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1. UVOD

Vinarstvo i vinogradarstvo jedne su od vodecih gospodarskih grana u svijetu koje, kao 1
ostale proizvodne djelatnosti, generiraju velike koli¢ine organskog otpada ¢ije zbrinjavanje za
proizvodaca predstavlja velik ekonomski, a za okoli§ ekoloski problem (Skraci¢ i sur., 2023).
Glavni nusproizvod proizvodnje vina je komina grozda, koja se sastoji od sjemenki, pokozice i
peteljki (Sokac i sur., 2022). Komina grozda bogata je bioloski aktivnim komponentama, kao
sto su flavonoidi, polifenoli te antocijanini (Modesti i sur., 2021).

Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti koji su bitan dio ljudske prehrane zbog svojih
iznimnih antioksidativnih i antimikrobnih svojstava te antimutagenog, antikarcinogenog i
protuupalnog djelovanja (Bordiga i sur.,, 2019). Uloga ovih spojeva u prevenciji
kardiovaskularnih bolesti potvrdena je brojnim znanstvenim in vitro i in vivo istrazivanjima,
stoga ekstrakcija polifenolnih spojeva, njihova stabilizacija i1 integracija postaje sve viSe
istrazivana. Industrija nastoji uspostaviti ekoloski prihvatljive i sigurne procese za valorizaciju
otpadnih nusproizvoda (Pani¢ i sur., 2021). Recikliranje komine kao sirovine za izolaciju
bioaktivnih komponenti moZze povecati ekonomicnost proizvodnje smanjenjem koli¢ine otpada
te stvaranjem dodane vrijednosti (Cai i sur., 2021). Valorizacija ukljucuje ekstrakciju i izolaciju
bioaktivnih spojeva za koriStenje u prehrambenoj, kozmetickoj 1 farmaceutskoj industriji (Pani¢
i sur., 2019). U kozmetickoj industriji i dermatologiji vaznost polifenolih spojeva se uglavnom
temelji na njihovom antioksidacijskom potencijalu. Proizvodi s polifenolnim ekstraktima
koriste se =za prevenciju starenja, zaStitu koze od suncevog zraCenja, uklanjanje
hiperpigmentacijskih nepravilnosti ili zastitu kozmeti¢kih formulacija kako bi im se produljio
rok trajanja (Dvornekovi¢, 2021).

Za pripremu ekstrakata bogatih bioloski aktivnim spojevima mogu se Koristiti
niskotemperaturna eutekticka otapala (engl. Deep Eutectic Solvents, DES) (Pani¢ i sur., 2021).
DES-ovi se sintetiziraju mijeSanjem akceptora vodikove veze, npr. kvaterne amonijeve soli, i
donora vodikove veze, npr. urea, glicerol i Seceri. Budu¢i da je vecina sastojaka DES-ova
prirodnog podrijetla, primjena DES-ova prihvatljiva je za okoli$ (Chen i sur., 2019). Struktura
te fizikalno-kemijska svojstva tih otapala mogu se dizajnirati za specificne namjene tako da
zadovoljavaju tehnoloske i ekonomske zahtjeve industrije (Radovi¢ i sur., 2021), a osim toga
mogu pojacati stabilnost bioloski aktivnih spojeva, kao Sto su polifenoli (Panic¢ i sur., 2020).

Cilj ovog rada bio je pripremiti ekstrakte bogate bioloski aktivnim spojevima (polifenolima)
ekstrakcijom iz komine grozda koriste¢i DES kao otapalo. U komini grozda sorte Grasevina

odredeni su udjeli ugljikohidrata, tanina, polifenola i vinske Kkiseline. Teku¢inskom



kromatografijom identificirani i kvantificirani su pojedini polifenoli. Pomo¢u COSMOtherm
programa odabrano je optimalno otapalo te je provedena ekstrakcija. Odredena je sposobnost
ekstrakata pripremljenih u DES-u da inhibiraju aktivnost kolagenaze te je odreden in vitro
utjecaj na proliferaciju HaCaT stanica. Rezultati su usporedeni s ekstraktima pripremljenim u

konvencionalnim otapalima.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. GROZDE KAO IZVOR BIOLOSKI AKTIVNIH SPOJEVA

Proizvodnja grozda na svjetskoj razini veéa je od 79 milijuna tona godisnje. Otprilike 75 %
proizvedenog grozda se koristi za proizvodnju vina, dok 20-30 % predstavlja otpadne produkte
(Antoni¢ i sur., 2020). Taj otpad se naziva komina grozda, a sastoji se od pokozice, ostatka
pulpe, sjemenki i peteljke (Pani¢ i sur., 2021; Costa i sur., 2019).

Proizvodnja vina je znacCajan poljoprivredi sektor u Republici Hrvatskoj. Ukupna
proizvodnja grozda u 2020. godini iznosila je 125.043 tone, ¢ime se ujedno stvaraju velike
koli¢ine krutog otpada nakon proizvodnje vina (Sokac i sur., 2022; Pani¢ i sur., 2021).

Odlaganje otpada stvara ekoloske probleme kao $to je zagadenje podzemnih i povrSinskih
voda, privlac¢enje prijenosnika zaraznih bolesti te potros$nja kisika u tlu i podzemnim vodama.
Niski pH 1 prisutnost antibaterijskih supstanci, kao $to su polifenoli, imaju negativan u¢inak na
biorazgradnju ako je komina odloZena na polja tijekom sezone berbe. lako je komina grozda
bogata proteinima, kod vecine zivotinja stopa probavljivosti je mala zbog velike koli¢ine
vlakana, lignina i tanina (Nistor i sur., 2014). Zbog nedostatka esencijanih nutrijenata, nije
ekonomski isplativo koristit kominu za kompostiranje (Antoni¢ i sur., 2020).

S druge strane, komina grozda iznimno je bogata bioloski aktivnim spojevima. Epiderma,
sjemenke 1 stabljika su bogat izvor polifenolnih spojeva. Osim toga, ulje sjemenki sadrzi
polifenolne antioksidanse kao i visok sadrzaj esencijalnih masnih kiselina, uglavnom linolenske
i oleinske kiseline, i druge antioksidanse kao §to su tokoferol i B-karoten, ali i fitosterole, dok
se u kozici grozda uglavnom nalazi vinska kiselina. Izolacijom bioloski aktivnih komponenti
smanjit ¢e se koliCina otpada, a time Ce se povecati ekonomicnost proizvodnje (Pani¢ 1 sur.,
2021).

Uoceno je da komina grozda ima antimikrobnu sposobnost, posebno protiv
mikroorganizama povezanih s kvarenjem hrane i crijevnim infekcijama, ukljucujuci
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella infantis i Candida albicans.
Antimikrobno djelovanje grozda povezuje se s prisutnoS¢u fenolnih spojeva kao Sto su

resveratrol i antocijanini (Costa i sur., 2019).



2.1.1. Grozde kao izvor polifenola

Fenoli su sekundarni metaboliti biljaka. Kemijski se mogu definirati kao tvari koje
posjeduju aromatski prsten koji nosi jednu ili vise hidroksilnih skupina, ukljucujuéi njihove
funkcionalne derivate (Ignat i sur.,, 2011). Zbog lose ekstrakcije polifenola prilikom
proizvodnje vina, komina grozda bogata je istima (Antonic i sur., 2020; Bordiga i sur., 2019).

Polifenoli su spojevi koji imaju vise od jedne fenolne hidroksilne skupine vezane na jednu
ili viSe benzenskih prstena (Tsao, 2010). Unutar ove klase spojeva, u komini grozda su otkriveni
katehini, flavonolni glikozidi, fenolne kiseline i alkoholi, stilbeni, a posebno antocijanini (Slika
1) (Kammerer i sur., 2005). Cetiri glavne klase polifenola, koji se nalaze u hrani su fenolne

kiseline, flavonoidi, lignani i stilbeni (Spencer i sur., 2008).

7 = Fenolni alkoholi
Hidroksibenzojeva kiselina /

Hidroksicimetna kiselina =~ Kumarini
Flavoni = Stilbeni
" Fenolne kiseline - Flavanoni \ | Y. \= Lignani i neolignani
Flavonoli J ¥ '
Izoflavoni ,
Antocijanini Hidrolizirajuéi tanini
Flavanoli Kondenzirani tanini
Calkoni (proantocijanini)
Flavonoidi Tanini

Slika 1. Shematski prikaz fenolnih spojeva (prema Hoss i sur., 2021)

Fenolne kiseline dijele se na hidroksicimetne i hidroksibenzojeve kiseline. Hidroksicimetne
kiseline su ¢e$¢e od hidroksibenzojevih kiselina, a uglavnom ukljuc¢uju galnu, p-kumarinsku,
kafeinsku, klorogensku, ferulinsku i sinapinsku kiselinu. VVezani oblici su glikozilirani derivati

ili esteri kininske, Sikiminske i vinske kiseline (Yu i Ahmenda, 2013).



Najbolje prouceni polifenoli su flavonoidi. Na temelju njihove molekularne strukture,
flavonoidi se dijele u sedam podklasa: flavoni, flavanoni, flavonoli, izoflavoni, antocijanini,
flavanoli (ili katehini i procijanidini) i calkoni (He i Giusti, 2010). Flavonoidi, koji nisu
ukljuceni u ovu klasifikaciju su proantocijanidini, koji se takoder nazivaju procijanidini,
kondenzirani tanini ili oligomerni procijanidini (Yu i Ahmedna, 2013). Flavonoidi su
najzastupljenije fitokemikalije koje biljkama sluze kao zaStita od UV zraCenja, fungalnih
parazita, patogena i oksidativnog osteéenja stanica (Ignat i sur., 2011).

Najzastupljeniji stilben je resveratrol (Bordiga i sur., 2019). Resveratrol je fitoaleksin koji
se proizvodi u biljci kao odgovor na napad patogena. Ima nisku toksi¢nost za ljude i prirodni je
fungicid (Yu i Ahmenda, 2013; Ignat i sur., 2011).

Lignani su fitoestrogeni koji se sastoje od medusobno spojene dvije fenilpropanoidne
jedinice vezane izmedu PB- polozaja u bo¢nim lancima. Pronadeni su u drvenim dijelovima
biljaka, listovima, korijenju, cvjetovima, plodovima i sjemenkama. Mogu se naéi u slobodnom
obliku ili glikozidno povezani sa razli¢itim ugljikohidratima (Willf6r 1 sur., 2006).

Sastav polifenola svakog dijela komine grozda varira ovisno o sorti grozda te je pod
utjecajem mjesta uzgoja, klime, zrelosti i vremena fermentacije. Crvene sorte grozda obi¢no su
bogate antocijaninima, koji su zanemarivi u bijelim sortama (Yu i Ahmedna, 2013). Xia i sur.
(2010) su pokazali da je pokoZzica grozda bogat izvor antocijanina, hidroksicimetne kiseline,

flavanola i flavonolnih glikozida, dok su sjemenke izvor galne kiseline i flavanola.

