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1. UVOD

Vinova loza (lat. Vitis vinifera) biljka je iz porodice Vitaceae. Plod vinove loze je grozde
koje se uglavnom preraduje u vino. Tijekom proizvodnje vina zaostaje znacajna koli¢ina
nusproizvoda (oko 20 %) koja se sastoji od peteljke, pokozice i sjemenke. Nusproizvode je
potrebno adekvatno zbrinjavati kako ne bi doslo do nepovoljnog utjecaja na okolis. Takoder,
nusproizvod od proizvodnje vina ima veliki bioloski potencijal jer sadrzi velik udio fenolnih
spojeva, lignin, minerale, vitamine, itd. Jedan od najvrijednijih sastojaka nusproizvoda od
proizvodnje vina su upravo fenolni spojevi zbog toga Sto imaju antioksidacijsko,
antimikrobno, protuupalno i brojna druga pozitivna djelovanja te se smatra da kontinuirani

unos antocijana i drugih polifenola smanjuje rizik obolijevanja od kroni¢nih bolesti.

Pri izolaciji fenolnih spojeva iz prirodnog supstrata, ekstrakciju je vazno provesti pri
optimalnim uvjetima, a provodi se uz primjenu razli¢itih tehnika, od klasicne preko
ekstrakcije potpomognute mikrovalovima, ultrazvukom, visokim hidrostatskim tlakom (VHT)

i sl. U ovom radu provedena je klasi¢na ekstrakcija.

Cilj ovog rada je odrediti koli¢inu ukupnih fenola i antocijana u ekstraktu pokozice
grozda sorte Merlot te utvrditi kojim otapalom (EtOH, EtOH+0,5% HCI, EtOH + 1% HCI) i u
kojem vremenskom intervalu (30, 45 i 60 min) se postize najbolja ekstrakcija. Ukupni fenoli
odredeni su spektrofotometrijski primjenom Folin-Ciocalteu metode, a antocijani su odredeni

spektroforometrijski pH diferencijalnom metodom.


https://hr.wikipedia.org/wiki/Biljka

2. TEORIJSKI DIO

2.1. Znacaj vinove loze

Vinova loza (lat. Vitis vinifera) biljka je iz porodice Vitaceae. To je najraSirenija vo¢na
vrsta u svijetu Cija je godiSnja proizvodnja u 2013. godini dosegla 77 milijuna tona
(FAOSTAT, 2015). Zemlja s najve¢om proizvodnjom grozda je Kina. Za proizvodnju vina
koristi se 80% usjeva vinove loze, 13% otpada na konzumaciju u svjezem obliku, dok se
preostalih 7% grozda preraduje u voéne sokove ili suhe grozdice (El Gengaihi i sur., 2013;

Shahidi i Naczk, 2004).

Zahvaljujudi reljefu, klimi i tlu te nekim drugim ¢imbenicima, u Hrvatskoj je moguce
uzgajati vise kvalitetnih sorti vinove loze od koji se mogu proizvesti vrhunska vina. U svijetu
vinogradarstva poznaju pet zona uzgoja, koje se kategoriziraju po broju suncanih sati i
temperaturi, Sto su glavne pretpostavke uzgoja kvalitetnih sorti. Hrvatska je jedna od rijetkih
zemalja koja ima svih pet zona. Ona najsunCanija, pa Samim tim i najpovoljnija,
zapocinje juzno od Splita, a zavrSava juzno od Dubrovnika, u Konavlima, ukljucujuéi i

srednjodalmatinske otoke.

Prema izvjeS¢u Hrvatskog zavoda za vinogradarstvo i vinarstvo (2008.) deset
najzastupljenijih sorata vinove loze u vinogradarskom sortimentu Republike Hrvatske
Cine graSevina, malvazija istarska bijela, plavac mali crni, trbljan bijeli, plavina, merlot

crni, rizling rajnski, kujundzusa i babi¢ crni.

2.1.1. Merlot

Merlot je sorta grozda koja je po rasSirenosti sadnje vinove loze druga u svijetu. Potjece iz
Francuske ali raSiren je u vec¢ini zna¢ajnih zemalja koje se bave proizvodnjom vina kao Stu su

Argentina, Cile, Austrija, itd. (Anonymus 1)


http://hr.wikipedia.org/wiki/Biljka
http://hr.wikipedia.org/wiki/Reljef
http://hr.wikipedia.org/wiki/Klima
http://hr.wikipedia.org/wiki/Sunce
http://hr.wikipedia.org/wiki/Jug
http://hr.wikipedia.org/wiki/Split
http://hr.wikipedia.org/wiki/Dubrovnik
http://hr.wikipedia.org/wiki/Konavle
http://hr.wikipedia.org/wiki/Otok
http://vinopedia.hr/wiki/index.php?title=Hrvatski_zavod_za_v._i_v._Zagreb
http://vinopedia.hr/wiki/index.php?title=gra%C5%A1evina
http://vinopedia.hr/wiki/index.php?title=malvazija_istarska_bijela
http://vinopedia.hr/wiki/index.php?title=plavac_mali_crni
http://vinopedia.hr/wiki/index.php?title=trbljan_bijeli
http://vinopedia.hr/wiki/index.php?title=plavina
http://vinopedia.hr/wiki/index.php?title=merlot_crni
http://vinopedia.hr/wiki/index.php?title=merlot_crni
http://vinopedia.hr/wiki/index.php?title=rizling_rajnski
http://vinopedia.hr/wiki/index.php?title=kujund%C5%BEu%C5%A1a
http://vinopedia.hr/wiki/index.php?title=babi%C4%87_crni

