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1.UvOD



Ionske teku¢ine definiraju se kao organske soli sa temperaturom taliSta nizom od
100 °C. Primjena ionskih tekuéina postala je predmetom intenzivnih istrazivanja posljednjih
petnaestak godina. Ionske su tekucine poznate i kao nova ,,zelena“otapala u kemiji koja bi
mogla postati alternativa hlapljivim i $kodljivim klasi¢nim organskim otapalima.Svoju su
primjenu izmedu ostalog naSle i kao otapala za ekstrakciju u pripremi uzoraka za

kromatografsku analizu.

Specifi¢ni polifenolni sastav biljnih materijala predmet je brojnih studija pa tako i u
tehnologiji 1 analitici vinagdje su suantocijani i tanini (proantocijanidini) od iznimnog
znacaja. Antocijani su vazni jer su upravo oni zasluzni za crnu boju vina te postoji moguénost
koriStenja profila antocijana kao kemotaksonomskog kriterija za utvrdivanje razlika izmedu
vrsta grozda Sto bi omogucilo kontrolu patvorenja vina (Moreno-Arribas i Polo, 2009). Tanini
takoder pridonose organoleptickim svojstvima vina, a najve¢i utjecaj imaju na trpkocu i

goréinu vina.

Klasi¢ne metode ekstrakcije pokazuju nisku efikasnost i potencijalno su Stetne za okolis$
zbog koriStenja velikih koli¢ina organskih otapala te dugotrajnosti koje takvemetode
zahtijevaju. Posljednjih se godina istrazuju brojne alternativne metode ekstrakcije od kojih je
jedna 1 ekstrakcija koriStenjem ionskih tekucina(Dai 1 Mumper, 2010). Ionske tekucine
odlikuju se pozeljnim svojstvima za otapala kao $to su nizak ili zanemariv tlak pare, topljivost
brojnih organskih i anorganskih spojeva u njima, visoka toplinska stabilnost, visoki toplinski
kapacitet, visoka provodljivost te nezapaljivost. lako se niti jedna ionska teku¢ina ne odlikuje
svim navedenim karakteristikama,ono §to ih razlikuje od ostalih otapala i po ¢emu su posebne
je mogucénost dizajniranja njihove strukture u cilju dobivanja Zzeljenih svojstava koja bi

omogucila povecanje njihove efikasnosti (Poole, 2004).

Zbog kompleksnosti strukture polifenolnih spojeva i zahtijevnih analitickih metoda
objavljen je mali broj radova koji se bave ekstrakcijom polifenolnih spojeva iz pokozice
grozda klasiénim nacinima ekstrakcije. IstraZzivanja vezana uz ekstrakciju polifenolnih
spojeva iz biljnog materijala primjenom ionskih tekucina tek su u zacetku, tako da postoji tek
mali broj objavljenih radova vezanih uz tu tematiku, gdje su uglavnom odredivani standardi
polifenolnih spojeva, a nije se radila njihova ekstrakcija iz biljnog materijala. Odredivani su
standardi polifenolnih spojeva jednostavnije strukture (galna kiselina, elaginska kiselina), dok
su kompleksne i polimerne flavonoidne strukture (C¢C3Cs) kao $to su antocijani i tanini

potpuno neistrazeni.



S obzirom da se u posljednjih dvadesetak godinasve vise paZnje pridaje razvoju i
primjeni procesa koji reduciraju ili eliminiraju uporabu ili proizvodnju supstanca opasnih po
ljudsko zdravlje i okoli§ u radu ¢e se istraziti mogucénost zamjene klasiénih postupaka
ekstrakcije antocijana i tanina iz pokozice grozda sorte Plavac mali organskim otapalima s

ekstrakcijom pomocu ionskih tekuéina razlicite strukture.



2.0PCI | SPECIFICNI CILJEVI RADA



Op¢i cilj rada je ispitati mogucénost koristenja ionskih tekuc¢ina kao alternative klasicnim
metodama ekstrakcije organskim otapalima. Koristenje ionskih tekué¢ina omogucilo bi
provodenje ekstrakcija prema principima zelene kemije u cilju smanjenja potroS$nje organskih

otapala te potencijalno smanjenje duljine trajanja ekstrakcije.

Specificni ciljevi rada su utvrditi u¢inkovitost ekstrakcije antocijana i tanina iz pokozice
grozda sorte Plavac mali primjenom razli¢itih imidazolijevih ionskih tekuc¢ina u odnosu na
organska otapala. Jedan od ciljeva rada je i odrediti postoje li svojstva ionskih tekucina koja

direktno utjecu na efikasnost ekstrakcije antocijana i tanina.