2.1.2. Primjena polifenola u kozmetic¢koj industriji

Polifenoli imaju antimutageno, antikancerogeno, antioksidativno i protuupalno djelovanje
(Pani¢ i sur., 2021; Bordiga i sur., 2019), dobra su prevencija za kardiovaskularne bolesti,
produljuju Zivotni vijek i usporavaju nastanak markera povezanih sa starenjem. Zbog toga se
polifenoli ekstrahirani iz komine grozda mogu koristit za konzerviranje hrane, suzbijanje rasta
patogenih bakterija i sprjeCavanje oksidacije lipida (Yu i Ahmadna, 2013). Zbog svojih
antioksidativnih svojstava polifenoli su nasli svoju primjenu u kozmetickoj industriji 1
dermatologiji. Ekstrakti polifenola komine grozda pokazali su obecavajuce antioksidativno
djelovanje te pruzanje zastite od prijevremenog starenja, hiperpigmetacije i UV zracenja u in
vitro testiranjima (Hoss i sur., 2021).

Antioksidativna svojstva fenolnih spojeva uglavnom se pripisuju sposobnosti hvatanja
slobodnih radikala i mogu¢nosti keliranja metala, kao i1 djelovanju na stani¢ne signalne putove

i na ekspresiju gena (Xia i sur., 2010). Polifenolni antioksidansi mogu zastititi ljudske stanice i



tkiva od oksidativnog stresa (Hoss i sur., 2021). Oksidativni stres uzrokovan je viskom
reaktivnih vrsta kisika (engl. Reactive Oxigen Species, ROS). U normalnim uvjetima, endogeni
antioksidativni sustav koze je vrlo u¢inkovit, ali kada je organizam izlozen oksidativnom stresu,
ucinkovitost endogenog antioksidativnog sustava je smanjena. Nakon zracenja, ROS pokrecu
lan¢anu reakciju peroksidacije lipida u stani¢noj membrani i zadiru u putove prijenosa signala
koji su ukljuéeni u ekspresiju gena koji reguliraju metabolizam kolagena. Uslijed signalne
kaskade dolazi do prekomjerne ekspresije matriksnih metaloproteinaza (MMP), kao $to su
MMP-1 (kolagenaza), MMP-3 (stromelizin) i MMP-9 (zZelatinaza) (Zillich i sur., 2015). Ovi
enzimi kataliziraju razgradnju odgovarajucih proteina i uslijed toga moze do¢i do progresivnog
gubitka funkcije koze i preuranjenog starenja (gubitak elasticiteta, duboke bore, gruba i hrapava
koza) (Vujnovi¢, 2022). Buduéi da se ekspresija MMP-a dogada u epidermalnim keratinocitima
i dermalnim fibroblastima, ovi slojevi koZe su posebno osjetljivi na oSte¢enja od sunca. Kako
bi podrzali endogeni antioksidativni sustav, antioksidansi se mogu unijeti putem prehrane ili
nanijeti izravno na kozu. Oni mogu ,,hvatati“ ROS i inaktivirati MMP §to rezultira normalnom
proizvodnjom strukturnih proteina koze (Zillich i sur., 2015). Polifenolni ekstrakti inhibiraju i
elastazu, ¢ime se neometano stvara elastin koji je odgovoran za ¢vrstocu i elasti¢nost koze
(Hoss i sur., 2021; Bordiga i sur., 2019). Osim starenja koze, jedan od slijede¢ih problema je
pigmentacija koze povezana s nakupljanjem i proizvodnjom melanina koji sintetizira enzim
tirozinaza. Fenolni spojevi imaju strukturne analoge sa supstratom tog enzima te stoga mogu
inhibirati proizvodnju melanina. Aktivnost inhibicije tirozinaze ne ovisi samo o koli¢ini
polifenolnih spojeva, ve¢ i1 o njihovoj raznolikosti. Rezultati su pokazali potencijalnu
kozmeticku primjenu polifenola kao aktivnog sastojka protiv hiperpigmentacije (Hoss i sur.,
2021). Sposobnost polifenola da djeluju kao fotoprotektori takoder je vazna za kozmeticke
primjene. Faktori zastite od sunca (engl. Sun Protection Factor, SPF) flavonoida, stilbena i
derivata hidroksicimetne kiseline, bili su od 7 do 29, $to odgovara ,,minimalnom" (SPF od 2 do
12) 1 ,,umjerenom“ (SPF od 12 do 30) svojstvu zaStite od sunca. Predtretman HaCaT
keratinocita s polifenolima ili fenolnim ekstraktima doveo je do smanjenog stvaranja ROS-a,
izazvano UVB zracenjem ili vodikovim peroksidom. Osim toga, uocena je prevencija ostecenja
DNA i prevencija stani¢ne apoptoze. Ova istrazivanja pokazuju da polifenolni ekstrakti mogu
biti korisni sastojci za kreme za suncanje i kozmeti¢ke proizvode za poslije suncanja. Buduci
da fotoosStecenja mogu dovesti do nastanka raka koze, gore opisana svojstva ukazuju na
pozitivne ucinke biljnih polifenola tijekom terapije protiv raka, ali realizirano je samo nekoliko
klinickih istrazivanja (Zillich 1 sur., 2015). Prema Xia i sur. (2010) fenolni spojevi su imali

dvostruki uc¢inak na stanice i proliferacija stanica je znacajno ovisila o dozi. Pri visokoj



koncentraciji polifenola izazvan je toksi¢ni u¢inak i inducirana smrt stanica. Rezultati nekih
istrazivanja su sugerirali da su negativni ucinci fenolnih spojeva povezani sa sinergisti¢kim
ucinkom nekih molekula te da koncentracija nije uvijek bila presudan faktor (Xia i sur., 2010).
Polifenoli mogu biti nestabilni i dovesti do stvaranja radikala ili se ponasati kao prooksidansi.
Kada djeluju kao antioksidansi, takoder mogu stvarati radikale, a ucinci na kozu nisu jo$
definirani. Nadalje, mogu stvarati produkte ¢ija potencijalna toksi¢nost takoder jo$ nije
dokazana (Soto i sur., 2015). Potrebno je dodatno istraziti dozu i sastav ekstrakata grozda za
sigurnu i zdravu primjenu (Xia i sur., 2010). Vecina znanstvenih istrazivanja je jo$ uvijek
povezana s istrazivanjem Korisnih svojstava polifenola i mehanizama njihovog bioloSkog
djelovanja (Hoss i sur., 2021).

Nakon povoljnih in vitro testiranja provedenih sa ekstraktima grozda, polifenoli su dodani
u razli¢ite kozmeticke proizvode kao $to su kreme, losioni, paste za zube i serumi, U svrhu

testiranja njihove in vitro i/ili in vivo djelotvornosti (Slika 2).
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Slika 2. Shematski prikaz zivotnog ciklusa Vitis vinifera, pocevsi od biljke, zatim

Losion

ekstrakcijskih tehnika te kozmetickih proizvoda u kojima se nalaze polifenoli koji imaju

bioloski utjecaj (prema Hoss i sur., 2021)

Zabiljezeno je da ekstrakt sjemenki Vitis vinifera (grozde) djeluje kao sredstvo za njegu

usne Supljine i sredstvo protiv karijesa, protiv prhuti, protiv gljivica, kao antimikrobno sredstvo,



antioksidans, aroma, stabilizator svjetlosti te kao sastojak krema za sunc¢anje i regeneraciju koze
(Soto i sur., 2015).

Bioloski aktivnhe komponente moraju biti oslobodene iz formulacije, doprijeti do koze 1
konacno prevladati barijeru i prodrijeti u epidermu i dermu. Oslobadanje aktivnih tvari i daljnje
prodiranje kroz kozu ovisi o svojstvima molekule kao §to su molekularna tezina 1 lipofilnost,
ali 1 formulacija nosaca. Formulacije moraju biti kemijski, fizicki 1 mikrobioloski stabilne kako
bi se osigurala stabilnost i isporuka aktivne tvari na ciljne slojeve koze (Zillich i sur., 2015).
Kozmeticka industrija treba kontrolirati ostatke pesticida i teSke metale koji mogu biti prisutni
u sastojcima porijeklom iz biljaka kako bi se ograni¢ile neéisto¢e u sastojcima prije mijeSanja
u kozmeti¢ku formulaciju (Soto i sur., 2015). Ipak, korisni u¢inci in vitro kao i in vivo pokazuju
ogroman potencijal polifenolnih ekstrakta kao aktivnih sastojaka u proizvodima za lokalnu

primjenu za prevenciju UV ostecenja, starenja koze kao i nastanka tumora (Zillich i sur., 2015).

2.2. ZELENA EKSTRAKCIJA

Godine 1991. kemicar P. T. Anastas je kroz program nazvan zelena kemija, koji se zasniva
na prihvatljivom usuglasavanju ekonomskih i ekoloskih zahtjeva tijekom proizvodnje razli¢itih
industrijski znacajnih kemikalija, ukazao na potrebu za smanjenjem Stetnih otapala te
pronalaskom novih, ekoloski prihvatljivih i neSkodljivih otapala koja se mogu reciklirati
(Radovi¢ 1 sur., 2021). Cijeli koncept je slozen i sazet u dvanaest nacela zelene kemije. Cilj
zelene kemije je dobivanje ekoloske i ekonomske koristi kroz nekoliko pravaca kao Sto su
biokataliza, koriStenje obnovljivih sirovina, ekonomska uc¢inkovitost, koristenje alternativnih
uvjeta reakcije (uz pomo¢ ultrazvuka i mikrovalova), kao i primjena nekonvencionalnih otapala
kao zamjena za opasna organska otapala. Sa stajaliSta zelene kemije, otapala trebaju biti:
nehlapljiva, kako bi se smanjilo oneciS¢enje zraka; nezapaljiva, zbog sigurnosti procesa;
stabilna, zbog recikliranja i potencijalno ponovne upotrebe; sintetizirana ekoloski prihvatljivim
sintetskim postupkom; netoksi¢na i biorazgradiva, zbog utjecaja na okolis (Radosevi¢ 1 sur.,
2016).

Otapala su dobila mnogo pozornosti u okviru zelene kemije Sto se pripisuje velikom
volumenu otapala koje se koristi u reakciji (obi¢no u fazi procis¢avanja) ili u formulaciji. Osim
toga, otapalo nije izravno odgovorno za sastav produkta reakcije niti je aktivna komponenta
formulacije. Stoga bi se uporaba toksi¢nih, zapaljivih ili ekoloski Stetnih otapala cinila
nepotrebnom jer te karakteristike nemaju utjecaja na funkciju ili poboljSanje sustava u kojem

se otapalo primjenjuje (Byrne i sur., 2016). S vremenom je doslo do toga da su se spojevi koji



su se prvo koristili kao otapala (npr. benzen, ugljikov disulfid i dietil eter) poceli mijenjati s
novim tvarima koje su bile u¢inkovitije ili manje opasne. Smanjeni utjecaj otapala moze se
posti¢i izbjegavanjem emisija i zamjenom Stetnih otapala $to obi¢no zahtijeva velike inovativne
promjene u reakcijskom inZenjerstvu i procesnoj tehnologiji. Zamjene za trenutno koristena
otapala vrSe se ili prenamjenom postoje¢ih kemijskih tvari ili otkrivanjem nekih potpuno novih
materijala (Winterton, 2021).