Kod nas je svrstana medu preporucene kultivare samo u ¢etiri podregije kontinentalne
Hrvatske (Podunavlje, Slavonija, Prigorje-Bilogora i Pokuplje) i u svim podregijama
regije Primorska Hrvatska. (Anonymus 2)

Bujnost trsa je srednja. Rozgva je srednje debela, dugackih internodija, smedecrvenkaste
boje. List je velik, trodijelan ili peterodijelan. Sinusi su otvoreni. Sinus od peteljke je u obliku

slova ,,U*. Cvijet je hermafroditan.

Grozd je srednje krupan ili sitan, konusnog ili cilindri¢cno-konusnog oblika, Cesto sa
jednim krilcem. Masa grozda varira u Sirokim granicama od 40 do 150 grama. Bobice Su

okrugle, tamnoplave boje. Meso je dosta ¢vrsto, bezbojno.

Slika 1. Grozd sorte Merlot (Anonymus 3)

2.1.2. Mehanicki sastav grozda

Koli¢inski odnos dijelova grozda u postocima iznosi peteljka 3-7 %, bobica 94-97 %. Od
ukupne teZine bobice na kozZicu otpada 7-18% u kojoj se nalazi znacajna koli¢ina fenolnih
spojeva, a ponajvise antocijana i fenolnih kiselina.

Na povrsSini pokozice nalazi se voStani sloj, tzv. maSak. MaSak na kozici sadrzi
mikrofloru bobice (kvasci i1 bakterije. Znacaj pokozice je u njenom kemijskom sastavu koji
ima veliki utjecaj na okus vina. Kemijski sastav pokozice: Secer 1-3%, Kiseline 3-7%, tanin

0,3-2,5 %, pepeo 0,3-3% i dusi¢ne tvari 1,5-5,2% (Milorad Zoric¢i¢, Kultura vina, 2009.).


http://vinopedia.hr/wiki/index.php?title=Podunavlje
http://vinopedia.hr/wiki/index.php?title=Slavonija
http://vinopedia.hr/wiki/index.php?title=Prigorje-Bilogora
http://vinopedia.hr/wiki/index.php?title=Pokuplje
http://vinopedia.hr/wiki/index.php?title=Primorska_Hrvatska&action=edit&redlink=1

Sadrzaj Sec¢era u moStu Merlota krece se od 18 do 22%. Vino sadrzi od 11 do 13 vol. %
alkohola s 5,5 do 7,5 g/l ukupne kiseline, ukupnog eksrakta: 23-28 g, glicerola: 6,7-10 g/I,
pepela: 1,8-2,9 g/1. (Milorad Zori¢i¢, Kultura vina, 2009.)

2.2. Kemijski sastav komine

Prilikom prerade grozda za proizvodnju vina, procesom ruljanja i muljanja dobiva se
grozdani masulj, zgnjeceno grozde u krutoj (pokozica, sjemenka i peteljka) i tekucoj fazi
(grozdani sok). Presanjem masulja dobiva se komina koja ¢ini 20% teZine ukupnog
preradenog grozda (EI Gengaihi i sur., 2013; Rajha i sur., 2013). Pri proizvodnji crnog vina
prije presanja provodi se proces maceracije i fermentacije.

Kemijski sastav komine ovisi o sorti grozda, stupnju zrelosti, stanju biljke te klimatskim
uvijetima. Takoder, znacajne razlike u kemijskom sastavu prisutne su i ovisno o dijelu bobice
grozda, pa tako i izmedu sjemenke i pokoZice grozda.

Komina je bogata fenolonim spojevima i predstavlja visokovrijednu sirovinu za
ekstrakciju bioliski aktivnih spojeva (Ignat i sur., 2011; Kammerer i Carle, 2008; Rajha i sur.,
2013). Tijekom procesa proizvodnje vina, dulji proces maceracije, odnosno dulji kontakt
mosta s kominom tijekom fermentacije omogucuje prijelaz vece koli¢ine fenolnih spojeva u
most. Medutim, neki fenolni spojevi ostaju vezani za stanicnu stijenku i ne ekstrahiraju se
tijekom maceracije te stoga zaostaju u komini (Shahidi i Naczk, 2004).

Najzastupljenije fenolne komponente komine su antocijani, flavonoli i njihovi glikozidi,
katehin i fenolne kiseline. Od nefenolnih spojeva najzastupljeniji su lupeol, oleinska kiselina i

[-sitosterol (Corrales i sur., 2009).

2.3. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi su skupina sekundarnih metabolita koji su jedni od najbrojnijih spojeva u
biljnom svijetu. Prema strukturi spojeva dijele se na fenolne Kkiseline, flavonoide i
neflavonoide (stilbeni) (Balasundram i sur., 2006.). Fenolni spojevi su u biljnoj hrani vazni
zbog njihovog antioksidacijskog djelovanja vezanog uz sposobnost hvatanja slobodnih

radikala te opcenito pozitivnih uc¢inaka na ljudsko zdravlje.



