I1zolacija flavonoida metodom hladne plazme iz
organskog otpada vina

Horvatié, Kristina

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2015

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / SveuciliSte u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:159:577363

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-25

prehrambeno Repository / Repozitorij:

biotehnoloki Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet Biotechnology

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:577363
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:64
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:64
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:64

SveuciliSte u Zagrebu
Prehrambeno — biotehnoloski fakultet

Preddiplomski studij Nutricionizam

Kristina Horvatic

6268/N

IZOLACIJA FLAVONOIDA METODOM HLADNE PLAZME 1Z
ORGANSKOG OTPADA VINA

ZAVRSNI RAD

Modul : Zacinsko i aromatsko bilje

Mentor : prof. dr. sc. Verica Dragovié¢ — Uzelac

Zagreb, 2015



DOKUMENTACIJSKA KARTICA
Zavrsni rad
Sveuciliste u Zagrebu
Prehrambeno - biotehnoloski fakultet
Preddiplomski studij Nutricionizam
Zavod za prehrambeno — tehnolosko inZenjerstvo

Laboratorij za procese konzerviranja i preradu voéa i povréa

IZOLACIJA FAVONOIDA METODOM HLADNE PLAZME 1Z ORGANSKOG
OTPADA VINA

Kristina Horvatié¢ , 6268/N

Sazetak: Zbog visokog sadrzaja fenolnih spojeva grozde kao i komina koja zaostaje nakon proizvodnje
vina je visoko vrijedna sirovina. Danas se sve viSe istrazuju nove tehnike ekstrakcije fenolnih spojeva iz
komine kako se ne bi tretirala kao otpad ve¢ kao nusprodukt koji mozemo iskoristiti za izolaciju bioloski
aktivnih spojeva. Jedna od najnovijih tehnika ekstrakcije je tretman s hladnom plazmom. Cilj ovog rada bio
je ispitati utjecaj polarnosti otapala (10, 30 i 50 %), frekvencija (60 i 120 Hz) i vremena ekstrakcije (5 i
10 minuta) na izolaciju flavonoida iz liofilizirane pokozice komine grozda. Najbolja ekstrakcija ostvarena
Jje uz primjenu 50 % vodene otopine etanola, dok vrijeme i frkvencija nisu znacajnije utjecali na izolaciju
ovih spojeva.

Kljucne rijeci: komina, liofizirana pokozica grozda, hladna plazma, flavonoidi
Rad sadrzi: 21 stranica, 8 slika, 6 tablica, 32 literaturnih navoda
Jezik izvornika: hrvatski

Rad je u tiskanom i elektronickom (pdf format) obliku pohranjen u: Knjiznica
Prehrambeno - biotehnoloskog fakulteta, Kaciceva 23, Zagreb

Mentor: prof.dr.sc. Verica Dragovié — Uzelac
Pomoé¢ pri izradi: dr.sc. Danijela Bursa¢ — Kovacevié, visi asistent, dr.sc. Predrag Putnik

Rad predan: rujan, 2015.



BASIC DOCUMENTATION CARD

Final work
University of Zagreb
Faculty of Food Technology and Biotechnology
Undergraduate studies Nutrition
Department of Food Engineering
Laboratory for processes of preservation and processing of fruit and vegetables

ISOLATION OF FLAVONOIDSWITH METHOD COLD PLASMA FROM ORGANIC WINE
WASTE

Kristina Horvati¢ , 6268/N

Abstract: Vine culture is widespread around the world with the longest tradition and history, the great
social, economic and environmental importance. Due to its high content of phenolic compounds is highly
valuable raw material also grape stalks and marc that is remaining after wine production. Today,
increasingly exploring new techniques of extraction of phenolic compounds from the grape skins that were
not treated as waste but as a by-product that can be used for isolation of biologically active compounds.
One of the latest techniques of extraction is the treatment with cold plasma whose parameters extraction
(duration, frequency and polarity solvents) monitored in this study on a sample of freeze-dried the skins of
grapes. The results of this work confirmed that the more polar solvent ethanol extracted a higher amount of
flavonoids, as far as the parameters of the duration and frequency of the extraction is needed further
research to determine which of these parameters affect to extraction of flavonoids.

Keywords: grape vine, grape skins,cold plasma,flavonoids

Thesis contains: 21 pages, 8 figures, 6 tables, 32 references

Original in: Croatian

Final work in printed and electronic (pdf format) version is deposited in: Library of the Faculty of
Food Technology and Biotechnology, Kaciceva 23, Zagreb

Mentor : PhD Verica Dragovié — Uzelac, Full Professor

Technical support and assistance: PhD Danijela Bursac — Kovacevic, Scientific Assistant, PhD Predrag
Putnik

Thesis delivered: September,2015



Ovo istrazivanje financirano je sredstvima projekta ""Primjena inovativnih tehnologija
u izolaciji bioaktivnih spojeva iz organskog otpada u proizvodnji vina™. Projekt je
sufinancirala Europska unija u okviru poziva RC.2.2.08 ,,Jacanje kapaciteta za
istraZivanje, razvoj i inovacije* financiranog iz Europskog fonda za regionalni razvoj,
Operativni program Regionalna konkurentnost 2007. -2013.