Osim toga, otpad u svim njegovim oblicima, njegovim izvorima (kuéanskim,
institucionalnim i industrijskim), utjecaju i metodama konac¢nog zbrinjavanja je ve¢ dugo
predmet javne brige. U posljednjih 40-50 godina sve je veci naglasak (kroz zakone, propise,
pritisak javnosti i konkurenciju) na koli¢inu proizvedenog otpada, osobito u kemijskoj industriji
(Winterton, 2021). Danas je potreba za ograni¢avanjem hlapljivih otapala ukljuena u
zakonodavstvo i politiku Europske unije u podru¢ju o¢uvanja okolisa za razdoblje od 2010. do
2050. godine. Pri odabiru otapala za primjenu u industrijskom mjerilu iznimno je vazan i utjecaj
njihove primjene na ukupnu ekonomsku racunicu. Zbog netoksicnosti 1 nezapaljivosti te
dostupnosti 1 niske cijene, voda se namece kao najbolji izbor te se upotrebljava u industrijskim
razmjerima. Ipak, zanemariva topljivost mnogih organskih i organometalnih spojeva u vodi,
visoko taliste (Tt =0 °C) te visoka molarna entalpija isparavanja (AHv = 40,65 kJ mol 1) glavni
su ogranicavajuci faktori primjene vode kao otapala u kemijskoj i biotehnoloskoj industriji.

Na scenu dolaze nova otapala kao $to su ionske kapljevine, superkriti¢ni i subkriti¢ni fluidi,
fluorirana otapala te otapala dobivena iz prirodnih ili obnovljivin izvora (npr.

niskotemperaturna eutekticka otapala i otapala na bazi glicerola) (Radovi¢ i sur., 2021).

2.2.1. Niskotemperaturna eutekticka otapala

Niskotemperaturna eutekticka otapala (DES) su otapala koja bi potencijalno mogla pojacati
stabilnost bioloski aktivnih spojeva kao $to su polifenoli (Pani¢ i sur., 2021). Opéenito,
eutekticka se otapala definiraju kao eutekticka smjesa dvije ili viSe komponenata koje pri
odredenim uvjetima mogu tvoriti kapljevinu zbog formiranja jakih vodikovih veza izmedu
prisutnih komponenata. Snizenje taliSta (Tt) uzrokovano je delokalizacijom naboja uslijed
formiranja snaznih intermolekulskih interakcija (npr. vodikove, ionske i van der Waalsove
veze). U toj tocki sustav djeluje kao cjelina pa kruti sustavi postaju kapljeviti. Pojam
niskotemperaturna eutekticka otapala odnosi se na eutekticke smjese kod kojih dolazi do
znacajnog snizenja Tt te su ove smjese Cesto kapljevine pri sobnoj temperaturi (Radovi¢ 1 sur.,

2021).



DES su mjeSavina donora vodikove veze (HBD), npr. Secera, poliola, aminokiselina, amida
1 akceptora vodikove veze (HBA), kao Sto je kolin klorid, u definiranom stehiometrijskom
omjeru (Pani¢ i sur., 2021). Obi¢no su komponente DES-a netoksicane, jeftine i lako dostupne
(Dabeti¢ i sur., 2019). Niskotemperaturna eutekti¢ka otapala se obi¢no dijele na Cetiri vrste: tip
I (kvaterna sol i halogenid metala poput Zn, Sn, Fe), tip Il (kvaterna sol i halogenid metala
poput Cr, Co, Fe), tip Il (kvaterna sol i donor vodikove veze poput amida, kiseline i alkohola)
itip IV (halogenid metala i donor vodikove veze poput amida i alkohola). Buduéi da se temelje
na mjesavini jeftinih i lako dostupnih spojeva (netoksi¢ne kvaterne amonijeve soli koja
predstavlja akceptor vodikove veze te nenabijenog donora vodikove veze poput Secera, poliola,
amida 1 organskih kiselina), ve¢ina niskotemperaturnih eutektickih otapala pripadaju skupini
III. U sastav niskotemperaturnih eutektickih otapala moze ulaziti i voda kao idealan spoj za
stvaranje vodikove veze. Takoder, prisutnost odredene koli¢ine vode u niskotemperaturnom
eutektickom otapalu doprinosi smanjenju viskoznosti 1 gustoce otapala, §to je iznimno vazno
kod njegove primjene (Radovié i sur., 2021).

Moguce je dizajnirati otapala sa specificnim fizikalno-kemijskim svojstvima za posebne
namjene. Eksperimentalno, prona¢i optimalni DES za Zeljenu ekstrakciju spojeva je skup i
dugotrajan proces. Kako bi se ustedjeli vrijeme i novac i smanjio broj eksperimenata, koristi se
softver COSMOtherm. Trenutno, Conductor-like Screening Model for Real Solvents za stvarna
za rangiranje otapala. lako nije bio razvijen za DES-ove, moguce je izraditi vlastitu bazu
podataka pomocu softvera TmoleX. Kombinacija ovih dvaju softvera omogucuje racunalno
rangiranje DES-ova ovisno o topljivosti ciljanih molekula (Pani¢ i sur., 2021). Usporedba
izraCunatih svojstava pruza zadovoljavaju¢e informacije o stabilnosti 1 ucinku odabranih
niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala. Postoji relativno dobro slaganje izmedu predvidenih
vrijednosti fizikalno-kemijskih svojstava i onih navedenih u literaturi (Benabid i sur., 2019).

DES-ovi se mogu lako sintetizirati mijeSanjem HBA i HBD nakon blagog zagrijavanja (60—
90 °C) od 30 minuta do jednog sata (Chen i sur., 2019). Osim toga mogu se pripremiti i
isparavanjem, susenjem smrzavanjem, mljevenjem, zagrijavanjem uz pomo¢ ultrazvuka te
pomocu mikrovalova. Priprema DES-ova zagrijavanjem uz mijeSanje najceS¢a je koriStena
metoda jer je ekonomicna i omogucuje jednostavno odrzavanje konstantne temperature (MiSan
i sur., 2020).

Prema strukturi, odnosno funkciji niskotemperaturnih eutektickih otapala, uvedeni su
razli¢iti pojmovi kojima se definiraju podvrste tih otapala. Pod pojmom prirodna

niskotemperaturna eutekticka otapala (engl. Natural Deep Eutectic Solvents, NADES)
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podrazumijevaju se otapala kod kojih su komponente iz prirodnih izvora, poput poliola, Secera,
organskih kiselina, aminokiselina i masnih kiselina. Za ve¢inu NADES-a dokazano je da su
niske toksi¢nosti. Nedavno je uveden i pojam terapeutska niskotemperaturna eutekticka otapala
(engl. Therapeutic Deep Eutectic Solvents, THEDES) kao nova klasa eutektickih otapala kojima
je jedna komponenta djelatna tvar lijeka (engl. Active Pharmaceutical Ingredient, API). Takva

DES- ovi su u skladu s nacelima zelene kemije, a cijena DES-a je usporediva s cijenom
konvencionalnih otapala. DES-ovi su kemijski i toplinski stabilni, nehlapljivi, nezapaljivi,

netoksicani 1 biorazgradivi (Pani¢ i sur., 2021).

2.2.1.1. Svojstva eutektickih otapala

Osim dobrih ekonomskih i ekoloskih svojstava, DES-ove je moguce dizajnirati da budu
specifi¢nih fizikalno-kemijskih svojstava ovisno o namjeni (Pani¢ i sur., 2021). VazZna
fizikalno-kemijska svojstva na koja se moze utjecati prilikom izrade DES-a su taliste, gustoca,
viskoznost, polarnost i pH vrijednost.

Kao $to je ve¢ spomenuto, eutekticka otapala nisu Cisti spojevi ve¢ smjese dvaju ili vise
Cistih spojeva. Takav sustav je predstavljen faznim dijagramom ¢vrsto-tekuce, koji pokazuje
temperaturu taljenja u funkciji sastava smjese. ToCke smrzavanja vecine eutektickih otapala
obi¢no se krecu izmedu -69 i 149 °C, ali sve imaju tocku talista nizu od 150 °C (El Achkar i
sur., 2021). NajviSe se primjenjuju ona otapala koja imaju taliSte ispod 50 °C pa se mogu
upotrebljavati na sobnoj temperaturi (Radovi¢ i sur., 2021). Nije pronadena korelacija izmedu
toCke smrzavanja eutektickog otapala 1 taliSta njegovih Cistih komponenti, ali je uoceno da
donor vodikove veze ima utjecaj na taliste (E1 Achkar i sur., 2021).

Gustoca niskotemperaturnih eutekti¢kih krece se u rasponu p = 1,1 — 1,4 g cm™ §to je vece
od gusto¢e vode i tradicionalnih organskih otapala (npr. etanol, metanol, etil-acetat i dr.)
(Radovi¢ 1 sur., 2021). Gusto¢a DES-a moze varirati ovisno o vrsti koriStenog HBD-a, stoga ¢e
DES na bazi etilen glikola imati manju gusto¢u u usporedbi s DES-om na bazi glicerola.
Takoder, DES s ve¢im molarnim omjerom HBA prema HBD ima manju gusto¢u (Hansen i sur.,
2020). Gusto¢a DES-a ovisna je 1 o temperaturi; linearno se smanjuje povecanjem temperature
(El Achkar i sur., 2021). Vecina eutektickih otapala pokazuje visoke vrijednosti viskoznosti u
rasponu 1 = 0,02 — 0,5 Pa s (Radovi¢ i sur., 2021), §to se uglavnom pripisuje mrezi vodikovih
veza izmedu komponenta otapala. Tako otapala na bazi Sefera imaju vece vrijednosti

viskoznosti u odnosu na otapala na bazi poliola. Zaklju¢eno je da viskoznost eutektickih otapala
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ovisi o prirodi komponenti otapala, njihovom molarnom omjeru, temperaturi i sadrzaju vode
(El Achkar i sur., 2021). Optimiranjem sadrzaja vode u DES-u mogu se smanjiti problemi s
prijenosom mase i pumpanjem kada se DES-ovi primjenjuju na industrijskoj razini. U mnogim
sluajevima, dodavanjem vode izmedu 20 i 30 % (w/w) smanjuje se viskoznost DES-a i
povoljno se utjeCe na prinos ekstrakcije polarnih i nepolarnih spojeva (Dabeti¢ i sur., 2019).

Priroda komponenti otapala i sadrzaj vode utjeCe i na pH vrijednost. Tako su otapala s
organskom kiselinom kao donorom vodikove veze kisela (pH < 3), dok su otapala koja sadrze
amid kao donor vodikove veze bazi¢na (pH > 8). Povecanje pH vrijednosti s poveéanjem
sadrzaja vode pojavljuje se kod otapala s iznimno niskim pH vrijednostima. Suprotno, kod
otapala s pH u gornjem podrucju kiselosti, pH vrijednost smanjuje se s pove¢anjem sadrzaja
vode (Radovi¢ i sur., 2021).