Heterogena su skupina spojeva, ali gledano s kemijskog stajaliSta osnovno obiljezje im je
prisutnost jednog ili viSe hidroksilnih benzenskih prstena. Vecina prirodnih fenolnih spojeva
prisutna je u obliku konjugata s mono- i polisaharidima, vezanim za jednu ili vise fenolnih
skupina, a mogu se pojavljivati i kao esteri (Balasundram i sur.,2006.).

Na sastav i1 koli¢inu fenolnih spojeva u biljkama imaju utjecaja uvjeti u okolisu: svjetlost,
temperatura, agrotehnicke mjere te uvjeti skladiStenja i obrade. Koli¢ine nekih fenola se mogu
povecati u uvjetima stresa, povecanog UV zracCenja, patogenih stanja, ostecenja, zagadenja
zraka i u ekstremnim uvjetima (Zobel, 1997.).

Fenolni sastav biljnih materijala predmet je mnogobrojnih studija pa tako i analize
grozda. NajviSe fenolnih spojeva u grozdu se nalazi u sjemenkama i pokozici bobice, a
najbrojniji su proantocijanidini i antocijani.

Antocijani se u grozdu najc¢esée nalaze kao monoglukozidi pet antocijanida: malvidina,
delfinidina, cijanidaina, petunidina i peonidina; te manjih udjela njihovih derivata: acetatnih,
kafeinskih i p-kumarinskih estera. Zadnjih nekoliko godina antocijani privlace veliku paznju
jer imaju vaznu ulogu u senzorskim svojstvima i nutritivnim vrijednostima bobice grozda i

vina (Zhu i sur.,2012.), ali i zbog pozitivnog utjecaja u borbi protiv kardiovaskularnih bolesti.

2.3.1 Flavonoidi

Flavonoidi su skupina polifenolnih spojeva koji se nalaze u mnogim biljkama,
koncentrirani u sjemenkama, pokozici ili kori voca, kori drveca, lis¢u i cvijeéu. Velik broj
ljekovitih biljaka sadrzi flavonoide koji imaju izrazenu antioksidacijsku i antiradikalsku
aktivnost (Rice-Evans i sur.,1997). Zato se flavonoidima pripisuju i mnoga terapijska
djelovanja, npr. antibakterijsko, protuupalno, antialergijsko, antimutageno, antiviralno i
antikancerogeno, a znatno utjecu na boju i okus hrane. Do danas je identificirano vise od
6400 flavonoida.

Kao osnovnu kemijsku strukturu flavonoidi imaju difenolpropanski kostur (C6-C3-C6)
(Balasundrum i sur.,2006.). Sastoje se od dva fenolna prstena (A i B) koji su povezani preko

centralnog piranskog prstena (C) kao $to je prikazano na slici (Jackson, 2008.).



Slika 2. Osnovna kemijska struktura flavonoida (Jackson, 2008.)

Prisutni su u obliku glikozida te se naj¢es¢e vezu s glukozom i ramnozom, a mogu i
galaktozom, arabinozom i ksilozom. Mogu postojati kao slobodni ili kao polimeri vezani s
drugim flavonoidima, Se¢erima, neflavonoidima ili njihovim kombinacijama (Jackson, 2008.).

Na osnovu njihove molekulske strukture mogu se podijeliti na nekoliko skupina:

antocijani, flavonoli, flavanoni, flavanoli, izoflavoni i dr.

2.3.2. Antocijani

Antocijani pripadaju najvecoj skupini fenolnih spojeva, flavonoidima (Balasundram i
sur.,2006.). U prirodi su najveca i najvaznija skupina pigmenata topljivih u vodi s preko 600
razli¢itih spojeva (Clifford, 2000.). Antocijani (od grékog anthos=cvijet i kianos=plava) su
pigmenti odgovorni za nijanse narancaste, ruziCaste, ljubicaste i plave boje u cvijecu i1
plodovima nekih biljaka. Glavni su sastojci crvenih, plavih i ljubiastih pigmenata u veéine
cvjetnih latica, voca i povréa (Anderson, 2006.).

Antocijani su biljni pigmenti koji se mogu ekstrahirati iz biljnog materijala i koristiti kao
boje. lako imaju veliki potencijal primjene u kozmetickoj i farmaceutskoj industriji, njihova
uloga je ograni¢ena zbog njihove nestabilnosti i niskog postotka separacije. Drugo znacajno
svojstvo antocijana je njihova antioksidacijska aktivnost koja ima vaznu ulogu u prevenciji
kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa i raka.

Temeljnu strukturu antocijana ¢ini 2-benzil-1-benzopirilium kation (flavilium ion) ¢iji su
polozaji 3,5,7,4" hidroksilirani. Kemijska struktura im varira ovisno o stupnju hidroksilacije i

metilacije B prstena te o glikolizaciji s razli¢itim Se¢erima (Tsao, 2009.).



Glavne razlike izmedu antocijana su broj hidroksilnih skupina, broj Secera vezanih na
njihovu strukturu, alifatskih ili aromatskih karboksila vezanih na Secer u molekuli te polozaj
tih veza (Kong i sur.,2003.)

Takoder se razlikuju po broju i poziciji hidroksi i metoksi skupina u B-prstenu molekule.

