcijsku celiju dodaje uzorak, pomijesan sa malom koli¢inom adsorbensa te
naposlijetku se adsorbensom ekstrakcijska celija napuni gotovo do vrha. Ekstrakcijska se
¢elija potom zatvara i ekstrakcija se provodi prema zeljenim parametrima. ( Mottaleb i
Sarker,2012)



Uredaj omoguc¢ava analizu krutih ili polukrutih uzoraka uz koristenje razlicitih otapala ili
smjesa otapala te doziranje koli¢ine otapala.U ekstrakcijske ¢elije od nehrdajuceg Celika, koje
podnose visoke temperature,se stavlja uzorak pomijeSan sa sredstvom za suSenje |
homogenizaciju. Ekstrakcijska celija se nalazi pod tlakom zadano vrijeme ekstrakcije i
zagrijava se te se puni otapalom za ekstrakciju iz rezervoara tako da ispunjava posudu.Ona se
potom ispire plinovitim dusikom,a dobiveni ekstrakt koji se filtrira i sakuplja .Preostali
spojevi se otapaju svjezim otapalom a konacno ciS¢enje s duSikom se provodi do suSenja

biljnog materijala.

Priprema celije

za ekstrakciju Ill
[

Punjenje ¢elije
ekstrakcijskim

otapalom |
0.5-1.0 min "_‘
¥ H—] )

Zagrijavanje i
pritisak
5.0 min

'

Static¢ka

ekstrakcija celija
0.5 min
I

Ispiranje novim
volumenom

otapala (novi
ciklus) H]
i
Susenje celije
dusikom
1.0-2.0 min Dusik

Pumpa

VA
Ry

Otapalo

-

Ekstrakcijska

Gotov ekstrakt
Ukupno 12-14
min

Slika 3. Prikaz sistema ubrzane ekstrakcije otapalima (Anonymous,2016)
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ASE funkcionira na na¢in da vrsi transport otapala za ekstrakciju kroz ekstrakcijsku ¢eliju sa
uzorkom koji se analizira.Celija sa uzorkom se direktnom zagrijava pri kontaktu sa pe¢nicom.
Ekstrakcija se provodi izravnim kontaktom uzorka s vru¢im otapalom na dva nacina staticki i
dinamicki. Po zavrSetku ekstrakcije, komprimirani dusik pomice sva otapala iz stanice u
bocice za analizu. Filtrirani ekstrakt koji se na taj nacin prikuplja izvan matrice sa uzorkom je

spreman za analizu( Mottaleb i Sarker,2012).

Provedene su brojne studije koje su istrazivale ucinkovitost ubrzane ekstrakcije otapalima na
biljnim materijalima te je ova metoda usporedivana sa tradicionalnim tehnikama ekstrakcije.
Abdela i sur. (2014)istrazivali su efekte ubrzane ekstrakcije otapalima (ASE) i ekstrakcije
mikorovalovima (MAE) na sastav antocijana i ucinkovitost ekstrakcije na plavoj
pSenici,ljubicastom kukuruzu i crnoj rizi u odnosu na klasi¢nu ekstrakciju.Rezultati su
pokazali da je ASE metoda prikladnija za ekstrakciju antocijana iz obojenih zrna od klasi¢ne
ekstrakcije otapalima.Takoder metoda je izazvala manje promijene u strukturi antocijana u
odnosu na MAE.

Jentzer i sur. (2015) proveli su ekstrakciju glikozida iz lis¢a stevije (S. rebaudiana
Bertoni),koriste¢i pritom takoder DionexASE 350 sustav.Temperatura,stati¢ko vrijeme i broj
ciklusa znac¢ajno su utjecali na prinos ekstrakcije,a rezultati su pokazali da je ASE vrlo brza
metoda (13 min 30 s),u¢inkovita,ponovljiva, ekoloski prihvatljiva i zahtijeva manje energije.
Usporedili su je sa konvencionalnim i nekonvencionalnim ekstrakcijama te zakljuéili da je
prakti¢nija, brza od ostalih metoda osim MAE koja je trajala 1 min ali koristi metanol kao
otapalo §to nije ekoloski prihvatljivo.Nadalje ASE omogucava filtrirane ekstrakte i Stedi

vrijeme s velikim brojem uzoraka .