DES-ovi se s obzirom na polarnost dijele na hidrofilne i hidrofobne, $to je bitno za proces
ekstrakcije. Hidrofobni DES-ovi su prikladni za ekstrakciju organskih i anorganskih analita iz
vodenih uzoraka, dok su hidrofilni DES-ovi prikladni za ekstrakciju analita iz niskopolarnih
uzoraka (Chen i sur., 2019). Najcesce se koriste polarna otapala, od kojih su otapala na bazi
organskih kiselina najpolarnija, dok su ona na bazi Secera i poliola najmanje polarna (Misan i
sur., 2020).

Upravo zbog Sirokog raspona u vrijednostima fizikalno-kemijskih karakteristika,
niskotemperaturna eutektiCka otapala smatraju se dizajniranim otapalima. Izborom sastavnica
1 njihovim omjerom moguce je upravljati karakteristikama otapala te samim time utjecati na

uspjesnost njihove primjene (Radovié i sur., 2021).

2.2.1.2. Primjena eutektickih otapala u ekstrakciji bioloski aktivnih spojeva

Industrija se suo€ava s novim izazovima: kako uspostaviti ekoloski prihvatljivije i1 sigurnije
procese, a da njihova proizvodnja bude ekonomski odrZiva. Ekstrakti spremni za upotrebu
mogu biti savrSeno rjeSenje za pripremu proizvoda koji sadrze sekundarne biljne metabolite
namijenjene ljudskoj prehrani jer priprema takvih ekstrakata ne zahtijeva procese proc¢is¢avanja
¢ime se reduciraju troskovi i1 vrijeme. Upravo eutekti¢ka otapala mogu biti idealna otapala za
njihovu pripremu.

Posljednjih se godina eutekticka otapala intenzivno proucavaju u: (1) podruéju
elektrokemije; (2) sintetskoj kemiji i (bio)katalizi; (3) biotehnologiji i prehrambenoj tehnologiji
u procesima ekstrakcije bioaktivnih spojeva iz prirodnih izvora; (4) separacijskim procesima;

(5) farmaceutskom inzenjerstvu; (6) biomedicini. Novija istrazivanja ukazuju na postojanje
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NADES-a u zivim stanicama kao tre¢eg medija u organizmu, stoga bi mogla biti od iznimnog
znacaja u biotehnologiji, biomedicini i farmaceutici buduci da oponaSaju prirodne uvjete u
stanici za stabilizaciju biomolekula (npr. proteina, enzima, nukleinskih kiselina) (Radovi¢ i sur.,
2021).

Postoji veliki interes za koriStenjem komine grozda u razli¢itim podrucjima za dobivanje
bioloski aktivnih spojeva, uglavnom fenolnih spojeva koji imaju znacajno antioksidativno
djelovanje (Sokac i sur., 2022). Tako su u radu Pani¢ i sur. (2021) ispitane razliite vrste DES-
ova za ekstrakciju polifenola iz komine grozda. Ekstrakt pripremljen u DES-u betain:glukoza
(1:1, 30 % vode) sadrzavao je najveéi ukupni prinos polifenola (26,07 mg g™t komine), analogno
onom dobivenom s etanolom kao referentnim otapalom (26,06 mg g komine). Time je
naglaSena moguénost zamjene konvencionalnog otapala DES-om u procesu ekstrakcije, a osim
toga ekstrakti pripremljeni u DES-u mogli bi imati drugaciju i/ili pobolj$anu biolosku aktivnost
od ¢istih polifenola. RadoSevi¢ i sur. (2016) su pokazali da razli¢ite pH vrijednosti i polarnost
DES-ova utjeCe na izolaciju razli¢itih spojeva; DES-ovi s organskim kiselinama dobro
ekstrahiraju antocijane, dok je za druge fenolne spojeve bolje izabrati DES-ove sa Secerima.
Eutekticka otapala na bazi kolin klorida imaju visoku sposobnost stabilizacije fenolnih spojeva,
a mogu se koristiti i za stabilnost enzima i enzimske reakcije (Dabeti¢ i sur., 2019). Pani¢ i sur.
(2021) uocili su 15 % veci stimulacijski ucinak ekstrakata pripremljenih u DES-u na HaCaT
stanice, u odnosu na etanol. U¢inak je bio proporcionalan koncentraciji polifenola u ekstraktu.
Dobiveni rezultati upucuju na moguénost primjene ekstrakata pripremljenih u DES-ovima u
kozmetickoj industriji; kao zastita stanica koze od oksidativnog stresa i poticanje proliferacije
stanica. lako se NADES-i sastoje od prirodnih spojeva, mogu¢ je sinergijski uc¢inak izmedu
komponenti §to moze rezultirati drugacijim toksikoloskim profilom NADES-a. Kao i bioloska
aktivnost ekstrakta, mora se dodatno dokazati da je takva primjena NADES-a sigurna za
komercijalnu i industrijsku upotrebu. Ispitani NADES-i (kolin Kklorid: glukoza, kolin klorid:
fruktoza, kolin klorid:ksiloza, kolin klorid: glicerol 1 kolin klorid: jabu¢na kiselina) u radu
Radosevi¢ 1 sur. (2016) posjedovali su nisku citotoksi¢nost 1 bili su, dakle, dobri kandidati za
zelenu ekstrakcija fenola iz pokoZice grozda. Cetiri od pet ekstrakta imala su antiproliferacijski
ucinak na tumorske stanice (HeLa i MCF-7) za razliku od klasi¢nog metanolnog ekstrakta.

Bitno svojstvo je da se DES-ovi mogu koristiti kao odrziva otapala zbog niske cijene
pocetnih materijala (urea, ChCl, Seceri i organske kiseline). DES-ovi se sve viSe koriste i za
analizu hrane u predtretmanima uzoraka (ekstrakcija ili razdvajanje komponenti). Zbog
svojstva nehlapljivosti mogu se Kkoristiti za brzu analizu hrane pomo¢u HPLC-a ili UV-Vis

spektrofotometrije (Chen i sur., 2019).
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Eutekticka otapala omoguc¢avaju unaprjedenje postojecih 1 uspostavljanje novih procesa, ali
1 osiguravaju vodenje procesa sigurnih za ljude i1 okoliS. Potrebno je proSirenje temeljnih
istrazivanja o svojstvima tih otapala, kao i razvoj matematickih modela i alata za njihovo

dizajniranje, prije primjene u industriji (Radovic i sur., 2021).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Komina

Pri izradi ovog rada koriStena je komina hrvatske autohtone sorte grozda Vitis vinifera cv.
Grasevina, dobivena od Kutjevo d.d. Komina je osusena u susioniku i mljevena te je cuvana na

sobnoj temperaturi prije upotrebe.

3.1.2. Kemikalije

e  Aceton, Kemika, Zagreb, RH
e  Antibiotik, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e  Betain, 98 %, Sigma-Aldrich. St. Louis, SAD
° Cinkov klorid, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e  Destilirana voda, PBF
e  DMSO (dimetil sulfoksid), Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e  Dulbeccov modificirani Eagleov medij (DMEM), Ebsdorfergrund, Njemacka
. EDTA, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e  FBS (Fetal Bovine Serum), GIBCO Invitrogen Corporation, Auckland, Novi Zeland
e  Fenol, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e  Folin-Ciocalteau reagens, Kemika, Zagreb, RH
e  Galna kiselina, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e  Kalcijev klorid, Kemika, Zagreb, RH
e  Kolagenaza (iz Clostridium histolyticum), Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e  Kositrov (1) klorid dihidrat, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e  Leucin, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e  Limunska kiselina monohidrat, Kemika, Zagreb, RH
° Metanol, Merck, Dormstad, Njemacka
e MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolij], Promega, SAD
e Natrijev citrat dihidrat, Kemika, Zagreb, RH
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e Natrijev karbonat, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e Ninhidrin, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e  PBS pufer, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e  PEG 6000 (polietilen glikol), Acros Organics, Geel, Belgija
e  Saharoza, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e  Sumporna kiselina, Kemika, Zagreb, RH
° Tripan plavo, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e  Tripsin, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e  Tris-HCI, Angus Chemical, lllinois, SAD
e Zelatina, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Sve kemikalije koriStene u ovom radu bile su analiti¢ke cistoce, a voda koriStena u

sintezi eutektickih otapala i pripravi otopina bila je destilirana voda PBF-a.

3.1.3. Otopine i puferi

e  Citratni pufer (0,2 M; pH=5,0)

Natrijev citrat dihidrat 3,959
Limunska kiselina monohidrat 1,889
Destilirana voda do 100 mL

e Otopina kositrovog (I1) klorida dihidrata
Kositrov (I1) klorid dihidrat 80 mg
Citratni pufer 50 mL

e Otopina ninhidrina
Ninhidrin 059
DMSO 10 mL

e Reakcijski pufer

Tris-HCI (50 mM; pH=7,5) 605,7 mg
Kalcijev klorid (5 mM) 55,49 mg
Cinkov klorid (1 uM) 1,36 pg
Destilirana voda do 100 mL
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e  Quench pufer

PEG (12 % wiv) 1,2¢g
EDTA (25 mM) 73,06 mg
Destilirana voda do 10 mL

e Folin-Ciocalteau reagens
FC reagens 10 mL
Destilirana voda do 100 mL

e Otopina natrijevog karbonata
Na;COs 759
Destilirana voda do 100 mL

3.1.4. Stani¢ne linije

Koristena je besmrtna stani¢na linija HaCaT keratinocita iz koze odrasle osobe dobivena od
CLS Cell Lines Service GmbH (Eppelheim, Njemacka). Stanice se uzgajaju u Petrijevim
zdjelicama za kulture stanica. Optimalni uvjeti odrzavanja HaCaT stani¢ne linije su 37 °C te
atmosfera koju ¢ini 95 % zraka i 5 % CO.. Za rast je koriSten Dulbeccov modificirani Eagleov
medij (DMEM) kupljen od Capricon Scientific GmbH (Ebsdorfergrund, Njemacka) uz dodatak
5% FBS i 1 % antibiotika.

3.1.5. Oprema

e Analiticka vaga, Sartorius, Entris, Njemacka

e (Citat ploca, Tecan, Mannedorf, Svicarska

e Digitalna vaga BAS 31 plus, Boeco, Njemacka

e Hiladnjak (4 °C i -20 °C), Gorenje, Slovenija

e HPLC, Agilent1200 Series, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD

e Inkubator s kontroliranom atmosferom CO-

e Komora za sterilni rad, Kambic, Slovenija

e Laboratorijski pribor (epice, epruvete, kivete, laboratorijske Case, lijevak, menzure,
nastavci za pipete, odmjerne tikvice, pipete, sterilni filtar, viale)

e  Magnetska mijeSalica s grijanjem, RTC Basic, IKA Werke, Njemacka

e Neubauerova komorica za brojanje stanica, Assistant, Bright-Line, Njemacka
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e  Orbitalni homogenizator/inkubator, Biosan, Riga, Latvija
e Petrijeve zdjelice za uzgoj stanica, Thermo Fisher Scientific, Drive Rocherster, NY,
SAD

e Ploce s 96 jazica, Thermo Fisher, USA
e Svjetlosni mikroskop, Zeiss, Njemacka

e UV-Vis spektrofotometar, XUB Series Digital Ultrasonic Baths, BioSan, Latvija

3.2. METODE RADA
3.2.1. Karakterizacija komine grozda

Prije provedbe eksperimenata, komina grozda sorte Grasevina je okarakterizirana te je

odreden udio suhe tvari, polifenola, tanina, ukupnih ugljikohidrata te vinske kiseline.