HO 0
2
- HO OH

Slika 3. Kemijska struktura antocijana

U biljkama se uglavnom nalaze u glikoziliranom obliku kojeg ¢ini antocijanidin (aglikon)
i Secer (Anderson, 2006.). Ako se glikonska jedinica antocijana hidrolizira, aglikon, odnosno
neSecerni produkt hidrolize, naziva se antocijanidin (Balasundram 1 sur.,2006.).

U antocijanima naj¢e$ée se nalazi glukoza koja se moze vezati na C-3 ili C-5 polozaj
molekule antocijanidina i na taj nacin povecati kemijsku stabilnost i topljivost antocijana.
Osim toga, glukozni dio moze biti esterificiran kiselinama (p-kumarinskom, kafeinskom
kiselinom i drugima) obi¢no na C-6 polozaju §to utjeCe na svojstva antocijana kao $to su
otpornost na svjetlost, toplinu, visoki pH, poboljsanje kakvoce i stabilnosti boje (Jackson,
2008.).

Razli¢ite boje potjecu od —H, -OH i -OCHj3 skupina. Plavo obojenje je intenzivnije §to

ima vise —OH skupina, a ljubicasto $to je vise -OCHj3 skupina (Balasundram, 2006.).

2.3.3. Fenolni spojevi u komini

U uzorcima komine antocijani predstavljaju najzastupljeniju skupinu fenola. Koli¢ine
antocijana u komini crnih sorta grozda krecu se od 287 do 4527 mg u 100 g metanolnog
ekstrakta, dok su vrijednosti za flavonole od 104 do 464 mg u 100 g istog ekstrakta. Katehin

se u sjemenkama razliCitih sorti grozda nalazi u udjelima od 24,12 do 117 mg na 100 g suhog
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ekstrakta, dok najviSa zabiljezena vrijednost za epikatehin iznosi 47,50 mg (Rockenbach i

sur., 2011; Ruberto i sur., 2007).

2.4. Ekstrakcija fenolnih spojeva

Ekstrakcija je prvi 1 ujedno vrlo vazan korak izolacije fenolnih spojeva iz biljnog
materijala, a za svaku biljnu vrstu potrebno je optimirati uvjete ekstrakcije. Metode
ekstrakcije fenolnih spojeva proizlaze iz njihove strukture i oblika u kojem se nalaze u
prirodnom supstratu. Fenolni spojevi se mogu ekstrahirati iz materijala koji moze biti u
svjezem, suhom ili zamrznutom stanju, usitnjeni ili cijeli, ali najces¢e u stanju u kojem se
koristi za upotrebu. Odabirom prikladne metode ekstrakcije fenolnih spojeva treba voditi
racuna o topljivosti spojeva koje zelimo ekstrahirati te odabrati pogodno otapalo.

Ekstrakcija otapalima i ekstrakcija super kritiénim plinovima su najc¢esc¢e upotrebljavane
tehnike izolacije fenolnih spojeva (Ignat i sur., 2011), a sve ¢eS¢e se koriste metode kao $to su
ekstrakcija superkritiénim teku¢inama, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, ekstrakcija
potpomognuta visokim hidrostatskim tlakom, mikrovalovima, ubrzana ekstrakcija otapalima i
kao jedna od najnovijih metoda, ekstrakcija pomoc¢u hladne plazme (Teixeira i sur., 2013).
Brojne su prednosti ovih metoda poput brzine, selektivnosti, ekoloske prihvatljivosti, upotrebe
manjih koli¢ina otapala, veCeg prinosa od klasi¢ne ekstrakcije, i najvaznije, ove metode
omogucuju kontrolu temperature prilikom ekstrakcije (Bhattacharya, 2015.).

Klasi¢nom ili konvencionalnom ekstrakcijom smatra se ekstrakcija pomocu refluksa.
Ekstrakcija pod refluksom se izvodi tako da se biljni materijal uranja u otapalo u tikvici s
okruglim dnom koja je spojena na povratno hladilo. Otapalo se zagrijava do vrenja, a kako se
otapalo kondenzira, tako se reciklira u tikvicu (Rostagno i Prado, 2013).

Klasi¢na ekstrakcija je najéesce koriStena tehnika za izdvajanje fenolnih spojeva iz komine.
Ekstrakcija ukljucuje nekoliko procesa kao §to su difuzija otapala u stanice biljnog materijala,
otapanje metabolita u otapalu, difuziju otapala s otopljenim tvarima izvan stanica te ispiranje.
Cimbenici koji utje¢u na ekstrakciju su temperatura, veli¢ina &estica, gibanje i vrsta otapala,

duzina vremena ekstrakcije i pH-vrijednost (Rostagno i Prado, 2013).
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2.4.1. Utjecaj otapala na proces ekstrakcije

U pozeljna svojstva otapala za ekstrakciju ubrajaju se selektivnost otapala za spojeve koje
se zeli ekstrahirati, veliki ekstrakcijski kapacitet, nereaktivnost s biljnim materijalom,
neskodljivost za ljude 1 opremu, potpuna hlapljivost i niska cijena.

Najcesce koristena otapala pri ekstrakciji fenolnih spojeva iz biljnog materijala su alkoholi
(metanol, etanol i njihove vodene otopine), a zatim aceton i etil acetat.