SADRZAJ

Lo UVOD bbb bRttt bbbt 1
2. TEORIISKI DIO ..ottt bbbttt bbbt 2
2. L VINOVA LOZA ...ttt ettt bbbttt bt bbbt se et et b e bbbt e et e eneas 2
2.2 IMIERLOT CRNI 1ttt ttttette sttt ettt ettt et she e et e st e et e ehe e e bt e e he e e ke e abe e e mt e e she e e nbeeebeeenbeennneanrs 2
2.3 KOMINA ...ttt b ettt e kbt ekt e b e e e bt e e he e e b e e e Rt e et e e eRe e et e e nbn et e e nneeennes 3
2.3.1 POKOZICA GFOZAA ........cveoiiiiiiiiiiie e 3

2.4 KEMIISKI SASTAY KOMINE .....ciitiatieitttateeaieeateesieeabessieessseesasessessseesnseesseeansessssesnsesssnssnnes 4
2.5 FENOLNI SASTAY KOMINE ...vtiuiiuteiestestestestesseaseeseetestesbesbesbessessessessesssessessestessessessessessennens 5
2.5.1. FIavonoidi KOMINE.......cccoiiiiiiiiie i 7
2.6, PLAZMA ...ttt bbbt bbb bbbttt 8
2.6.1 HIAANA PIAZMA......ccviiieiiece e reene e 10

3. EKSPERIMENTALNI DIO ...ttt 11
S LMATERIJAL ..ottt e et te st e beeneeneene e e e 11
3.1 1. PrIPremMa UZOTKA .....eeuveuieieieieieie sttt 11
3.1.2. OtaPala | FEAGENSI. ....veuiieeiiiiite ettt 12

I R B Yo - L= (1] - TP PR PR 12
BLL. PrIDOK ottt bbb 12

3.2 METODE ...t ettt bbbt 13
3.2.1 POSLUPAK EKSEFAKCIJE ....vevveveeiieiie it esie ettt sre e re e sneenne s 13
3.2.2 Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih flavonoida ................cccccooeevviiiinnnnnn, 15
4 | 1N I OSSR SS S 17
5. RASPRAVA .ottt et re e ra e e e 18
6. ZAKLIUCAK ....ccoooooiiiiiecieciee et 19

T LITERATURA ettt aneennee s 20



1.UVOD

Osim bogate povijesti vinova loza danas ima velik gospodarski i ekonomski znacaj.
Znanstvena istrazivanja pokazuju da vino, naro€ito crno, sadrzi sastojke koji mogu pozitivno
djelovati na nase zdravlje. Najodgovorniji sastojci za takvo djelovanje su fenolni spojevi i
smatra se da Stite srce, krvne Zile i imunoloski sustav te imaju moguci pozitivni u¢inak na
prevenciju nekih kroni¢nih bolesti i to na nacin da Stite stanice od oksidacijskog oStecenja 1
omoguéuju popravak osteéenih struktura. Siroka proizvodnja vina diljem svijeta daje
nusprodukt kominu koja se Cesto tretira kao otpad i Stetno ujteCe na ekosustav, no u novije
vrijeme otkrivene su razli¢ite metode primjene komine kao dio sto¢ne hrane, komposta,
biogoriva ili hrane. Takoder se ispituju razli¢ite metode izolacije fenolnih spojeva iz komine
te pronalazenje optimalnih uvjeta izolacije.

S obzirom na visoku osjetljivost fenolnih spojeva na poviSene temperature, metode
ekstrakcije koje izbjegavaju primjenu visokih temperatura, a istovremeno omogucuju jednak
ili visi prinos u odnosu na klasi¢nu metodu primjenom drugih tehnologija, postaju sve ¢eS¢om
temom brojnih istrazivanja. Uz konvencionalne metode sve viSe se za izolaciju fenolnih
spojeva primjenjuju 1 nove metode ekstrakcije kao Sto su: ekstrakcija superkriticnim
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, §to ih svrstava medu metode
pogodne za ekstrakciju termicki osjetljivih spojeva kao Sto su polifenoli.

Medutim, navedene metode vrlo Cesto zahtijevaju vece financijske izdatke (Bhattacharya,
2015; Ghafoor i sur., 2011; Ignat i sur., 2011; Rajha i sur., 2014; Tappi i sur., 2014; Vilkhu i
sur., 2007).

Stoga je cilj ovog rada bio odrediti utjecaj hladne plazme na ekstrakciju flavonoida iz
liofilizirane pokozice komine grozda ovisno o uvjetima ekstrakcije: polarnosti otapala (10, 30

i 50 %), frekvencije (60 i 120 Hz) i vrijeme trajanja ekstrakcije (5 i 10 minuta).