3.2.1.1. Udio suhe tvari

Za odredivanje suhe tvari koriStena je metoda susenja u susioniku pri atmosferskom tlaku i
temperaturi od 100 °C. U prethodno osusene i izvagane posudice odvagano je 3 g uzorka te su
uzorci suSeni do postizanja konstante mase. Nakon hladenja u eksikatoru, posudice su izvagane,

a udio suhe tvari izracunat je prema sljedecoj jednadzbi:

Went [%] = 22222 % 100 [1]

mi—mg
Pri ¢emu je:
mo — masa posudice [g]
M1 — masa iste posudice s ispitivanim uzorkom prije susSenja [g]
Mz — masa iste posudice s ostatkom uzorka nakon suSenja [g]

Rezultat se izrazava kao aritmeticka sredina dvaju mjerenja uzorka.

3.2.1.2. Udio polifenola

U tikvicu s okruglim dnom odvagano je 10 g samljevenog uzorka komine grozda te je
dodano 100 mL 80 %-tnog metanola. Ekstrakcija je provedena uz mijesanje i refluks kroz 2

sata pri 80 °C. Nakon ekstrakcije slijedi filtracija kroz filter papir postavljen na Biichnerov
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lijevak. Udio polifenola odreden je Folin-Ciocalteu metodom kako je opisano u poglavlju
3.2.4.1.

3.2.1.3. Udio tanina

U tikvicu s okruglim dnom odvagano je 10 g samljevene komine grozda te je dodano 100
mL 70 %-tnog acetona. Ekstrakcija je provedena uz mijesanje i refluks kroz 2 sata pri 80 °C.
Slijedi filtracija kroz filter papir postavljen na Blichnerov lijevak. Udio tanina odreden je Bate-
Smith metodom.

U dvije staklene epruvete otpipetirano je po 1 mL razrijedenog uzorka, 0,5 mL destilirane
vode te 1,5 mL koncentrirane klorovodi¢ne kiseline nakon ¢ega su epruvete hermeticki
zatvorene. Jedna epruveta je ostavljena na sobnoj temperaturi, a druga u vodenoj kupelji na 100
°C kroz 30 minuta. Reakcija je zaustavljena hladenjem u ledu, nakon ¢ega je dodano 250 pL
etanola te je izmjerena opticka gustoca pri 550 nm. Destilirana voda sluzila je kao slijepa proba.

Koncentracija tanina izracunata je prema sljedecoj jednadzbi:

Tanini [g L] =19,33* (A1 - AY) [2]
Pri ¢emu je:
19.33- faktor prera¢unavanja
A:- opticka gustoca hidroliziranog uzorka

Az-opticka gustoca nehidroliziranog uzorka

Koncentracija ukupnih tanina u komini grozda preracuna se i izrazi u mg g* suhe tvari (s.

tv.) pokozice.

3.2.1.4. Udio ukupnih ugljikohidrata

U tikvicu s okruglim dnom odvagano je 10 g samljevene komine grozda te je dodano 100
mL vode. Ekstrakcija je provedena uz mijeSanje i refluks kroz 2 sata pri 60 °C. Nakon toga
slijedi filtracija kroz filter papir postavljen na Biichnerov lijevak. Udio ugljikohidrata odreden
je Phenol-sulfuric metodom.

1 mL razrijedenog uzorka i 1 mL demineralizirane vode otpipetirano je u epruvetu te je
dodano 0,05 mL 80 %-tne otopine fenola. Zatim je naglo dodano 5 mL H2SOs. Otopina je

snazno promijesana i ostavljena 10 min na sobnoj temperaturi kako bi se ohladila. Zatim je
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izmjerena apsorbancija pri 490 nm na UV-Vis spektrofotometru. Glukoza je koriStena kao
standard te je udio ugljikohidrata izra¢unat iz bazdarne krivulje koja prikazuje ovisnost

apsorbancije o koncentraciji glukoze (mg L™) prikazane na Slici 3.

Jednadzba pravca glasi:

Y =0,0086x — 0,0162, R? = 0,9896 [3]
Pri cemu je:

Y —apsorbancija pri 490 nm,

x —koncentracije glukoze (mg L™)

Konaéni rezultati su izrazeni kao mg glukoze g suhe tvari komine.

1,2

1 y=0,0086x-0,0162 @
R?=0,9896 .-
0,8

< 0,6
0,4
0,2 ._.-".

0 20 40 60 80 100 120
y (glukoza) [mg L]

Slika 3. Ovisnost apsorbancije o koncentraciji glukoze (mg L) (bazdarni pravac)
3.2.1.5. Udio vinske kiseline
U tikvicu s okruglim dnom odvagano je 10 g samljevene komine grozda te je dodano 100
mL vode zakiseljene sa H2SO4 na pH 3. Ekstrakcija je provedena uz mijesanje kroz 2 sata pri

80 °C. Slijedi filtracija kroz filter papir postavljen na Biichnerov lijevak. Udio vinske kiseline

odreden je pomoc¢u HPLC-a.
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3.2.2. Procjena topljivosti polifenola u eutekticnim otapalima pomoc¢u programa COSMOtherm

Model COSMO-RS koristi se za racunalno predvidanje eutekticne toCke i topljivosti
komponenata u eutekticnom otapalu. Metoda zapoCinje prora¢unima optimalne geometrije
molekula te volumne i povrSinske raspodjele elektriénog naboja. Prorac¢unima se dobivaju o-
profili, a program za izradu je BIOVIA TmoleX19 version 2021 (Dassault Systemes, Paris,
France). o-potencijali izraduju se pomoc¢u programskog paketa COSMOtherm version 20.0.0.
(Dassault Systemes, Paris, France).

U programu se dobije logaritam koeficijenta aktivnosti, In(y), koji iskazuje topljivost
zeljene tvari. Manji koeficijent aktivnosti ukazuje na vecu topljivost u otapalu i obrnuto. Tablica
1 prikazuje molarne omjere NADES-a u kojima je testirana topljivost katehina kao

najzastupljenijega polifenola u grozdu (Yu i Ahmedna, 2013).

Tablica 1. Molarni omjeri prirodnih niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala (NADES-a) u
kojima je testirana topljivost katehina

Popis NADES Molarni Popis NADES Molarni
sustava Kratice omjer sustava Kratice omjer
Betain:limunska 11 Jabu¢na 11
kiselina B:CA ' kiselina:fruktoza Ma:Fru '
. 5:2 _ Jabucna 11
Betain:glukoza B:Glc ] kiselina:glukoza Ma:Glc '
o 12 Proli_n J a_buéna 11
Betain:glicerol B:Gly ) kiselina Pro:Ma '
Betain:jabu¢na 11 Saharoza:etilen- 1:9
kiselina B:Ma ' glikol Suc:EG '
Betain:etilen- 11 Sorbitol:etilen- 1:9
glicol B:EG ) glikol Sol:EG '
11 Ksiloza:etilen- 12
Betain:ksiloza B: Xyl ' glikol XylLEG '
L mentol:D,L ) )
Betain:saharoza B:Suc 4l kampor Me:Cam 1
Kolin- L mentol:salicilna
Klorid:fruktoza | ChCI:Fru 11 kiselina Me:SA | 401
Kolin- L mentol:oksalna
Klorid:glukoza | ChCI:Glc 11 kiselina Me:C8 11
Kolin- L
klorid:jabu¢na 1:1 mentol:dekanska Me:C10 1.1
kiselina ChCh:Ma kiselina
Kolin- L mentol:linolna
klorid:oksalna 1:1 kiselina Me:C18:2 1:01
kiselina ChCI:OxA
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Tablica 1. Molarni omjeri prirodnih niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala (NADES-a) u

kojima je testirana topljivost katehina — nastavak

klorﬁ?slj)nri)itol chel-Sol 1:1 L mentol:timol Me:Ty 3:2(3C)
kiseliiirrwglffr;iﬁoza CA:Fru 11 Timi(()ilégﬁtna; e Ty:C8 1:03
kisell_ifr:Ta]gsr;ﬂ;oza CA:Suc 11 T-imoI:kumarin Ty-Cou (2§.§C)
kisc!_l :rr;lfglstlj(ljoza CA:Glc 11 Tlmﬁ::s(itlaii;a;mka Ty:C10 1.01
Glukoza:fruktoza Glc:Fru 11

3.2.3. Priprema niskotemperaturnih eutektickih otapala

Eutekti¢no otapalo pripremljeno je u staklenim bo¢icama. Prema programu COSMOtherm
odabrano je otapalo sastavljeno od betaina i saharoze (B:Scu) u molarnom omjeru 4:1. 1z omjera
komponenti, izracunata je masa sastojaka te je dodan zeljeni udio vode (50 %). Bocica sa
smjesom je stavljena na tresilicu pri 60 °C te je mijeSana kroz 2-4 sata dok nije nastala

homogena i prozirna tekuc¢a smjesa. Otapalo se ¢uva na sobnoj temperaturi do koristenja.

3.2.4. Priprema ekstrakta komine grozda bogatih polifenolima

Prethodno osusSena komina usitnjena je sjeckalicom. Zatim su ekstrakcijom u vodi, pri
sobnoj temperaturi i uz mijesanje, uklonjeni ugljikohidrati kako ne bi ometali daljnju obradu.
Odvagan je 1 g komine te je dodano 10 mL NADES-a. Za usporedbu je odvagan 1 g komine te
je dodano 10 mL 80 %-tnog metanola ili 70 %-tnog etanola. Za svako otapalo napravljene su
po dvije paralele. Ekstrakcija je provedena na 50 °C tijekom 60 minuta na termostatiranoj
tresilici. Nakon ekstrakcije slijedi vakuum filtracija preko Biichnerovog lijevka u Falcon kivete.

Ekstrakti su ¢uvani na +4 °C do slijedeceg koristenja.

3.2.4.1. Odredivanje ukupnih polifenola Folin-Ciocalteau reagensom

Metoda za odredivanje ukupnih polifenola se temelji na redukciji smjese fosfovolframove
I fosfomolibdenove kiseline uz oksidaciju polifenola. Reakcijom nastaju volframov oksid i
molibdenov oksid uz razvoj plavog obojenja. Intenzitet obojenja proporcionalan je udjelu

polifenola u uzorku.
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Ekstrakti su najprije razrijedeni 20 puta destiliranom vodom. 0,25 mL razrijedenog uzorka

otpipetirano je u epruvetu te je dodano 1,25 mL FC reagensa (razrijedenog 10 puta). Reakcija

se provodi 5 minuta pri sobnoj temperaturi. Zatim je dodan 1 mL Na>COs, a epruvete su

termostatirane 5 minuta pri 50 °C. Reakcija se zaustavlja hladenjem epruveta u ledu. Nakon

toga slijedi mjerenje apsorbancije na UV/Vis spektrofotometru pri A=760 nm. Mjerenja su

provedena u tri paralele.