U istrazivanju Solane i sur. (2014) koji su ekstrahirali eteri¢no ulje iz aromati¢ne biljke
komora¢(Foeniculum vulgare Miller) primjenom dvije tehnike, Soxhlet i ubrzane ekstrakcije
otapalima.Kod Soxhlet tehnike optimizirane su dvije varijable vrijeme (4 i 8 h) i otapala
prema njihovoj polarnosti.Najbolje rezultate kvalitativno i kvantitativno je pokazao metanol u
trajanju ekstrakcije 4 sata.Soxhlet tehnika je pruzila vecu ucinkovitost ekstrakcije i vece
koli¢ine spojeva ekstrahiranih u odnosu na ASE, ali sliéne koncentracije estragol,glavnog
sastojka komoraca.S druge strane krace vrijeme ekstrakcije 1 manja koli¢ina otapala opravdali
su ASE tehniku za izolaciju esencijalnih ulja komoraca.Zakljucak istrazivaca je stoga bio da u
svrhu industrijske proizvodnje komoraca upotrebom ASE tehnike pod optimalnim uvijetima,

znatno bi se smanjili troSkovi proizvodnje i povecao prinos ove komponente.
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Isti autori takoder provode i istrazivanje na biljkama iz porodice Lamiaceae pri ¢emu
usporeduju ucinkovitost triju tehnika; ubrzane ekstrakcije otapalom (ASE), Soxhlet tehnike i
ekstrakcije superkriticnim fluidom (SFE) pri izolaciji eteri¢nih ulja iz ovih biljaka. Najvisi
prinosi ekstrakcije postignuti su Soxhlet i ASE tehnikama, te su dobivene najvece koli¢ine
fenolnih spojeva,éime Su pokazale da su pogodne za karakterizaciju kemijskog profila

aromaticnog bilja.

Ucinkovitost ubrzane ekstrakcije otapalom (ASE) za izolacijuzanimljivih spojeva iz hrane kao
Sto su karotenoidi iz triju razlic¢itih plodova (meso i kora): kaki (D. kaki L.), breskve (P.
persica L.), marelica(P. armeniaca L.),pokazala je i studija Zaghdoudi i sur.(2015).U
eksperimentu su utvrdeni optimalni uvjeti 5 min staticke ekstrakcije na 40 ° C, s potroSnjom
od samo 30 ml organskog otapala (MeOH: THF) (20:80); (V: v), sa tlakom 103 bara,te su

uspjesno ekstrahirani ksantofili kao $to su lutein,3 zeaksantin i karoteni kao beta-karoten.

Suprotne rezultate dobili su Chuang i sur.(2015) prilikom izolacije 11 lijekova koji su
akumulirani u povréu,celeru i salati. QUEChERS("Quick, easy, cheap, effective, rugged, and
safe™) metoda se pokazala bolja od ubrzane ekstrakcije otapalimazbog jeftinije i brze pripreme

uzoraka te manje koli¢ine potrebnog organskog otapala.

3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
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3.1.1. Priprema uzorka

Nusproizvod proizvodnje vina ili vinska komina sorte Mertlotnabavljena je u suradnji s
poduzeéem Agrolaguna d.d. (Pore¢, Hrvatska). Vinska komina koja je sadrzavala pokozicu,
sjemenke i zaostale dijelove peteljki, podvrgnuta je postupku liofilizacije. Uzorak je
mehanicki razdijeljen na pokoZicu, sjemenke i dijelove peteljke koji su potom pakirani u
polipropilenske vre€ice, hermeticki zatvorenei skladiStenepri -20 °C do provodenja analize.
Prije provodenja analize liofilizirana pokozica grozda samljevena je u prah pomoc¢u mlinca za
mljevenje (Imetec Dolcevita CG1) (Slika 6). Velicina Cestica odredena je granulometrijski

pomocu sita d(0,9)=6<1 mm. Ovako pripremljeni uzorci koriSteni su za provodenje

ekstrakcije fenolnih spojeva.