2. TEORIJSKI DIO

2.1 Vinova loza

Vinova loza (lat. Vitis vinifera) je biljka iz porodice Vitaceae koja je najraSirenija vo¢na vrsta
u svijetu ¢ija proizvodnja nadmasuje sve ostale i ima vazan gospodarski znacaj. Godisnja
proizvodnja grozda u 2012. godini u svijetu je dosegla 77 milijuna tona (Schieber i sur.2001)
od kojih 181 096 tona proizvodi Hrvatska. U svijetu postoji oko 8000 vrsta grozda (botanicki
identificiranih), od toga je neSto viSe od 1000 namijenjeno proizvodnji vina. U Hrvatskoj
postoji oko 130 autohtonih sorti vinove loze.

Plod grozde dozrijeva od srpnja do listopada ovisno o sorti i podneblju gdje raste a moze se
koristiti svjez, suSen te preraden u vo¢ne sokove ili vino. Za proizvodnju vina koristi se 80 %
usjeva vinove loze, 13 % otpada na konzumaciju u svjezem obliku, dok se preostalih 7 %
grozda se preraduje u voéne sokove ili suhe grozdice (ElI Gengaihi i sur.,2013; Shahidi i
Naczk, 2004).

2.2 Merlot crni

Merlot je sorta crnog grozda podrijetlom iz Francuske nastala spontanim kriZanjem sorti
Savignona Bijelog i Cabernet Franc-a. Znacajke koje su pridonijele da se ova sorta prosiri po
cijelom vinogradarskom svijetu su te da se podjednako uspje$no uzgaja u sjevernim i juznim
vinorodnim podru¢jima, otporna je na zimsko smrzavanje i gljivicne infekcije ,jakog je
vegetativnog potencijala i vrlo je rodna.

Kod nas se kultivira u cijeloj Primorskoj Hrvatskoj i u Cetiri podregije Kontinentalne Hrvatske
(Podunavlje, Slavonija, Pokuplje, Prigorje — Bilogora) a najvise u Istri. Vina sorte Merlot
bogata su alkoholom (obi¢no oko 12,5% vol.) i ukupnim kiselinama (oko 6,5 g/l), rubincrvene
su boje, ugodne arome i bouquetta voéne note. Svrstavaju se u red najkvalitetnijih crnih vina

svijeta 1 kao takva su veoma cijenjena i traZena na trziStima vina.



Slika 1. Grozde sorte Merlot (izvor : Annonimus 1)

2.3 Komina

Nakon berbe grozda za proizvodnju vina ono se procesom ruljanja i muljanja preraduje da bi
se dobio groZdani masulj. GroZzdani masulj odnosno zgnje¢eno grozde sadrzi krutu fazu 20 %
(pokozicu, peteljke, sjemenke) i tekuéu 80 % (grozdani sok). Kod proizvodnje crnog vina
presanjem masulja dobiva se komina koja zajedno sa grozdanim sokom prolazi proces
fermentacije i maceracije. Komina je jeftin izvor ekstratibilnih i antiradikalskih fenola koji se
mogu Koristiti za konzerviranje hrane ili kao dodaci prehrani u svrhu prevencije bolesti
(Pinelo i sur.,2004). Tretiranje komine kao otpada je najcesce to potvrduje podatak gdje se
godisnje u svijetu proizvede 3,4 milijuna tona komine otpada. Ta Cinjenica predstavlja
globalni problem koji se reflektira istodobno na ekoloske nedostatke i ekonomske gubitke.
Zbog visokog sadrzaja bioloski aktivnih spojeva njezino odlaganje unutar tla uzrokovati ¢e
veliku potrosnju kisika i podzemnih voda Sto se loSe odraZava na okolni bioloski svijet a s
druge strane zbog tih svojstava predstavlja visoko vrijednu sirovinu za ekstrakciju istih Siroke

primjene u razli¢itim granama industrije.

2.3.1 Pokozica grozda

Pokozica predstavlja vanjski omota¢ bobice koji se sastoji od 6 — 10 slojeva stanica koje

su na vanjskom dijelu manje a prema unutraSnjosti veée s vrlo tankim pregradama.



Zahvaljujuci elastiCnosti stani¢nih stijenki u toku porasta i1 sazrijevanja bobice kozica

povecava svoj volumen isto tako vrlo lako puca.

Tablica 2. Kemijski sastav pokozice (Radovanovi¢, Tehnologoja vina, 1986)

SASTOJAK %
Voda 53-82
Pentoze i pentozani 1-1.2
Heksoze malo
Saharoza /
Skrob /
Celuloza 3,5
Pektin, smole i sluzi 0,9
Kiseline 0,13-0,67
Tanini 0,01-2,3
Tvari boje 1,0-154
Fermenti malo
Vitamini malo
Dusi¢ni spojevi 0,8-19
Masti 1,5
Pepeo 1,7-2,0

2.4 Kemijski sastav komine

Kemijski sastav komine je vrlo slozen i ovisan o sorti, ekoloskim faktorima, agrotehni¢kim
mjerama, stupnju zrelosti, itd.. Znacajne razlike u kemijskom sastavu prisutne su izmedu

razli¢itih dijelova komine.