Standard za ovu metodu je galna kiselina. Za razli¢ita razrjedenja galne kiseline izraden je

bazdarni pravac ovisnosti apsorbancije o koncentraciji galne kiseline (mg L™). Izracunate su

srednje vrijednosti paralela koje su uvrStene u jednadzbu bazdarnog pravca. Bazdarni pravac

prikazan je na Slici 4.

14
D
12
1 -
0,8 -
<
0,6 - y =0,0128x + 0,0503
R? =0,9905
04 -
0,2 -
0 T T T T T
0 20 40 60 80 100
y (galna kiselina) mg L

120

Slika 4. Bazdarni pravac ovisnosti apsorbancije 0 koncentraciji galne kiseline (mg L™)

(Sango, 2017)

Jednadzba pravca glasi :

Y =0,0128x + 0,0503, R?= 0,9905

Pri ¢emu je:

Y —apsorbancija pri 760 nm,

x —koncentracije galne kiseline (mg L)

Kona¢ni rezultati su izraZeni kao mg polifenola g™ suhe tvari komine.

[4]
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3.2.4.2. Odredivanje polifenola u komini grozda primjenom tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC)

Kvalitativna i kvantitativna analiza polifenola u ekstraktima grozda provedena je
primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotovornosti s UV-DAD detektorom.
Kromatografska analiza provedena je na HPLC uredaju Agilent1200 Series (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, SAD) uz module binarne pumpe (Bin Pump SL G1312B),
degazera (G1379B), autosampler-a (HiP-ALS G1367B), termostata autosampler-a (FC/ALS
Term G1330B), modula kolone (TCC SL G1316B) te uz detekciju na PDA detektoru (DAD SL
G1315C). Polifenoli su razdvojeni na Poroshell 120 SB-C18 koloni dimenzija 4,6 x 150 mm, 4
pum. Injektirani volumen uzoraka bio je 15 pL. Mobilne faze bile su otapalo A (0,25 % octena
kiselina) i otapalo B (acetonitril) pri temperaturi od 40 °C i protoku 1 mL min?. Uvjeti

kromatografske analize prikazani su u Tablici 2.

Tablica 2. Uvjeti kromatografske analize

HPLC uvijeti
Kolona Poroshell 120 SB-C18
4,6 X 150 mm, 4 um
Mobilna faza Otapalo A 0,25 % octena kiselina
Otapalo B Acetonitril
Vrijeme analize (min) 25
Temperatura (°C) 40
Protok (mL min-t) 1
Volumen injektiranja (uL) 15
Eluiranje Gradijentno Vrijeme Otapalo
(min)
A% B %
0,00 90,00 10,00
7,50 85,00 15,00
15,00 73,00 27,00
25,00 90,00 10,00
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Identifikacija i kvantifikacija je provedena usporedbom retencijskog vremena spojeva i
vanjskih standarda katehina, epikatehina, epigalokatehina i rutin trihidrata kao

najzastupljenijih polifenola u grozdu. Rezultati su izrazeni kao mg g* suhe tvari biomase.

3.2.5. Odredivanje inhibicije aktivnosti kolagenaze

Pripremljeno je nekoliko razrjedenja ekstrakta otopljenih u NADES-u (720, 600, 450, 300
i 150 mg mL™) i ekstrakta otopljenih u metanolu (400, 300, 200 i 100 mg mL™). Reakcijska
smijesa pripremljena je u epici. Najprije je otpipetirano 343 uL otopine Zelatine (1,9 mg mL™)
u reakcijskom puferu te je dodano 7 puL ekstrakta. Smjesa se inkubira 5 minuta pri sobnoj
temperaturi. Zatim je dodano 7 pL otopine kolagenaze (1 mg mL™), a reakcija se provodi kroz
10 minuta pri 37 °C. U novu epicu otpipetirano je 50 pL reakcijske smjese i dodano je 50 pL
quench pufera za zaustavljanje reakcije. Za razvoj obojenja dodano je 500 pL prethodno
pripremljenog ninhidrin reagensa. Smjesa se inkubira 10 minuta na 80 °C nakon ¢ega slijedi
hladenje na ledu. Slijedi mjerenje apsorbancije na 570 nm. Mjerenja su provedena u tri paralele.
Kao pozitivna kontrola koriStena je otopina galne kiseline, a kao negativna kontrola destilirana
voda.

Standard za ovu metodu je leucin. Za razlicita razrjedenja otopine leucina izraden je
bazdarni dijagram (Slika 5). Srednje vrijednosti apsorbancija paralela uvrstene su u jednadzbu

bazdarnog pravca koja glasi:

Y =3,2629x + 0,0344, R?>= 0,9526 [5]
Pri ¢emu je:

Y —apsorbancija pri 570 nm,

x —koncentracija leucina (mg mL™)

Konaéni rezultati su izrazeni kao mg mL™ leucina.
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Slika 5. Bazdarni pravac ovisnosti apsorbancije o koncentraciji leucina (mg mL™)

3.2.6. In vitro ispitivanje bioloske aktivnosti ekstrakata na HaCaT stani¢noj liniji

HaCaT je spontano transformirana besmrtna stani¢na linija keratinocita iz koze odrasle
osobe, koja se nasiroko koristi u znanstvenim istraZivanjima. Prilagodene su dugom rastu bez
hranidbene podloge ili faktora rasta. Mogu formirati slojevitu epidermalnu strukturu, ali se
mogu vraéati izmedu diferenciranog i bazalnog stanja nakon promjena u koncentraciji Ca®* u

mediju (Colombo i sur., 2017).

3.2.6.1. Uzgoj HaCaT stanicne linije

HaCaT stanice uzgajane su u Petrijevim posudama i odrzavane su u eksponencijalnoj fazi
rasta. Mikroskopom je pracena morfologija stanica i1 njihovo prihvacanje za podlogu kao 1
moguénost pojave kontaminacija. Prilikom rukovanja i radom sa stanicama potrebno je
pridrzavati se asepti¢ne tehnike rada. Stanice su uzgajane u DMEM mediju s dodatkom 5 %
seruma i 1 % antibiotika u inkubatoru na 37 °C.

Eksperiment zapocinje uklanjanjem medija i ispiranjem dva puta sa 1 mL PBS pufera nakon
Cega su tretirane sa 1 mL tripsina kako bi se stanice odvojile od podloge. Stanice su inkubirane
na 5-10 minuta pri 37 °C te je djelovanje tripsina provjereno pod mikroskopom. Ako je
odvajanje stanica od podloge bilo uspjesno, stanice su imale kruzni oblik. Stanicama je zatim

dodan 1 mL medija kako bi se zaustavilo djelovanje tripsina.
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Za brojanje stanica uzet je alikvot od 10 pL te im je dodano 10 uL boje tripan plavo. Stanice
su izbrojane u Neubauerovoj komorici pod svjetlosnim mikroskopom. Nisu brojane mrtve
stanice koje su za razliku od Zivih stanica bile plavo obojane. Zive stanice brojane su u 4 velika
kvadrata komorice koja sadrzi 16 manjih. Koncentracija stanica u mL suspenzije izraunata je

prema jednadzbi:

broj stanica mL™! suspenzije = (N1+N2+N3+N4)*5000 [6]

Pri ¢emu je:

N1-broj stanica u prvom velikom kvadratu

N2-broj stanica u drugom velikom kvadratu
N3-broj stanica u tre¢em velikom kvadratu

N4-broj stanica u cetvrtom velikom kvadratu

3.2.6.2. Odredivanje prezivljenja stanica MTS metodom

MTS metoda temelji se na koriStenju MTS reagensa Kkoji se sastoji od tetrazolijeve soli
MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolij] te
PES-a (fenazin ectosulfat). PES sluzi kao komponenta za prijenos elektrona s NADH u
citoplazmi natetrazolijevu sol. Pri tome dolazi do redukcije tetrazolijeve soli u mediju pri cemu
nastaje topljivi produkt formazan. Formazan je obojeni produkt te je intenzitet obojenja
formazana proporcionalan broju zivih stanica u uzorku. Metoda se koristi za pracenje
proliferacije stanica u ovisnosti o faktorima rasta, citokinima, mitogenima i nutrijentima, za
odredivanje antitijela koja inhibiraju rast te za analizu citotoksi¢nih i citostatickih spojeva
(Dvornekovi¢, 2021).

Plo¢a sa 96 jazica nacijepljena je sa 100 pL suspenzije stanica koncentracije 5 x 10* stanica
mL* te su stanice inkubirane tijekom 24 sata na 37 °C kako bi se prihvatile na podlogu. Nakon
24 sata stanice su tretirane ekstraktima komine grozda otopljenih u NADES-u i metanolu za
usporedbu. Ekstrakti su najprije sterilno profiltrirani kroz filtere pora 0,22 um. Ekstrakti su
dodani u volumnom omjeru 0,5; 0,7; 1; 1,5; 2,5 1 5 % (v/v) sterilnog ekstrakta na 100 pL
suspenzije stanica. Ekstrakti su dodani u 2 paralele, u jednoj paraleli stanice su bile tretirane
samo otopinom NADES-a, a kontrolu su Cinile netretirane stanice. PloCa sa stanicama je

inkubirana 72 sata na 37 °C.
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Nakon inkubiranja u sve jazice je dodano 10 uL MTS reagensa. Ploca je zatim inkubirana
kroz 3 sata na 37 °C. Intenzitet obojenja nastalog produkta mjeren je spektrofotometrijski

pomocu citaca ploca pri A=492 nm (Slika 6).

Slika 6. Cita¢ plo¢a (vlastita fotografija)
PreZivljenje stanica izrazeno je kao postotak omjera apsorbancije tretiranih i netretiranih

stanica prema jednadzbi:

srednja vrijednost Asy9 uzorka

prezivljenje stanica (%) = 100 [7]

srednja vrijednost Ays,9 kontrole

3.2.7. Scratch test

Scratch test koristi se za proucavanje utjecaja raznih faktora, npr. kemikalija, na migraciju
stanica tj. zacjeljivanje rana (Chen, 2012). Eksperiment zapo€inje uzgojem HaCaT stanica u
monosloju. Monosloj se zatim zareze ravnom linijom u centru plo¢e pomocu vrha pipete, ¢ime
se oponasa rana. Prorez je ozna¢en markerom s vanjske strane plo¢e. Odmah su pomocu kamere
mikroskopa snimljene slike nastanka rane. PloCe su zatim izlozene ekstraktima u NADES-u te
samo NADES-u (B:Scu). Za kontrolu su koriStene netretirane stanice. Ploc¢e su inkubirane kroz
48 sati. Pod mikroskopom je praéen tijek rasta stanica na mjestu reza tj. zacjeljivanje rana pod

utjecajem ekstrakta u NADES-u.
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3.3. OBRADA REZULTATA

Sva mjerenja provedena su u paralelama. Rezultati su prosjecne vrijednosti dva ili vise

mjerenja, ovisno o pokusu, i izracunati SU prema izrazu:

[8]

x|
Il

1
;Z?=1 Xi

S pripadaju¢im standardnim devijacijama S.D.:

_2x=%)?
S.D.= /—n [9]

Pri ¢emu je n ukupan broj uzoraka u skupini, a x; pojedina¢na vrijednost uzorka.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Budu¢i da zagadenje okoliSa postaje sve veéi problem na globalnoj razini, poCinju se
razvijati ekoloski i industrijski prihvatljivi procesi za odrzivo zbrinjavanje otpada. Jedan od
otpada prehrambene industrije su nusprodukti koji zaostaju nakon proizvodnje vina.