Istrazivajuci utjecaj otapala na ekstrakciju fenolnih spojeva iz vinske komine, pokozice i
sjemenki grozda Cheng i sur. (2006) su dokazali da se primjenom metanola kao otapala moze
ekstrahirati oko 20 % viSe fenolnih spojeva nego etanolom, dok su Lapornik i sur. (2005)
dokazali da se primjenom alkoholnog otapala (etanola i metanola), iz ekstrakta dobivenog od
komine grozda, dobije pet puta vise fenolnih spojeva nego koristenjem vode kao otapala.
Prilikom ekstrakcije suhog biljnog materijala bolji u€inak se postize s ve¢im udjelom vodene
faze u organskoj fazi (Robards, 2003). U industrijskim uvijetima za ekstrakciju fenolnih
spojeva iz biljnog materijala vise se koristi etanol ili vodene otopine etanola, zbog manje
toksi¢nosti (Ignat 1 sur., 2011).

Za ekstrakciju fenolnih kiselina prisutnih u netopljivom obliku (vezane, esteri ili glikozidni
kompleksi) osim primjene organskih otapala ¢esto se primjenjuje i kiselinska/ bazna hidroliza.
Dodatkom baze, kiseline ili oboje dolazi do hidrolize 1 oslobadanja vezanih fenolnih kiselina,
ali 1 do hidrolize nekih nestabilnih spojeva kao $to su ostaci Secera ili acilnih skupina

(Rostagno i Prado, 2013).

2.4.2. Utjecaj vremena i temperature na proces ekstrakcije

Na ekstrakcijski kapacitet izolacije fenolnih spojeva iz biljnog materijala znacajan utjecaj
imaju temperatura i vrijeme trajanja ekstrakcije.
lako povecanje temperature pogoduje procesu ekstrakcije, jer dolazi do povecanja topljivosti
spoja u otapalu te povecanja koeficijenta difuzije, fenolni spojevi podlozni su hidrolizi i
oksidaciji pri temperaturama visim od 60°C (Spigno i De Faveri, 2007). Stoga, predugo
vrijeme trajanja ekstrakcije 1 visoka temperatura pospjesuju oksidaciju fenolnih spojeva §to

dovodi do smanjenog udjela fenolnih spojeva u ekstraktu.
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Provedenim istrazivanjem (Lafka i1 suradnici, 2007) pokazalo se da poviSenje temperature
ekstrakcije iznad 60°C znatno smanjuje prinos ekstrahiranih fenola iz komine i taloga vina.
Prema navedenom istrazivanju ukupan sadrzaj fenola se pri temperaturi od 80°C smanjuje za
10.3%, a pri 100°C za 15.7%.

Prema istrazivanju koje su proveli Spigno i De Faveri (2007) odredeno je kako pri ekstrakciji
fenola iz komine grozda nema znacajne razlike izmedu trajanja ekstrakcije 5 1 24 sata, dok je
drugim istrazivanjem Lapornika i suradnika (2005) ustanovljen porast prinosa kod ekstrakcije

u trajanju od 12 do 24 sata pri sobnoj temperaturi.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

U istrazivanju je koristena liofilizirana komina grozda sorte Merlot iz 2014. godine S
podrugdja Istre iz koje je pokozica odvojena od sjemena. Pokozica je koriStena za istrazivanja
tj.ekstrakciju.

Parametri ekstrakcije su bili vrijeme trajanja i vrsta otapala i u dobivenim ekstraktima
spektrofotometrijski su odredivani:

e ukupni fenoli

e antocijani

Prilikom ekstrakcije koristena je 50 % vodena otopina etanola s tri razli¢ita udjela
klorovodic¢ne kiseline (bez dodanog HCI, s 0,5 % HCI, te s 1% HCI). Takoder, ekstrakcija je

provedena u razli¢itim vremenskim intervalima (30, 45 1 60 minuta).

3.2.METODE RADA

3.2.1. Priprema ekstrakta

U ovom istrazivanju ekstrakcija se provodila pomocu refluksa pri konstantnoj temperaturi

od 80°C, a parametri Ciji se utjecaj istraZzivao su dodatak kiseline, te vrijeme trajanja

ekstrakcije. Plan pokusa prikazan je u Tablici 1.

11



Tablica 1. Plan za optimiranje ekstrakcije s 50%-thom vodenom otopinom etanola

obzirom na udio HCl-a i vremena trajanja ekstrakcije

Br. pokusa Udio HCl-a (%) | Vrijeme (min)
1 0 30
2 0 45
3 0 60
4 0,5 30
) 0,5 45
6 0,5 60
7 1 30
8 1 45
9 1 60

Postupak ekstrakcije:

Izvaze se 0,3 g uzorka liofilizirane pokozice grozda na analitickoj vagi (+0.0001 g) te se
homogenizira s 20 mL otapala za ekstrakciju (50%-tni etanol) u tikvici sa §lifom okruglog dna
volumena 100 mL. Homogena smjesa se ekstrahira uz povratno hladilo u vodenoj kupelji pri
temperaturi od 80 °C uz dodatak HCl-a (0, 0.5 1 1 %) , tijekom 30, 45 i 60 minuta. Vruci
ekstrakt se ohladi na sobnoj temperaturi te profiltrira u odmjernu tikvicu od 25 mL preko filter
papira te se dobiveni ekstrakt nadopuni do oznake otapalom za ekstrakciju. Ekstrakt se potom

prelije u plasti¢nu falcon kivetu i ¢uva na -18 °C do analize.
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3.2.2. Odredivanje ukupnih fenola