Tablica 1. Dijelovi grozda u masenim postocima (Yair Margalit , 1997)

MASENI UDJELI

DIJELOVA GROZDA U
%
RASPON % PROSJEK %
SOK 70 - 80 75
POKOZICA 10— 20 16
PETELJKA 2-6
SJEMENKA 0-5

2.5 Fenolni sastav komine

Do danas je poznato vise od 8 000 polifenolnih spojeva u razli¢itim biljnim izvorima, vocu,
povréu, svim vrstama zacinskog i aromatskog bilja itd.. Fenolni spojevi su nosioci senzorskih
karakteristika (boja, okus, gor¢ina, trpkost ) vina i brojnih drugih funkcija u biljnom tkivu:

zastita od UV zraCenja, pigmentacija, obrana od nametnika, privladenje opraSivaca,

rasprSivanje sjemena i dr.

Proces maceracije omogucuje prijelaz fenolnih spojeva iz komine u most medutim dio ipak

ostaje vezan za stani¢nu stijenku i zaostaje u komini koji ¢ini 4 % ukupne suhe tvari komine .

Tablica 4. Raspodjela ekstratibilnih polifenola u svjezem grozdu (Chedea i sur., 2011; Sagdic

i sur., 2011)

DIO BOBICE GROZDA % EKSTRATIBILNIH
POLIFENOLA U SVJEZEM
GROZPU
PULPA 10
POKOZICA 28 - 35
SIEMENKA 60 - 70




Glavne fenolne komponente komine su antocijani, flavonoli i njihovi glikozidi (kvercetin,
kampferol, miricetin i rutin), katehin i epikatehin te njihovi esteri, oligomerni procijanidini,
stilbeni (resveratrol) i fenolne kiseline (galna, elaginska, kafeinska, ferulinska, i kumarinska
kiselina te ester klorogenske kiseline) (Lacopini i sur., 2008; Lafka i sur., 2007; Lu i Foo,
1999; Rajha i sur., 2013, Rajha i sur., 2014a).

Slika 2. Opc¢a struktura polifenolnih spojeva (izvor : Annonimus 2)

Osnovnu kemijsku strukturu fenolnih spojeva (Slika 2) ¢ine 2 aromatska prstena povezanih
pomocu 3 atoma ugljika, tako tvoreci tre¢i prsten C na koje mozZe biti vezana jedna ili viSe
hidroksilnih skupina koje mogu biti metoksilirane i glikozidirane s monosaharidima,
oligosaharidima, a Cesto sadrzavaju 1 acilne skupine, te imaju veliku sklonost umreZavanju 1
polimerizaciji (Kazazi¢, 2004; Ignat i sur., 2011). Fenolni spojevi se prije svega odlikuju
svojim antioksidacijskim djelovanjem koje ima omogucuje njihova aromatska struktura
omogucava delokalizaciju elektrona i postojanje viSe rezonantnih oblika, dok hidroksilne
skupine imaju sposobnost doniranja vodikovih atoma ili elektrona, a time inaktivaciju
slobodnih radikala. Slobodni radikali su molekule sa jednim ili viSe nesparenih elektrona, §to
th ¢ini vrlo reaktivnim vrstama. Oni nastaju prilikom uobicajenih biokemijskih procesa u
tijelu, kao Sto je dobivanje energije, ali i kao rezultat povecanoga izlaganja okoliSnim i/ili
prehrambenim ksenobioticima (Kazazi¢, 2004). Slobodni radikali dovode do osStecenja tkiva,
a ukljuceni su u razvojne procese brojnih bolesti kao $to su astma, tumori, kardiovaskularne
bolesti, katarakta, dijabetes, gastrointestinalne upalne bolesti, bolesti jetre, makularna

degeneracija, periodontalne bolesti i drugi upalni procesi (lacopini i1 sur., 2008; Kazazic,



2004; Lafka 1 sur., 2007). Takoder, pridonose starenju stanica, mutagenezi, karcinogenezi i
koronarnim bolestima srca putem destabilizacije membrana, oSteCenja DNA 1 oksidacije
lipoproteina (Bonilla i sur., 1999; El Gengaihi i sur., 2013; Ghafoor i sur., 2011; Lu i Foo,
1999, Yilmaz i Toledo, 2006). Osim antioksidacijske aktivnosti, fenolni spojevi imaju

antibakterijsko, antifugalno i antivirusno djelovanje (Kazazi¢, 2004; Rajha i sur., 2013)