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

pokozica; d) samljevena pokozica

Postupak liofilizacije komine
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Uzorak vinske komine prvotno je zamrznut na -60 °C te je potom proveden postupak
liofilizacije na liofilizatoru CoolSafe, Model: 55-9 PRO (Labogene, Danska).Na Sest plitica u
jednom sloju je rasporedena masa od oko 500 g smrznute komine nakon c¢ega je proveden
postupak liofilizacije koji je trajao 24 sata. Primarno suSenje (sublimacija) provedeno je pri
vakuumu 0,130 — 0,155 hPa i temperaturi od -30 do 0 °C/24 sata, a izotermna desorpcija pri
20 °C/12 sati.Prosjecan udio suhe tvari u liofiliziranoj komini po zavrSetku postupka

liofilizacije iznosio je 96,85 %.

Vakuum komora

L Kondenzator

1+ Vakuum pumpa

Slika 5. Shematski prikaz laboratorijskog liofilizatora

3.1.2. Aparatura i pribor
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Aparatura:

Pribor:

Analiticka vaga (ABT 220-4M, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)
Liofilizator, CoolSafe, Model: 55-9 PRO (Labogene, Danska)
Spektrofotometar (UV/VIS UNICAM HELIOS B, Velika Britanija)

Uredaj za mljevenje (Imetec Dolcevita CG1, Italija)
Plasti¢na ladica za vaganje

Odmjerne tikvice (10 mL,50 mL, 100 mL, 500 mL, 1000 mL)
Menzure (100 mL, 1000 mL)

Staklene ¢ase (50 mL, 100 mL, 200 mL)

Stakleni lijevci

Pipeta (1 mL,2 mL,5 mL,10 mL i 25 mL) i propipeta
Falkonice volumena 50 mL

Mikropipete Eppendorf (100 uL, 1000 pL, 5000 pL)
Staklene epruvete i stalak za epruvete

Staklene kivete

Celulozni filteri (Thermo Scientific)

3.1.3. Kemikalije i standardi

Etanol, 96 %-tni, 50 %-tni, 30 %-tni, 10 %-tni (GRAM-MOL)

Metanol, 100 %-tni

Aluminijev klorid, 10%-tni

Priprema: 1 g aluminijevog klorida (aluminj-klorid—heksahidrat,p.a.) otopi se 5 mL
destilirane vode te kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 10 mL i nadopuni do

oznake destiliranom vodom

Kalijev acetat, 1 M
Priprema: 9,845 g kalijevog acetata otopi se u 10 mL destilirane vode te kvantitativno

prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni do oznake destiliranom vodom.
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e Standard kvercetina (100 mg/L)
Priprema: Odvaze se 10 mg standarda kvercetina u plasticnoj ladici za vaganje te se
pomocu 5 mL 100%-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu
volumena 100 mL i otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni
metanolom. Iz alikvotne otopine prirede se redom razrijedenja od 10, 25, 501 75
mg/L.

e Dijatomejska zemlja (DE, P/N 062819)

3.2. METODE RADA

3.2.1. Ubrzana ekstrakcija otapalom pri povisSenom tlaku (Accelerated Solvent
Extraction, ASE)

U ekstrakcijske celije najprije se stavi jedna mjerica dijatomejske zemlje te se potom odvagne
1 g (£0,001) uzorka praha liofilizirane pokozice grozda sorte Merlot u plastiénu
ladicu.Uzorak se prebaci u ekstrakcijsku celiju,doda se pola mjerice dijatomejske zemlje 1

dobro promijesa sa Spatulom te ¢eliju nadopuni do vrha dijatomejskom zemljom.