Materijali i metode
Aparatura i pribor:
1. Spektrofotometar (UV UNICAM HELIOS B)
2. Staklene kivete
3. Tehnicka vaga Mettler (tocnosti +0,01g)
4. Analiticka vaga Kern ABT 220-4M
5. Pipete, volumena 1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL i 25 mL
6. Odmijerne tikvice, volumena25mL i1 L
7. Menzura, volumena 100 mLi 1L
8. Staklene epruvete

9. Plasti¢na ladica za vaganje

Reagensi:

1. Folin-Ciocalteu reagens (F.C. reagens)

2. Otopina natrijeva karbonata (7,5 %-tna otopina)
Priprema: OdvaZe se 7,5 g anhidrida natrijeva karbonata u staklenoj caSici te se pomocu
destilirane vode kvanititativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL te destiliranom vodom
nadopuni do oznake.

3. Standard galne kiseline
Priprema: Odvaze se 500 mg galne kiseline u plasticnoj ladici za vaganje te se pomoc¢u 10 mL
96%-tnog etanola kvantitativno prenese i otopi u odmjernoj tikvici volumena 100 mL, koja se

potom do oznake nadopuni destiliranom vodom.

Priprema uzorka

Ekstrakti pokozice grozda prije analize razrijedeni su 10X.

Postupak odredivanja

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 2,5 mL F.C. reagensa (koji je 10x razrijeden
destiliranom vodom), 2 mL 7,5%-tnog natrijeva karbonata i 0,5 mL ekstrakta (koji je 10x

razrijeden otapalom). Sve se promijesa, a zatim se uzorci termostatiraju 15 minuta pri T=45
13



°C u vodenoj kupelji. Nakon termostatiranja mjeri se apsorbancija pri valnoj duljini 765 nm.

Na isti na¢in se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju

Izrada bazdarnog pravca

Iz pripremljene otopine standarda galne kiseline rade se razrijedenja u odmjernim
tikvicama od 100 mL. Redom se otpipetira 1, 2, 3, 5 i 10 mL alikvota standardne otopine
galne kiseline u svaku tikvicu nakon ¢ega se tikvice pune destiliranom vodom do oznake. U
tim tikvicama sada koncentracije galne kiseline iznose 50, 100, 150, 250 i 500 mg/L. Nakon
toga se otpipetira po 0,1 mL otopine standarda iz svake tikvice u staklene epruvete, a potom
se dodaje redom 0,2 mL F.C. reagensa (koji je razrijeden 10x), 2 mL destilirane vode i 1 mL
zasi¢ene otopine natrijeva karbonata. Pripremljeni uzorci se termostatiraju pri T=45 °C
vodenoj kupelji 25 minuta. Nakon termostatiranja mjeri se apsorbancija pri valnoj duljini 765

nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomocéu programa
Microsoft Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije galne kiseline (mg/L), a na
ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm. Koncentracija ukupnih fenola izra¢una

se prema dobivenoj jednadzbi koja glasi:

Y =0,0085*X

gdje je:
Y — apsorbancija pri 765 nm,
X — koncentracija galne kiseline (mg/L).

Izracunata X vrijednost izrazena u mg/L ekstrakta se preracuna na mg/100 g komine

uzevsi u obzir odvagu, volumen ekstrakta i razrijedenje.
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3.2.3. Odredivanje antocijana

Materijali i metode
Aparatura i pribor:

1. Spektrofotometar (UV UNICAM HELIOS )
2. Staklene kivete

3. Analiticka vaga Mettler (tocnosti +0,01g)

4. pH metar Mettler Toledo Seven easy

5. Staklena caSa, volumena 1 L1 100 mL

6. Odmijerne tikvice, volumena 1 L i 10 mL

7. Mikropipeta, volumena 1000 pL

8. Menzura, volumena 1 L

9. Plasti¢na ladica za vaganje

Reagensi:

1. Kalijev kloridni pufer pH 1,0 (kalij klorid 0,025 M)

Priprema: U plasti¢noj ladici za vaganje odvaze se 1,86 g kalijeva klorida. Izvagani
kalijev klorid se kvantitativno prenese u staklenu ¢aSu volumena 1L gdje se otopi u
deioniziranoj vodi. Ca$a se nadopuni deioniziranom vodom do 1L. Nakon toga se
pripremljenoj otopini izmjeri pH i podesi na vrijednost 1,0 (+0,05) s HCl-om (37% HCI) ¢&iji
utrosak iznosi priblizno 6,3 mL. Kada se pH vrijednost otopine podesi na pH 1,0 pripremljena
otopina se prebaci u bocu koja je prethodno dobro isprana deioniziranom vodom.

2. Natrijev acetatni pufer 4,5 (natrijev acetat, 0,4 M)

Priprema: U staklenoj ¢asi volumena 100 mL odvaze se 54,43 g natrijeva acetata
trihidrata (CH3CO,;Na*3H,0) koji se kvantitativno prenese u staklenu ¢asu volumena 1 L,
koja se prije upotrebe dobro ispere deioniziranom vodom, te se doda 960 mL deionizirane
vode i1 odvaga se otopi. Pripremljenoj otopini izmjeri se pH, i podesi na vrijednost 4,5 (£0,05)

s HCl-om (37 % HCI), ¢iji utroSak priblizno iznosi 20 mL. Kad je otopina podesena na pH
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4,5 prebaci se u odmjernu tikvicu volumena 1 L, koja se prije upotrebe dobro ispere

deioniziranom vodom, te do oznake nadopuni deioniziranom vodom.