2.5.1. Flavonoidi komine

Flavonoidi su fenolni spojevi koji se medusobno razlikuju prema oksidaciji piranskog prstena
u tu skupinu spadaju flavoni, izoflavoni, flavonoli, flavanoni, flavanoli, te antocijani (Slika
3). Flavonoidi se nalaze u mnogim biljkama, koncentrirani u sjemenkama, kozi ili kori voca,
kori drveca, lis¢u i cvijecu. Naravno da i velik broj ljekovitih biljaka sadrzava flavonoide koji
imaju izrazenu antioksidacijsku i antiradikalsku aktivnost . Zato se flavonoidima pripisuju i
mnoga terapijska djelovanja, npr. antibakterijsko, protuupalno, antialergijsko, antimutageno,
antiviralno i antikancerogeno, a znatno utjec¢u na boju i okus hrane. Do danas je identificirano
vise od 6400 flavonoida koji imaju vaznu ulogu u odrzavanju i zastiti zivotnih funkcija

biljaka, a doSavsi u njih putem hrane, imaju sli¢nu ulogu i za druga ziva bica.
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Slika 3. Osnovna struktura i skupine flavonoida ( izvor : Kazazi¢,2009)



Flavonoli koji se sintetiziraju u biljci su najée$¢e kampferol, kvercetin, mircetin i metilirani
oblici te oni ¢ine jednu tre¢inu fenolnih spojeva pokozice grozda (Shahidi i Naczk 2004).
Formiranje glikozida flavona i flavonola ovisi o prisutnosti svijetla. Oni su odgovorni za
zastitu biljke od UV svijetla zbog Cega se uglavnom nalaze u liS¢u 1 pokozici biljaka, a
znacajne koncentracije pronadene su 1 u pulpi, dok se u podzemnim dijelovima biljke nalaze
samo u tragovima (Riedel i sur., 2012; Shahidi i Naczk 2004). Izoflavone nalazimo u biljkama
prisutne kao glikozide a najzastupljeniji su genistein, daidzin te glicitin (Ignat i sur., 2011).

Flavanoni su u ve¢im koncentracijama prisutni jedino u citrusima kao na primjer naringenin u
grejpu, hesperetin u naranci te eriodictiol u limunu. flavan-3-oli, se u pokozici grozda javljaju
u monomernoj (katehini), oligomernoj i polimernoj (procijanidini) strukturi odnosno kao
kondenzirani tanini koji mogu biti sastavljeni od ¢ak 17 jedinica flavan-3-ola u jednoj
molekuli. Pet najznacajnijih flavan-3-ola u grozdu su (+)-katehin, (-)-epikatehin, (+)-
galokatehin, (-)-epigalokatehin i katehin-3-O-galat. Procijanidini su glavni nosioni gor¢ine i
astrigentnosti crnih vina (He i sur., 2008). Antocijanidini su osnovne strukture antocijana bez
vezanih Secera (aglikoni), a u prirodi se najéesée javljaju pelargonidin, cijanidin, delfinidin,
peonidin, petunidin i malvidin. Razlike medu njima su u broju i poziciji CH30- i OH-skupina
u prstenu B. Antocijani su glikozidi antocijanidina te se u takvoj formi uglavnhom nalaze u
biljkama 1 najbolje apsorbiraju, medutim aglikoni su snazniji antioksidansi od odgovarajuc¢ih
glikozida (Kazazi¢, 2004). U uzorcima komine antocijani predstavljaju najzastupljeniju

skupinu fenolnih spojeva (Kammerer i Carle, 2008).

Koli¢ine antocijana u komini crnih sorta grozda kre¢u 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 razli€itih sorti grozda nalazi u udjelima od 24,12 do 117
mg na 100 g suhog ekstrakta, dok najviSa zabiljeZena vrijednost za epikatehin iznosi 47,50 mg

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

2.6. Plazma

Plazma je ionizirani ili djelomi¢no ionizirani plin najveéim dijelom sastavljena od elektricki
nabijenih 1 neutralnih Cestica. Smatra se Cetvrtim agregatnim stanjem zbog razlicitih svojstava
u odnosu na krutine, tekuéine i plinove i u sustini je neutralna, nema odredeni oblik, niti

volumen ba$§ kao plin,dobar je vodi¢ elektrine struje i snazno reagira na elektri¢no i



magnetsko polje. Na Zemlji je ima vrlo malo dok je u Svemiru najrasprostranjeniji oblik
vidljive materije, odnosno 99% tvari u svemiru plazma (Sunce, zvijezde, Zemljin omotac
itd.).Prirodnu plazmu nije moguce iskoristiti pa se za potrebe istrazivanja, primjene ili
industrije mora proizvesti. Da bi doSlo do nastajanja plazme potrebno je raditi elektri¢no
izbijanje pri ¢emu se osnovno sudaranje medu elektronima moze opisati reakcijama

prikazanim u tablici 5.