Pripremljeni uzorcise stavljaju u uredaj ASE DIONEX 350 (eng. Accelerated Solvent
Extractor) (Sunnyvale, CA, SAD) te se provodi ekstrakcija. Ekstrakcija je provedena prema

planu pokusa prikazanom u Tablici 1, pri ¢emu su varirani slijede¢i ekstrakcijski parametri:

e Udio etanola u vodenoj otopini (10, 30 i 50 %, v/v);

e Staticko vrijeme ekstrakcije (51 10 min):

e Broj ciklusa ekstrakcije (11 2).
Dobiveni ekstrakti kvantitativno se prenesu u odmjerne tikvice volumena 50 mL pomocu
staklenog lijevka te nadopune do oznake otapalom za ekstrakciju(10%,30% i 50% etanolom,
v/v). Uzorci se zatim prenose u falkonice volumena 50 mL i stavljaju u zamrzivacna -18 °C

do daljnje analize.

Tablica 4. Plan provodenja ekstrakcije na ASE-u
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Broj Udio etanola u vodenoj Vrijeme Broj ciklusa
pokusa otopini (%) ekstrakcije (min) ekstrakcije
1
10 5 2
2
10 10 1
3 10 5 1
4
30 10 1
5
30 5 2
6
30 5 1
>
50 10 1
8
50 5 1
9
50 5 2

3.2.2. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih flavonoida
Princip odredivanja:

Ukupni flavonoidi odreduju se spektrofotometrijskom metodom koja se temelji na kolornoj
reakciji flavonoida s aluminijevim kloridom i kalijevim acetatomte mjerenjem nastalog

inteziteta obojenja pri valnoj duljini 415 nm.

Postupak odredivanja

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 0,5 mL ekstrakta, 1,5 mL 96%-tnog etanola, 0,1 mL
10 %-tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL destilirane vode. Na
isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju te
se umjesto 10 %-tnog aluminijevog klorida dodaje isti volumen destilirane vode (0,1 mL).
Reakcijska smjesa stoji potom 30 minuta, nakon Cega slijedi mjerenje apsorbancije (opti¢ka

gustoca otopine) pri valnoj duljini 415 nm.

Izracunavanje

17



Izrada bazdarnog pravca

Potrebno je pripremiti otopinu standarda kvercetina koncentracije 100 mg/L. Od te otopine
standarda rade se razrijedenja u odmjernim tikvicama od 10 mL tako da se otpipetira redom 1,
25, 5 1 7.5 mL alikvota standardne otopine kvercetina u svaku tikvicu i potom se
nadopunjavaju do oznake 100 %-tnim metanolom. Koncentracije kvercetina u tim tikvicama
iznose 10, 25, 50 i 75 mg/L. Takoder se za analizu uzima i alikvotna otopina standarda

koncentracije 100 mg/L.

Iz svake tikvice otpipetira se redom 0,5 mL otopine standarda, 1,5 mL 96 %-tnog etanola, 0,1
mL 10 %-tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL destilirane vode.
Na isti nain se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 100%-tni metanol te se
umjesto 10 %-tnog aluminijevog klorida dodaje isti volumen destilirane vode (0,1 mL).
Reakcijska smjesa stoji potom 30 minuta, nakon Cega slijedi mjerenje apsorbancije (opti¢ka

gustoca otopine) pri valnoj duljini 415 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomocu programa Microsoft
Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije kvercetina (mg/L), a na ordinati
izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 415 nm. Koncentracija ukupnih flavonoida izracuna se

prema dobivenoj jednadZbi pravca.
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Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:
Y =0,0069 * X + 0,0002
gdje je:

Y — apsorbancija pri 415 nm,

X — koncentracija kvercetina (mg/L).

R2-koeficijent determinacije
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom istrazivanju provedena je ekstrakcija flavonoida iz pokozice vinske komine sorte

Merlot koja zaostaje kao nusproizvod nakon proizvodnje vina. Ispitivan je utjecaj polarnosti

otapala ( 10 %, 30 %, 50 % ), vremena trajanja ekstrakcije ( 5 min ili 10 min) u jednom ili dva

ciklusa naucinkovitost ekstrakcije ukupnih flavonoida.Utjecaj udjela alkohola u otapalu za

ekstrakciju(polarnost otapala), vremena ekstrakcije i broja ciklusa na ekstrakciju ukupnih

flavonoida iz liofilizirane pokozice komine grozda sorte Merlot prikazan je u tablici 5.