Postupak odredivanja

Reakcija se postavlja u epruvetama na nacin da se za mjerenje jednog uzorka pripreme
dvije epruvete. U svaku se otpipetira po 0,5 mL pripremljenog ekstrakta (ili uzorka), a potom
se u jednu epruvetu doda 2 mL pufera pH 1,0, a u drugu 2 mL pufera pH 4,5. Nakon 20
minuta, pripremljenim reakcijskim otopinama, mjeri se apsorbancija pri 520 nm i 700 nm.

Kao slijepa proba koristeni su pufer pH 1 i pufer pH 4,5.

Izraéunavanje

Koncentracija monomernih antocijana u uzorku izraCunava se kao ekvivalent cijanidin-3-

glukozida (mg/L) prema formuli:

A X MW x DF x 103
exl

gde je:

A = (As20nm — A700nm)pH=1,0 = (As20nm — A700nm)pH=45

MW = molekulska masa (za cijanidin-3-glukozid 449,2 g/mol, za malvidin-3-glukozid 463.3
g/mol)

DF = faktor razrijedenja

10° = faktor za prera¢unavanje g u mg

& = molarni apsorpcijski ekstinkeijski koeficijent (za cijanidin-3-glukozid 26900 Lmol™em™,
za malvidin-3-glukozid 28000 Lmol™cm™)

| = debljina kivete (1 cm)
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4. REZULTATI

U ovom radu istraZivanja su provedena na uzorku pokoZice izdvojene iz komine grozda
sorte Merlot. Prilikom istrazivanja odredivani su ukupni fenoli 1 antocijani
spektrofotometrijski. Prilikom ekstrakcije koriStena je 50% vodena otopina etanola s tri
razli¢ita udjela HCI (bez dodanog HCI, s 0,5% HCI, te s 1% HCI). Takoder, ekstrakcija je

provedena u razli¢itim vremenskim intervalima (30, 45 1 60 minuta).

Tablica 2. Rezultati utjecaja odabranih parametara (udio HCl-a i vrijeme trajanja) na

ekstrakciju ukupnih fenola

12,00

10,00

8,00

6,00

mg GAE/100 g

4,00

2,00

0,00

0% HCI 0,5% HCI 1% HCI
® 30 min 2,87 6,38 6,13

m 45 min 2,59 8,29 8,72
= 60 min 3,09 9,59 8,79
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Tablica 3. Rezultati utjecaja odabranih parametara (udio HCl-a i vrijeme trajanja) na
ekstrakciju antocijana

0,35

0,30

0,25

0,20

0,15

c(mg/100g)

0,10 -

0,05 -

0,00 -

0% HCI 0,5% HCI 1% HCl
30 min 0,16 0,31 0,26

45 min 0,14 0,22 0,23
60 min 0,16 0,24 0,24
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5. RASPRAVA

U ovom radu cilj je bio usporediti koncentracije ukupnih fenola i antocijana u jednom
uzorku liofilizirane pokozice komine grozda sorte Merlot. Ekstrakcija fenolnih spojeva i
antocijana provedena je primjenom 50% vodene otopine s tri razlic¢ita udjela HCl-a ( bez
dodanog HCI, s 0,5% HCI, te s 1% HCI) i razli¢itim vremenom trajanja (30 min, 45 min i 60

min).

5.1. Utjecaj vrste otapala na ekstrakciju fenolnih spojeva

Prema rezultatima prikazanim u Tablici 1. najbolja ekstrakcija fenolnih spojeva se postize
s 50%-tnom vodenom otopinom etanola uz dodatak 0,5% HCI-a. Kada se usporede ekstracije
fenolnih spojeva iz komine 50%-tnom vodenom otopinom etanola i 50%-tnom vodenom
otopinom etanola i 0,5% HCl-a vidljivo je da drugo otapalo daje gotovo tri puta veci prinos.
Takoder, veci prinos u ekstrakciji fenolnih spojeva ima i vodeno otapalo 50%-tnog etanola uz
1% HCl-a od ¢istog otapala 50%-tnog etanola, ali nesto manji u odnosu na 50%-tno vodeno

otapalo etanola uz 0,5% HCI.

5.2. Utjecaj trajanja postupka obrade na ekstrakciju fenolnih spojeva

Prema rezultatima prikazanim u Tablici 1. najbolja ekstrakcija fenolnih spojeva
postize se s produljenjem trajanja ekstrakcije osim u slucaju sa 50%-tnim vodenim otapalom
etanola bez dodanog HCl-a kada se ekstrakcija s produljenjem vremena trajanja neznatno
mijenja.

Neki autori smatraju da je bolje provesti kra¢i period ektrakcije, dok drugi smatraju da
je ucinkovitiji duzi period ekstrakcije. Tako je prema istrazivanjima Spigno i De Faveri
(2007) zabiljezeno kako pri ekstrakciji fenola iz komine grozda nema znacajne razlike izmedu
trajanja ekstrakcije 5 i 24 sata, dok je drugim istrazivanjem (Lapornik i sur., 2005)

ustanovljen porast prinosa kod ekstrakcije u trajanju od 12 do 24 sata pri sobnoj temperaturi.