Tablica 5 : Reakcije nastajanja plazme

Ekscitacija: A+te— A*+ ¢
lonizacija: A+e— A + 2e
Disocijacija: M+e— M-+-M+e
Disocijativna ionizacija: M+e— M-+-M "+ 2e
M+ e— M:+-M
Rekombinacija: M+e+S—aM+S
Disocijativna rekombinacija: M +e— M-+M
Rekombinacija kao posljedica zraenja folona: A +e = A+hy

Oblici i vrste plazme su brojni te se mogu klasificirati prema vise kriterija (Slika 5), naj¢esce

temperaturi i tlaku neutralnog plina u kojem se krecu ionizirane Cestice.

PLAZMA
1
* +
Hiadna plazma Vruéa plazma
(engl. cold plasma) (engl. hot plasma)
L
: 1
Niskotlaéna plazma Atmosferska plazma
(engl. low-pressure plasma) (engl. atmospheric plasma)

Slika 5. Temeljna klasifikacija plazme (Razi¢ i Cunko , 2009)

Nedvojbeno je da je plazma aktualna tema istrazivackih radova i da sve vise radi na njenoj
primjeni u razli¢itim podrucjima kao medicina, metalurgija, elektronika, industrija plastike i

tekstila, prehrambenoj industriji i drugo.



2.6.1 Hladna plazma

Umjetno stvorene plazme ili ,,tehnoloske plazme,, su uglavnom hladne plazme. Tople plazme
su potpuno ionizirane dok kod hladne plazme samo je 1 % ioniziran ¢iji elektroni imaju
temperaturu od nekoliko tisu¢a °C, neionizirani dio je sobne temperature.

Hladna plazma nastaje na nacina da se uvodi koncentrirana elektricna energija u plin Ciji se
atomi rastave na ione i elektrone. Zadnjih nekoliko godina istraZuje se primjena hladne
plazme na organske tekucine zbog njihove prakti¢ne aplikacije u biologiji, kemiji i
elektrokemiji. Posebna pozornost je usmjerena prema njenoj primjeni u ekstrakciji bioaktivnih
spojeva iz razli¢itih biljnih materijala, zbog toga $to uzrokuje fragmentaciju biljnog materijala

u otapalu i1 olakSava sam proces ekstrakcije.

Fernandez i sur. (2012) su pokazali da CAP (Cold atmospheric gas plasma treatment) ima
potencijal u primjeni dekontaminacije hrane i zamjeni nekih tradicionalnih metoda, ali
potrebna su jo$ mnoga istrazivanja poput mogucénosti nastajanja Stetnih nusproizvoda, te

senzorskih svojstava tako tretirane hrane.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 MATERIJAL

3.1.1. Priprema uzorka

U suradnji s poduze¢em Agrolaguna d.d. (Pore¢,Hrvatska) nakon presanja grozda sorte
Merlot izuzet je uzorak komine koriSten za istrazivanje. Kompletna masa komine podvrgnuta
je procesu liofilizacije te je zatim pakirana u polipropilenske vreéice po cca. 500 g,
hermeticki zatvorene i skladistene na -18 °C do provodenja analize. Netom prije izvodenja
analize liofilizirana komina (Slika 6) je odmrznuta te ru¢no razdijeljena na pokozicu,
sjemenke 1 dijelove peteljke. Za potrebe istrazivanja koristi se samo pokozica koja je
prethodno samljevena u prah pomo¢u mlinca za mljevenje (Imetec Dolcevita CG1). U
plasticnim ladicama izvaze se 12 uzoraka po priblizno 1 g na analiti¢koj vazi (ABT 220-4M,
Kern § Sohn GmbH , Balinger, Njemacka) te se prebace u prethodno pripremljene listi¢e
aluminijske folije, zapakiraju i oznace brojevima od 1 do 12. Uzorci priredeni na opisani

nacin koriSteni su za provodenje ekstrakcije flavonoida.

Slika 6. Liofilizirana komina
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3.1.2. Otapala i reagensi

YV V V V VY

3.1.3.

YV V. V V V V V

3.14.

YV V.V V V V V V V

Etanol, 96 % (T.T.T d.o.o0, Sveta Nedjelja, Hrvatska)
Etanol 10, 30, 50 % (v/v)

Aluminijev Klorid 10% -tni

Kalijev acetat 1 M

Standard kvercetina (100 mg/L)

Aparatura

Pulsni visokonaponski generator (Spellman, UK)
Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer)
Analiticka vaga (Kern ABT 220-4M)

Tehnicka vaga Mettler (to¢nost + 0,01 g)

Liofilizator (CoolSafe, Model :55-9 PRO)

Uredaj za mljevenje (Imetec Dolcevita CG1,ltalija)
Centrifuga (Hettich, EBA 3S, Tuttlingen, Njemacka)

Pribor

Odmjerne tikvice volumena 10 mL, 50 mL i 100 ml
Stakleni lijevak

Menzure 50 i 100 ml

Pipeta 1 ml, 2 ml, 5ml, 10 ml

Plasti¢na ladica za vaganje

Staklene epruvete , stalak za epruvete

Falkonice volumena 50 ml

Staklene kivete

Mikropipete Eppendorf (100 pL, 250 uL i 1000 uL)
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3.2 METODE