Tablica 5.Maseni udjeli ukupnih flavonoida (mg QE/g) izoliranih iz pokozice komine grozda

sorte Merlot primjenom ubrzane ekstrakcije pri povisenom tlaku

Udio alkohola u

Masena
ctapall za ij i ici koncentracija
ekstrakciju Vrijeme (min) Broj ciklusa i

(%) (mg QE/g)
5 1 31,03841
10 % 5 2 26.37669
10 1 32,34424
5 1 33,03116
30 % 5 2 41,05134
10 1 61,36936
5 1 80,35599
50 % 5 2 71.91991
10 1 76,81894
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4.1 Utjecaj polarnosti otapala na ekstrakciju flavonoida

Iz dobivenih rezultata (tablica 5.) vidljivo je da se u€inkvitost ekstrakcije flavonoida povecava
s porastom volumnog udjela etanola u ekstrakcijskom otapalu.Ve¢i prinos ukupnih
flavonoida,a najvecéa vrijednost ( 80,35599 mg QE/g) odredena je u 50 %-tnom etanolnom
ekstraktu i vremenu ekstrakcije od 5 minuta u jednom ciklusu.Otapalo najvece polarnosti koje
je sadrzavalo najmanji udio alkohola od 10 %, pokazalo se kao najslabije prilikom provodenja
ubrzane ekstrakcije otapalima i rezultiralo je najmanjim prinosom ukupnih flavonoida (
26,37669 mg QE/g).Porastom udjela alkohola na 30 % uocava se blagi porast ukupnih
flavonoida.Rezultati naSeg istrazivanja u skladu su sa istrazivanjem Cacace i Mazza (2003)
koji su utvrdili da se kod ekstrakcije antocijanina iz crnog ribizla koristenjem vodene otopine
etanola,prinos povecava kako raste koncentracija etanola. Takoder utvrdeno je da se
maksimalni prinos postize kod 60 %-tnog etanola a daljnim povecanjem koncentracije otapala

prinos se smanjuje( Spingo i sur., 2007).

Nekoliko istrazivanja proucavalo je koriStenje razli¢itih otapala za izolaciju polifenolnih
spojeva iz biljnih materijala. Aceton, etanol i metanol su najées$ce koriStena otapalakoja daju

visoke prinose fenolnih spojeva iz nusproizvoda od proizvodnje vina (Cheng i sur.,2012).

Prema istrazivanju Lapornik i sur.,(2015) pokazalo se da su ekstrakcije provodene etanolom i
metanolom dale dva puta vece vrijednosti polifenola u odnosu na ekstrakcije vodom. Metanol
je pokazao malo bolje karakteristike kao otapalo za polifenole ali razlike nisu bile velike pa je
se za ekstrakciju spojeva prehrambene industrije ipak pogodniji etanol kao otapalo, zbog
niske toksi¢nosti (Zhao i sur., 2013)

Etanol kao polarno otapalo ucinkovitije ekstrahira flavonoide 1 njihove glikozide,katehole i
tanine iz sirovog biljnog materijala,a topljivost ovih komponenti moze biti povecana
primjenom binarnih otapala, naj¢es¢e vodenih otopina alkohola(Spingo i sur.,2007). Nekoliko
studija je koristilo vodene otopine alkohola za ekstrakciju nusprodukta proizvode vina jer
prisutnost vode povecava permabilnost(propusnost) biljnog tkiva, te omogucava bolji prijenos
mase difuzijom i oporavak komponenti topljivih u vodi.Takoder etanol je jeftiniji i ima GRAS
(Generally recognized as safe according to U.S. Food and Drug Administration definition)
status odnosno opcenito je priznat kao siguran,stoga ima prednost u slucaju kasnijeg

koriStenja hrane ( Fontana i sur., 2015)
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4.2 Utjecajbroja ciklusa i vremena trajanja na ekstrakciju ukupnih flavonoida