19



5.3. Utjecaj vrste otapala i vremena trajanja na ekstrakciju fenolnih

spojeva

Prema rezultatima prikazanim u Tablici 1. pokazuje se kako se najveca vrijednost
ekstrahiranih fenolnih spojeva u etanolnom ekstraktu s dodatkom 0,5% HCI-a postize kroz
vrijeme ekstrakcije od 60 minuta, $to nije primjeceno u etanolnom ekstraktu jer vrijeme nema
utjecaj na ekstrakciju u tom otapalu. U ekstraktu s etanolom i 1% HCI-a nema velike razlike
u ekstrakciji prilikom trajanje obrade 45 i 60 minuta. Najmanja ekstracija fenolnih spojeva

postignuta je u vremenu trajanja od 30 minuta.

5.4. Utjecaj vrste otapala na ekstrakciju antocijana

Prema rezultatima prikazanim u Tablici 2. najbolju ekstrakciju antocijana pokazuje 50%-
tno vodeno otapalo etanola i 0,5% HCI, potom 50%-tno vodeno otapalo etanola sa dodatkom
1% HCI-a. Najslabija ekstrakcija je pokazana u vodenom otapalo 50%-tnog etanola. 50%-tno
vodeno otapalo etanola uz dodatak 0,5% HClI-a daje dva puta veéi prinos u odnosu na 50%-
tno vodeno etanolno otapalo.

Prema istrazivanju (Revilla i sur., 1998.) u kojem su se za ekstrakciju antocijana iz
pokoZice grozda koristile razne vrste otapala (80% metanol, 75% aceton, otopina metanola s
1% udjelom HCI-a) uvidjelo se da se najvise antocijana ekstrahiralo koristeci otapalo metanol
s 1% udjelom HCl-a. Takoder su Bakker i Timberlake (1985) u svom istraZivanju 0
ekstrakciji antocijana iz pokozice grozda dokazali da se viSe antocijana ekstrahira koristeci
metanol s 2% mravlje kiseline kao otapala za ekstrakciju.

1z toga se moze zakljuciti da se dodatkom kiseline poboljSava ekstrakcija antocijana.
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5.5. Utjecaj trajanja postupka obrade na ekstrakciju antocijana

Iz rezultata prikazanih u Tablici 2. vidljivo je da se najbolji rezultati postizu s najkraéim
trajanjem ekstrakcije, tj. s trajanjem ekstrakcije 30 minuta. Produljenjem trajanja postupka
obrade na 45 minuta ekstrakcija antocijana je neSto losija. Medutim, ukoliko se ekstrakcija

produlji na 60 minuta ekstrakcija antocijana ima ve¢i prinos.

5.6. Utjecaj vrste otapala i trajanja postupka obrade na ekstrakciju

antocijana

Prema rezultatima prikazanim u Tablici 2. pokazuje se kako se najveca vrijednost
ekstrahiranih antocijana postize s 50%-tnim vodenim otapalom etanola uz dodatak 0,5% HCI i
u vremenu trajanja ekstrakcije od 30 minuta. Najmanja vrijednost ekstrahiranih antocijana se
postize s 50%-tnim vodenim otopalom etanola bez dodatka HCI-a i u vremenu trajanja obrade
od 45 minuta.

5.7. Utjecaj vrste otapala i trajanja postupka obrade na ekstrakciju

ukupnih fenola i antocijana

Prema dobivenim rezultatima moZe se zakljuciti kako se najbolja ekstrakcija fenola 1
antocijana postize etanolnim otapalom uz dodatak 0,5 % HCl-a i to za ukupne fenole u
trajanju ekstrakcije 60 minuta, a za antocijane u trajanju ekstrakcije 30 minuta. Medutim,
kako bi se dobili povoljni rezultati i za jednu i za drugu skupinu potrebno je koristiti etanolno
otapalo uz dodatak 0,5% HCI-a i ektrakciju provoditi 60 minuta.

Najmanji prinos se postize etanolnim otapalom bez dodatka HCl-a i za jednu i za drugu
skupinu bez obzira na vrijeme trajanja ekstrakcije.

Ekstrakcijom etanolnim otapalom uz dodatak 1% HCI-a postizu se veci prinosi nego

¢istim etanolnim otapalom, ali neSto manje nego etanolnim otapalom uz dodatak 0,5 % HCl-a.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja uvjeta ekstrakcije iz liofilizirane pokoZice komine grozda

sorte Merlot moze se zakljuciti sljedece:

1. Udio ukupnih fenola i antocijana je bio visi ukoliko je koristeno 50% vodeno otapalo
etanola uz dodatak HCl-a, ali s razli¢itim udjelom ovisno 0 vremenu trajanja

ekstrakcije.

2. Udio od 0,5% HCl-a se pokazao dovoljnim, obzirom da s ve¢im udjelom nije

postignut i bitno veéi prinos niti ukupnih fenola niti antocijana.
3. Udio ukupnih fenola raste s produljenjem trajanja ekstrakcije, dok se najbolja
ekstrakcija antocijana postize ukoliko je vrijeme trajanja ekstrakcije najkrace, odnosno

30 minuta.

4. Kako bi se postigao najveci prinos ukupnih fenola i antocijana potrebno je koristiti

etanolnu otopinu uz dodatak 0,5% HCI-a te vrijeme trajanja ekstrakcije 60 minuta.
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