Komina od groida
sorte Merlot

lzdvajanje pokoZice

Mljevenje u prah

\Vaganje

Dodavanje vodene
otopine etanola

Ekstrakcija hladnom
plazmom

Odredivanje ukupnih

Slika 7. Shematski prikaz provedbe istrazivanja

3.2.1 Postupak ekstrakcije

Ekstrakcija flavonoida provodi se primjenom hladne plazme uz upotrebu 10%, 30% ili 50 %
vodene otopine etanola, pri razli¢itim vremenima 5 ili 10 minuta i razlicitoj frekvenciji 60 ili
120 MHz, prema planu eksperimenta prikazanom na Tablici 5. Tijekom eksperimenta izlazni
napon je bio 20 kV s kondenzatorom kapaciteta 0,75nF. Napon je mjeren naponskom sondom
Tektronix P6015A spojenim na osciloskop Hantek DS05202BM.

Reaktor je bio volumena 300 mL, s gumenim ¢epom s prilagodenim otvorom za elektrodu
uzemljenja. Eksperimenti su provedeni u Sarzno pri razliitim vremenima tretmana.

Konfiguracija elektroda u reaktoru bila je postavljena u obliku tocka-ploca, odnosno s
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iglicnom visokonaponskom elektrodom (igla od nehrdajuceg cCelika Microlance TM 3, 81
cm), te ploc¢astom elektrodom uzemljenja od nehrdajuceg celika promjera 4,5 cm. Kroz
iglicnu elektrodu upuhivan je zrak koji je omoguéio mijesanje uzorka, te samo praznjenje u
mjehuri¢ima upuhivanog zraka. Postupak ekstrakcije se provodi na nacin da se u reaktor stavi
odvagani uzorak i 40mL otapala, reaktor se namjesti i provede ekstrakcija pri odredenom
vremeni i frekvenciji. Nakon toga se pazljivo sav sadrzaj reaktora kvantitativno prenese preko
lijevka u odmjerne tikvice od 50 ml i nadopuni do oznake otapalom za ekstrakciju. Potom se
uzorci prebace u falkonice volumena 50 mL i centrifugiraju 10 min pri 5500 rmp (Hettich,
EBA 3S, Tuttlingen, Njemacka). Nakon centrifugiranja, uzorci se dekantiraju u nove

falkonice istog volumena i skladiSte na -18 °C do daljnje analize.

Slika 8. Reaktor ekstraktora tijekom postupka ekstrakcije hladnom plazmom
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Tablica 1. Plan pokusa ekstrakcije flavonoida primjenom hladne plazme

Paralela uzorka | Polarnostotapala |Vrijeme| Frekvencija plazme

% min Hz
1 30 5 60
1 30 5 120
1 30 10 60
1 30 10 120
1 50 5 60
1 50 5 120
1 50 10 60
1 50 10 120
1 70 5 60
1 70 5 120
1 70 10 60
1 70 10 120

3.2.2 Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih flavonoida

Princip metode

Odredivanje ukupnih flavonoida provodi se u etanololnom ektraktu uzorka primjenom
spektrofotometrijske metode (Chang i sur.,, 2002). Flavonoidi u uzorku dodatkom
aluminijevog klorida i kalijevog acetata stvaraju obojeni kompleks ¢iji nastali intenzitet
obojenja mjerimo pri 415 nm. Dobivene apsorbancije su proporcionalne koncentraciji

flavonoida.

Postupak odredivanja

U svaku epruvetu otpipetira se redom 0,5 mL ekstrakta, 1,5 mL 96 % -tnog etanola, 0,1 mL
10 % -tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1M kalijevog acetata i 2,8 mL destilirane vode. Na

isti nacin se pripremi u slijepa proba samo se umjesto uzorka doda isti volumen destilirane
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vode. Reakcijska smjesa ostavi se 30 minuta na sobnoj temperaturi da odstoji, nakon ¢ega joj

se izmjeri apsorbancija pri valnoj duljini 415 nm.

Izrada baZdarnog pravca

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se otopina standarda kvercetina koncentracije 100
mg/L. Od ove otopine pripreme se sljedeéa razrijedenja: 10, 25, 50, 75 mg po 100 mL na
nacin da se otpipetira redom : 1, 2.5, 5 1 7.5 mL alikvotne otopine standarda u odmjerne
tikvice od 10 mL i nadopune 96 % -tnim etanolom do oznake. Za analizu uzima se i
standardna otopina kvercetina 100 mg/mL. U svaku epruvetu otpipetiramo 0,5 mL otopine
standarda , 1,5 mL 96 % -tnog etanola, 0,1 mL 10% -tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1 M
kalijevog acetat 1 2,8 mL destilirane vode. Na isti nacin se pripremi slijepa proba samo §to se
umjesto otopine standarda dodaje 0,5 mL 96 % -tni etanol a umjesto 10 % aluminijevog
klorida dodaje 0,1 mL destilirane vode. Takva smjesa odstoji 30 minuta pri sobnoj
temperaturi nakon Cega se se mjeri apsorbancija pri 415 nm. Iz izmjerenih apsorbancija
standarda nacrta se bazdarni pravac (Slika 7) i prema dobivenoj jednadzbi pravca izracuna

koncentracija ukupnih flavonoida.