U ovom istrazivanju ispitivan je i broj ciklusa ekstrakcije (1 ili 2 ciklusa u trajanju 5 ili 10
min) na ekstrakciju flavonoida. Poznavanje utjecaja vremena i broja ciklusa ekstrakcije je
izuzetno vazno kako bi smanjili energiju i troSak procesa ekstrakcije. Kod ubrzane ekstrakcije
otapalom,vrijeme ekstrakcije se definira kao vrijeme u kojem uzorak djeluje zajedno s
otapalom za ekstrakciju po ciklusu u ekstrakcijskoj celiji (Bozan 1 Altinay,2014).
Regulacijom broja ciklusa se omogucava obnavljanje otapala,koji ometanjem difuzijske
ravnoteze obogacuje ekstrakt,takoder povecanjem broja ciklusa analit ima viSe vremena da

difundira iz matriksa do otapala za ekstrakciju (Jentzer i sur., 2015).

Dobiveni rezultati ( tablica 5.) pokazuju da se porastom broj ciklusa kod udjela alkohola od
10 % ne dobiva ve¢i prinos flavonoida,odnosno nema znacajne razlike u provodenju ciklusa
5 ili 10 minuta. Porastom polarnosti otapala na 30 % mozemo vidjeti da se poveéanjem broja
ciklusa sa jednog na dva ciklusa u trajanju 5 minuta,javlja i blagi porast flavonoida ( 33,93116
mg QE/g do 61,36936 mg QE/g).Najvise koncentracije ukupnih flavonoida postignute su u
trajanju ekstrakcije 5 minuta u jednom ciklusu kod 50 %-tnog etanola ( 80,35599 mg
QE/qg).Do istih zakljucaka su dosli Zaghdoudi i sur.(2015) koristenjem ASE tehnike prilikom
ekstrakcije karotenoida iz breskve i marelice. Povecanje broja ciklusa nije imalo ucinka na
ekstrakciju luteina,cak je doSlo do negativnih efekata na ekstrakciju karotenoida.lstu tezu
potvrdili suSaha i sur.(2015) primjenom ASE metode za ekstrakciju karotenoida iz narance i
mrkve. Zakljuc€ili su da su da vrijeme 1 temperatura imaju znacajan uc¢inak na prinos
karotenoida. Optimalni uvijeti za ekstrakciju su bili 60 ° C, 15 min u tri ciklusa. Povecanje

koli¢ine otapala 1 broja ciklusa viSe od tri nije dovelo do bolje ekstrakcije karotenoida

U istrazivanju koje su provodili Bozan i Altinay (2014) priodredivanju flavan-3-ola ubrzanom
ekstrakcijom otapalima u sjemenkama grozda,dobiveni rezultati pokazuju da se prinos flavan-
3-ola povecava povecanjem vremena ekstrakcije sve do 20 minuta.Takoder veca koli¢ina
flavan-3-ola je postignuta u ekstrakciji koja se provodila kroz dva ciklusa.Povec¢anjem broja
ciklusa koncentracija flavan-3ola se nije znacajnomijenjala.Usporedivanjem rezultata
dobivenih klasi¢nim postupkom i ASE metodom sastav i koli¢ina flavan-3-ola u ekstraktu je

bila sli¢na.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja, dobivenih rezultata i provedene rasprave moze se

zakljuciti sljedece:

1. Polarnost otapala znatno utjece na ekstrakciju ukupnih flavonoida, te se veci prinosi
dobivaju uz upotrebu vodenih otopina etanola s ve¢im udjelom alkohola. Najveci
prinosi flavonoida dobiveni su uz primjenu 50 %-tne vodene otopine etanola, dok
izmedu ekstrakata dobivenih 10 i 30 % vodeninim otopinama etanola nije bilo bitnih
razlika.

2. Vrijeme trajanja posupka ekstrakcije nije imalo znaCajan utjecaj na masene udjele
ukupnih flavonoida, te su pri 5 i 10 minuta dobiveni podjednaki maseni udjeli.

3. Porast broja ciklusa sa jednog na dva u trajanju 5 minuta,rezultira blagim porastom

flavonoida ekstrahiranih iz pokozice komine grozda sorte Merlot.
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