Nusprodukti iz grozda bogati su bioloski aktivnim spojevima koji nalaze svoju primjenu u
kozmetickoj, farmaceutskoj ili prehrambenoj industriji. Polifenoli su bitan dio ljudske prehrane
zbog iznimnih antioksidativnih i antimikrobnih svojstva, kao i drugih bioloskih aktivnosti
(antimutagenih, antikarciongenih i protuupalnih) (Pani¢ i sur., 2021).

Za ekstrakciju polifenola bilo je potrebno pronacéi otapalo koje slijedi principe zelene kemije
te se moze koristiti u industriji. NADES-i su biorazgradiva otapala koja se sastoje od prirodnih
komponenata. U ovom radu, za ekstrakciju polifenola, odabrano je otapalo sastavljeno od
betaina, saharoze i vode. Betain je prirodno prisutan u ljudskom tijelu, a glavna funkcija mu je
osmoregulacija (Attia i sur., 2019). Saharoza je disaharid, sastavljen od fruktoze i glukoze, koji
se koristi u prehrani.

U ovome radu provedena je karakterizacija komine grozda sorte Grasevina kao osnova za
daljnje istrazivanje. Odredena su fizikalno-kemijska svojstva (udio suhe tvari, ugljikohidrata,
tanina, vinske kiseline i polifenola) koriStenjem konvencionalnih otapala. Provedena je
usporedba ekstrakcije polifenola u 80 %-tnom metanolu i 70 %-tnom etanolu s ekstrakcijom
polifenola u NADES-u. Ekstrakcije su provedene u orbitalnom homogenizatoru tijekom 2 sata
pri 50 °C. Odreden je maksimalni kapacitet topljivosti polifenola u NADES-u kao
ekstrakcijskom otapalu. U dobivenim ekstraktima odreden je ukupan sadrzaj polifenola Folin-
Ciocalteu reagensom i tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC-om).
Ispitana je mogucnost ekstrakata za inhibiciju aktivnosti kolagenaze, in vitro bioloska aktivnost

ekstrakata na HaCaT stanice te je proveden scratch test.

4.1. SASTAV KOMINE GROZPA

Komina grozda je glavni nusproizvod industrije vina bogata raznim bioaktivnim
komponentama. Proizvodnja vina je znacajna u Republici Hrvatskoj. U 2018. godini je
proizvedeno oko 123,1 t grozda, odnosno ukupno 984.730 hL vina. Samo otpad iz proizvodnje
vina €ini 20-25 % ukupne mase grozda koje se koristi u proizvodnji, §to prema procjeni na
razini Hrvatske iznosi preko 15.000 tona krutog otpada. Ovaj nusproizvod moze donijeti

dodanu vrijednost vinskoj industriji budu¢i da se moze iskoristiti za proizvodnju razli¢itih
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visokovrijednih proizvoda. Valorizacija komine grozda moze osigurati ekonomsku dobit te
istovremeno pridonosi zastiti okoliSa (Pani¢ i sur., 2021).

Komina grozda sorte Grasevina je analizirana te je njen sastav prikazan u Tablici 3.

Tablica 3. Sastav komine grozda sorta Grasevina

KOMINA

Udio suhe tvari (g gt, %)* 46,55+ 0,57
Udio polifenola (g g, %)* 5,88 + 0,28
Udio tanina (g g, %)* 6,42 +0,03
Totalni ugljikohidrati (g g, %)* 24,23+ 0,17
Udio vinske kiseline (g g*, %)* 3,07 +0,02
POJEDINACNI POLIFENOLI I TANINI

Galna kiselina (g g%, %) 0,11
Epigalokatehin (g g2, %) 0,06
Katehin (g g, %) 0,28
Epikatehin (g g?, %) 0,38
Proantocijanidin Al (g g%, %) 0,004
Proantocijanidin B1 (g g}, %) 0,19
Proantocijanidin B2 (g g%, %) 0,12
Proantocijanidin B3 (g g}, %) 0,22
Proantocijanidin B4 (g g%, %) 0,05
Proantocijanidin C1 (g g, %) 0,13
Epikatehin galat (g g%, %) 0,02
Rutin trihidrat (g g%, %) 0,005

*Rezultati su srednja vrijednost + S.D. (n=3)

Sjemenke grozda su bogate fenolnim antioksidansima kao §to su fenolne kiseline,
flavonoidi i procijanidi, dok pokozica grozda sadrzi antocijane. Ukupni sadrZaj polifenola u
suhoj tvari komine je oko 4,8-5,4 % (Makris i sur., 2007). Prema Yu i Ahmedna (2013)
sjemenke grozda su bogate spojevima, kao $to su katehini, epikatehin, epigalokatehin, te
dimernim, trimernim i tetramernim procijanidinima kao S$to je vidljivo i u Tablici 3. Od
pojedina¢nih polifenola (odredeno HPLC-om) najzastupljeniji je epikatehin (0,38 g g?) i
katehin (0,28 g g}), te je najvise dimernih proantocijanidina (skupina B). Najveéi udio suhe

tvari ¢ine ukupni ugljikohidrati (24,23 %).

4.2. ODABIR NADES-A

Pronalazak odgovaraju¢eg NADES otapala uobi¢ajenim eksperimentalnim metodama
pokusSaja i1 pogreske za ekstrakciju zeljenih spojeva je skup i dugotrajan proces. Da bi se

ustedjelo na vremenu i novcu koriste se racunalne metode probira otapala. Model COSMO-RS
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jedna je od najto¢nijih rac¢unalnih metoda ab initio koja sluzi za predvidanje eutekticke tocke i
topljivosti Zeljenih komponenata u eutektickim otapalima. Baza podataka izradena pomoc¢u
softvera TmoleX u kombinaciji s COSMO-RS omogucuje ra¢unalno pretrazivanje NADES-a
za ekstrakciju polifenola (Pani¢ i sur., 2021).

Budu¢i da je katehin najprisutniji polifenol u komini grozda, provedena je procjena

topljivosti molekule katehina u eutekti¢nim otapalima pomoc¢u Spomenutog programa.

HBA >3.5

B Ch [CA|MA|EG |Gly| Me | Ty | Pro| Glc 3

CA 2,5

MA N 2

OxA 1,5

Gly 1

EG 0,5

u 0

Xyl -0,5

Glc -1

Fru -I -1,5

g Sor -2
T | Cam ! -2,5
SA -3

C8 -3,5

C10 4

C18:2 -5
Ty -6
Cou -7
Scu -8
Xyol -9
Sol -10

-12
<-13
Slika 7. Prikaz In(y) vrijednosti katehina u ispitanim prirodnim niskotemperaturnim

eutektickim otapalima (NADES-ima)
B: betain, C10: dekanska kiselina, C8: oktanska kiselina, C18:2: linolna kiselina, CA: limunska kiselina, Cam:
kamfor, Ch: kolin klorid, Cou: kumarin, EG: etilen-glikol, Fru: fruktoza, Glc: glukoza, Gly: glicerol, Ma: jabu¢na
kiselina, Me: mentol, OxA: oksalna kiselina, Pro: prolin, SA: salicilna kiselina, Scu: saharoza, Sol: sorbitol, Sor:

sorboza, U: urea, Xyl: ksiloza, Xyol: ksilitol
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Programom su izracunati logaritmi koeficijenta aktivnosti (In(y)). Manji koeficijent
aktivnosti govori o vecoj topljivosti spoja u odabranom otapalu. Slika 7 prikazuje ispitana
eutekti¢na otapala i rezultate topljivosti.

Buduc¢i da molekula ketehina ima polarne regije, za oCekivati je da ¢e polarni DES-ovi biti
bolji za ekstrakciju ovog spoja od nepolarnih (Pani¢ i sur., 2021). Najvece vrijednosti
koeficijenta topljivosti dobivene su za kombinaciju otapala s timolom $to znac¢i da katehin nije
dobro topljiv u tim otapalima. Najnize vrijednosti koeficijenta topljivosti dobivene su za
kombinaciju betaina s etilen glikolom, glukozom i saharozom. Za ekstrakciju polifenola

odabrano je otapalo sastavljeno od betaina i saharoze u molarnom omjeru 4:1 sa 50 % vode.

43. UKUPNI POLIFENOLI U EKSTRAKTIMA KOMINE GROZPA
PRIPREMLJENIM POMOCU  NISKOTEMPERATURNIH EUTEKTICKIH
OTAPALA

4.3.1. Ukupni polifenoli odredeni pomocu Folin-Ciocalteu reagensa

Odredivanje maksimalnog kapaciteta NADES-a B:Scu provedeno je uzastopnim
ekstrakcijama u trajanju od 10 minuta. Ukupni polifenoli u ekstraktima komine grozda odredeni
su pomocu Folin-Ciocalteu reagensa nakon svakog koraka ekstrakcije. Reakcijom nastaje plavo
obojena otopina, a intenzitet obojenja proporcionalan je koli¢ini polifenola.

Galna kiselina koriStena je kao standard pa su dobiveni rezultati izrazeni kao mg galne

kiseline g* suhe tvari biomase. Rezultati su prikazani na Slici 8.
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Slika 8. Maseni udio polifenola u ekstraktima komine grozda nakon 8 koraka ekstrakcije*

* Rezultati su srednja vrijednost + S.D. (n=3), NADES = ekstrakt pripremljen u otapalu betain : saharoza, EtOH

=ekstrakt pripremljen u otopini 70 %-tnog etanola

Iz rezultata (Slika 8) je vidljivo da se nakon svakog koraka ekstrakcije povecava ukupna
koli¢ina ekstrahiranih polifenola. Nakon 8 koraka ekstrakcije udio polifenola se nije mijenjao
Sto znaci da se u NADES-u se postigao maksimalni kapacitet tog otapala za ekstrakciju
polifenola (2,52 = 0,06 mg g* s.tv.). U jednakom broju koraka ekstrakcije u etanolu je
ekstrahirana manja koli¢ina polifenola (1,81 + 0,24 mg g™ s.tv.). Time se dolazi do zakljucka
da su za ekstrakciju polifenolih spojeva zelena otapala dobra zamjena za konvencionalna

otapala.