0,8

0,7
0,5 /
0,4
0,2

0 20 40 60 80 100 120
mg/L

A 415 nm

Slika 7. Bazdarni pravac za kvercetin
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Na temelju dobivenih podataka jednadzba pravca glasi Y=0,0069 x X + 0,0002 gdje je :

Y- apsorbancija pri 415 nm

X-masena koncentracija kvercetina mg/L
0,0002 odsjecak na osi ordinata (Y)

4. REZULTATI

Rezultati utjecaja odabranih parametara

poput polarnosti otapala ekstrakcije, vremena

trajanja ekstrakcije i frekvencije koriStene pri ekstrakciji hladne plazme na koncentraciju

ukupnih flavonoida prikazani su graficki kao srednja vrijednost dvaju paralelnih mjerenja

(Slika 8).

1,2

0,8

mg/g flavonoida

0,6 —

04 —

02 —

5 min

10%

10 min

5 min

30%

10 min

5 min

50%

10 min

60 Hz

0,61

0,57

0,39

0,41

0,97

0,88

m 120 Hz

0,46

0,43

0,45

0,43

0,86

0,91

Slika 8. Maseni udjeli ukupnih flavonoida (mg/g) u liofiliziranoj pokozici komine grozda

sorte Merlot
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5. RASPRAVA

Ekstrakcija visokim-voltaznim elektriénim praznjenjem moze povecati prinos i kvalitetu
biljnih ekstrakata, a istovremeno smanjiti vrijeme i temperaturu postupka ekstrakcije
(Boussetta & Vorobiev, 2014;. Cholet i sur,2014; Donsi, Ferrari, i Pataro 2010; Knorr i sur,
2011.; Luengo,Alvarez & Raso, 2013; Martin-Belloso & Soliva-Fortuny, 2011; Vorobiev&
Lebovka, 2006).

Utjecaj polarnosti otapala na ekstrakciju flavonoida

Prema grafu prikazom na slici 8. uocljivo je da povecanjem udjela etanola u otapalu s
10%(v/v) na 30% (v/v) pa na 50% (v/v) povecava se koli¢ina flavonoida, te su najveci
maseni udjeli odredeni u ekstraktima dobivenim s 50% etanolom. Ovaj trend su potvrdili i
Prasad i sur. (2009) prema ¢ijem istrazivanju porast udjela etanola s 25% (v/v) na 50% (v/v)
utjece na bolju ekstrakciju i povecanje koncentracije ekstrahiranih fenolnih spojeva. Rezultati
El Gengaihi i sur. (2014) pokazuju kako pri klasi¢noj ekstrakciji iz pokozice grozda 80%-tni
etanol (v/v) daje bolji prinos ukupnih fenola u odnosu na 50%-tni (v/v), kao i najvisu
antioksidacijsku aktivnost. Veci udio etanola u otapalu doveo je do veceg prinosa antocijana i

u istraZzivanju Lapornik 1 sur. (2005).

Utjecaj vremena tretiranja na ukupnu koncentraciju flavonoida

Vrijeme tretiranja hladnom plazmom u trajanju 5 1 10 minuta nije znacajno utjecalo na
masene udjele flavonoida. Pri oba vremena odredene su podjednake vrijednosti. Prilikom
klasicne metode ekstrakcije, rezultati vezani za utjecaj vremena na prinos ekstrakcije su
kontradiktorni. Dok Spigno i De Faveri (2007) ne nalaze znacajnu razliku izmedu
koncentracije antioksidanata u ekstraktu dobivenom tijekom ekstrakcije kroz 5 i 24 sata,
Lapornik i sur. (2005) su ustanovili porast koli¢ine fenolnih spojeva u ekstraktu produljenjem

ekstrakcije s 12 na 24 sata. Kod ekstrakcije visokim hidrostatskim tlakom doslo se do
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zakljucka da vrijeme trajanja ne utjete na ekstrakciju fenolnih spojeva ( Resman i Susti¢,

2015).

Utjecaj frekvencije na koncentraciju ukupnih flavonoida

Prema slici 8. mozemo vidjeti je jedina razlika u koncentraciji flavonoida pri 10% EtOH
otapalu koja je nesto visa pri 60 Hz , na ostala otapala koncentracija je gotovo ista pri obje
frekvencije.

6. ZAKLJUCAK

Najveci maseni udjeli ukupnih flavonoida u ekstraktima dobivenim uz primjenu hladne
plazme dobiveni su upotrebom 50%-tne vodene otopine etanola, dok vrijeme ekstrakcije i

frekvencija nisu znacajnije utjecali na u¢inkovitost postupka ekstrakcije.
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