4.3.2. Odredivanje polifenola primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti
(HPLC)

Usporedbom retencijskoga vremena spojeva i standarada katehina, epikatehina,
epigalokatehina i rutin trihidrata (najzastupljenijih polifenola) provedena je kvalitativna i
kvantitativna analiza polifenola u ekstraktima komine grozda. Katehin, epikatehin i1
epigalokatehin su identificirani na 280 nm, a rutin trihidrat na 360 nm. Dobivene koncentracije

izrazene su u mg g suhe tvari komine grozda. Tablica 4 prikazuje dobivene rezultate.
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Tablica 4. Polifenoli odredeni primjenom tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti
u ekstraktima komine pripravljenima u prirodnom niskotemperaturnom eutektickom otapalu
(NADES-u) i konvencionalnom otapalu
POLIFENOLI (mg g's.tv. Betain:saharoza Etanol

komine)
(B:Scu) (EtOH)

Epigalokatehin - 0,28
Katehin 0,76 0,82
Epikatehin 0,39 0,38
Procijanidin B1 0,33 0,50
Procijanidin B2 0,22 -
Procijanidin B3 0,19 1,20
Procijanidin B4 0,20 -
Procijanidin C1 0,09 -
Epikatehin galat 0,25 0,02
Rutin trihidrat 0,02 0,28

Najzastupljeniji polifenoli u komini su epikatehin 1 katehin, $to je u skladu s literaturom
(Yu 1 Ahmedna, 2013). Zbog visih udjela ekstrahiranih polifenola, ali 1 vece raznolikosti
detektiranih polifenola, NADES B:Scu pokazao se kao bolje ekstrakcijsko otapalo u odnosu na

konvencionalno otapalo etanol.

4.4. INHIBICIJA AKTIVNOSTI KOLAGENAZE

Analiza aktivnosti kolagenaze 1 inhibitornog ucinka ekstrakata grozda na kolagenazu
temelji se na reakciji ninhidrinskog reagensa s aminima. Amini se nalaze u aminokiselinama,
na N-terminalnom kraju proteina i na bo¢nim lancima aminokiselina lizin i arginin (Zhang i
sur., 2013).

Za razli¢ite koncentracije polifenola u ekstraktu grozda ispitana je mogucnost inhibicije
kolagenze. Stalni parametri ovog eksperimenta su dodana koli¢ina Zelatine i kolagenaze.
Aminokiseline i peptidi nastali hidrolizom Zelatine tvore kompleks s ninhidrinom koji je

karakteristi¢ne ljubiCaste boje i moze se detektirati spektrofotometrijski na valnoj duljini od
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545 nm. Inhibicijom kolagenaze sprjeCava se hidroliza Zelatine na manje fragmente. U tom

slu¢aju ninhidrin nema supstrat za reakciju i ne dolazi do obojenja ispitane otopine.

Sto je ljubi¢asta boja otopine slabijeg intenziteta to je kolagenaza ja¢e inhibirana ekstraktima.
Koli¢ina razgradenih produkata izrazena je kao mg mL? leucina u uzorku. Utjecaj

polifenola ekstrahiranih u NADES-u prikazan je na Slici 9.

0,8
0,7
0,6

0,5

0,4
0
0,
0,
0

150 mg L* 300 mg L* 450 mg Lt 600 mg L 720 mg Lt
(neg. kontro[a] polifenola polifenola polifenola polifenola polifenola

¢ (mg mL* leucina)
W

L8

=

Slika 9. Utjecaj polifenola ekstrahiranih u prirodnom niskotemperaturnom eutektickom

otapalu (NADES-u) na koli¢inu razgradenih produkata™

* Rezultati su srednja vrijednost + S.D. (n=3)

Iz grafa je vidljivo da je u uzorcima s ve¢om koncentracijom polifenola na pocetku, prisutno
manje razgradenih produkata (mg mL™? leucina) na kraju. To znaéi da polifenoli inhibiraju
aktivnost kolagenaze, a pove¢anjem koncentracije polifenola smanjuje se aktivnost kolagenaze.
Isti trend pada aktivnosti kolagenaze vidljiv je i u uzorcima polifenola ekstrahiranih u metanolu
prikazanih na Slici 10; ve¢om koncentracijom polifenola, smanjuje se koncentracija

razgradenih produkata.
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Slika 10. Utjecaj polifenola ekstrahiranih u metanolu na koli¢inu razgradenih produkata*

* Rezultati su srednja vrijednost = S.D. (n=3)

Usporedujuéi ova dva razli€ita slucaja, vidljivo je da nema velike razlike izmedu ekstrakata
u NADES-u i metanolu. Ista koli¢ina polifenola daje jednaku koli¢inu razgradnih produkata;
450 mg L polifenola u NADES-u daje 0,396 mg mL™? leucina, dok 400 mg L™ polifenola u
metanolu daje 0,43 mg mL* leucina. MozZe se zaklju¢iti da otapalo za ekstrakciju nema utjecaja
na inhibiciju kolagenaze, ve¢ je bitna koncentracija polifenola.

Polifenoli, kao inhibitori kolagenaze, imaju veliki potencijal u kozmetic¢koj i farmaceutskoj

industriji u prevenciji preranog vanjskog starenja koze (Biswajit i sur., 2017).
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4.5. BIOLOSKA AKTIVNOST EKSTRAKTA KOMINE GROZDA

4.5.1. In vitro aktivnost ekstrakata komine grozda na HaCaT stani¢nu liniju

Pomoc¢u MTS metode ispitan je in vitro utjecaj ekstrakta komine grozda na HaCaT stanice.
Stanice su tretirane ekstraktima 0,5-5 % (v/v) tijekom 72 sata. Slika 11 prikazuje ovisnost

prezivljenja stanica o volumenu dodanog ekstrakta komine grozda.
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Slika 11. Utjecaj ekstrakta komine grozda na prezivljenje HaCaT stanica*

* Rezultati su srednja vrijednost £ S.D. (n=2)

Prezivljenje HaCaT stanica ovisi o volumnom udjelu ekstrakta. Iz rezultata na Slici 11
vidljivo je da porastom volumnog udjela ekstrakta grozda pripremljenog u NADES-u (B:Scu),
raste i postotak prezivljavanja stanica. Sami NADES povecanjem volumnog udjela ima
negativan utjecaj na rast stanica. Ekstrakt u B:Scu i u metanolu uzrokuju proliferaciju HaCaT
stanica. Time se dolazi do zakljucka da rast stanica proporcionalno ovisi o koncentraciji
polifenola. Ovakvi rezultati mogu se pronaci i u prijasnjim istrazivanjima (Pani¢ i sur., 2020;
Lagha i Grenier, 2019; Hsu i sur., 2003). Zbog pozitivnog utjecaja na proliferaciju stanica
keratinocita, ekstrakti grozda pokazuju potencijal za primjenu u kozmeti¢koj industriji, npr. u

kremama za regeneraciju oste¢ene koze.
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4.5.2. Utjecaj ekstrakata na moguénost in vitro zacjeljivanja rana

Migracija stanica vazan je korak u zacjeljivanju rana. Testovi koji mogu procijeniti
migraciju stanica vrlo su korisni za procjenu in vitro zacijeljenja rana. Scratch testom stvorena
je praznina u monosloju keratinocita koja oponasa nastanak rane (Martinotti i Ranzato, 2019).
Ovim eksperimentom ispituje se utjecaj ekstrakta dobivenog u NADES-u i samog otapala na
migraciju stanica, nasuprot kontroli (samo stanice u monosloju). Slika 12 prikazuje rezultate

scratch testa.
Oh 48 h

EKSTRAKT+NADES KONTROLA

NADES(B:Scu=4:1)

Slika 12. Rezultati scratch testa*

*Kontrola = netretirane HaCaT stanice, ektrakt + NADES = stanice tretirane ekstraktima pripremljenim
u niskotemperaturnom eutektickom otapalu betain:saharoza, NADES (B:Scu, 4:1) = stanice tretirane
niskotemperaturnim eutektickim otapalom betain:saharoza

Usporedujuci slike na lijevoj (oponasana rana) i desnoj strani (zacjeljivanje nakon 48 sati),
jasno je vidljivo da su stanice tretirane ekstraktima u NADES-u prerasle prazninu i to u ve¢em
broju nego stanice koje nisu bile tretirane (kontrola). Stanice tretirane samo NADES-om
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takoder su rasle te je rana zacijelila. Iz ovih podataka moze se zakljuciti da ekstrakt u NADES-
u (B:Scu) i sami NADES pospjesuju migraciju stanica, odnosno zacjeljivanje rana te se
temeljem rezultata ovog testa moze pretpostaviti njihova primjena kozmetickoj industriji.
Ogranicenje ovog eksperimenta je da in vitro kultura stanica ne predstavlja kirur§ku ranu in
vivo. Kirurske rane se sastoje od viSe vrsta stanica, pod razli¢itim su mehani¢kim silama te
lokalnim i sustavnim upalnim odgovorima, $to sve utjeCe na zacjeljivanje rana. Navedeni uvjeti
nisu prisutni u jednoslojnoj kulturi, stoga je za konac¢nu potvrdu moguénosti primjene
ekstrakata u NADES-u u kozmetic¢koj industriji potrebno provesti daljnja in vivo istrazivanja
(Liu i sur., 2018).
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. ZAKLJUCCI

. Karakterizacijom komine grozda sorte Grasevina odredeni su udjeli raznih bioloski
aktivnih spojeva zbog ¢ega bi se ovaj nusproizvod vinske industrije mogao kvalitetno
iskoristiti u prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj industriji.

Program COSMOtherm pouzdan je alat za predvidanje topljivosti zeljenih spojeva u
otapalima jer su u otapalima s niskom vrijednosti In(y) uspjesno ekstrahirani polifenoli.
Ekstrakcija polifenola iz komine grozda uspjeSno je provedena pomocu
niskotemperaturnog cutektickog otapala B:Scu. Ekstrahirano je 2,52 + 0,06 mg
polifenola g s.tv. komine.

. Usporedujuci uspjesnost ekstrakcije eutektiCkog otapala sa ekstrakcijom provedenom s
etanolom (1,81 + 0,24 mg g* s.tv.), zakljuduje se da niskotemperaturna prirodna
eutekti¢ka otapala mogu zamijeniti konvencionalna otapala.

Tekucinskom kromatografijom visoke djelotvornosti identificirani 1 kvantificirani su
katehin, epikatehin, epigalokatehin i rutin trihidrat kao najces¢i polifenoli u komini
grozda.

Polifenoli imaju inhibicijski u€inak na aktivnost kolagenaze zbog c¢ega imaju potencijal
koriStenja u kozmetickoj industriji.

MTS metodom odredeno je prezivljenje 1 proliferacija HaCaT stanica tretiranih
pripravljenim ekstraktima bogatim polifenolima u niskotemperaturnim eutektickim
otapalima. Polifenoli su imali pozitivan u¢inak na proliferaciju keratinocita.

Scratch testom pokazano je da ekstrakt u NADES-u (B:Scu) i sami NADES pospjesuju

migraciju stanica, odnosno zacjeljivanje rana.
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