3. TEORIJSKI DIO



3.1. VINOVA LOZA

Vinova loza (lat. Vitis vinifera) je viSegodi$nja biljka penjacica iz porodice Vitaceae
koja potjeCe s podrucja Bliskog Istoka odakle se prosirila po Citavom svijetu. Listovi su
razli¢itih oblika i razliCite zelene boje §to ovisi o vrsti vinove loze. Vinova loza cvate
od lipnja do srpnja, a cvatnja traje samo 4 do 5 dana. Plod vinove loze (grozde) je u obliku
grozda, a vrijeme dozrijevanja ploda ovisi o sorti i podneblju gdje raste stoga u nasem
podneblju grozde dozrijeva od srpnja do listopada. Vinova loza je najveéi voéni usjev na
svijetu, a procjenjuje se da godi$nja proizvodnja grozda iznosi oko 65 milijuna tona (FAO,
1998). Oko 80% godisnjeg usjeva se koristi za proizvodnju vina, a ostatak se koristi za
konzumaciju. Razlikujemo dvije velike skupine grozda, europska i sjeverno-americka vrsta.
Europsko grozde pripada vrsti Vitis vinifera L.i ¢ini oko 95% proizvedenog grozda dok
sjeverno-americ¢ko grozde pripada vrstama Vitis labrusca i Vitis rotundifolia. Europski tip
grozda karakterizira relativno debela pokozica koja prianja uz ¢vrstu i slatku pulpu (Jackson,
2008).


http://hr.wikipedia.org/wiki/Lipanj
http://hr.wikipedia.org/wiki/Srpanj
http://hr.wikipedia.org/wiki/Gro%C5%BE%C4%91e

3.2. PLOD VINOVE LOZE (GROZDE)

Vecina grozda vrste Vitis vinifera najbolje uspijeva u podru¢ju s mediteranskom
klimom gdje su duga i relativno suha ljeta te blage zime (Nelson, 1991). U istrazivanju
koriStena je crna sorta Plavac mali (Vitis vinifera L). Plavac mali je hrvatska autohtona sorta
koja je ujedno i najvaznija crna sorta u Hrvatskoj. Uspijeva u obalnom dijelu te na otocima
srednje 1 juzne Dalmacije jer su mu za postizanje najbolje kvalitete potrebna podrucja koja
su okrenuta prema moru i do kojih dopire najvise direktnih i reflektiranih suncevih zraka
(Maleti¢ 1 sur., 2004).

3.2.1. Anatomska grada bobice grozda

Tijekom razvoja bobice grozda dolazi do transformacije plodnice u perikarp. Na slici 1
je prikazana pojednostavljena grada bobice grozda. Perikarp se sastoji od egzokarpa koji €ini
vanjski dio bobice grozda (pokozica), mezokarpa(sredi$nji dio) i endokarpa (unutarnji dio).

Mezokarp i endokarp ¢ine pulpu, a unutar pulpe se nalaze sjemenke.

Tkivo perikarpa tvori vise od 65%volumena bobice.Pokozica bobice grozda (egzokarp)
se sastoji od dvije anatomski razliCite regije. Vanjski dio pokozice ¢ini epiderma, a unutarnji
dio ¢ini hipoderma. Epiderma sadrzi jedan sloj spljoStenih stanica u obliku diska sa
nepravilno valovitim krajevima. To su ujedno i stanice u kojima se ne odvija fotosinteza vec¢
se u njihovim vakuolama nalaze kapljice ulja. Ovisno o vrsti, mogu razviti zadebljanu ili
lignificiranu stjenku. Na epidermi se nalazi nekolicina puci koje s vremenom tj. zrenjem gube
funkciju, postaju plutaste i u njima se akumuliraju polifenoli. Iznad epiderme se nalazi
kutikula sa debelim slojem voska. Na njoj se nalaze mikrofisure i mikropore preko kojih se
odvija transpiracija. Hipoderma se sastoji od vise slojeva usko nabijenih mezofilnih stanica, a
njihov broj ovisi o vrsti grozda. Stanice su spljoStene i imaju zadebljane kutove stjenke. U
ranom stadiju razvoja, stanice imaju fotosintetsku ulogu, a nakon dozrijevanja(véraison)
plastidi gube klorofil i skrob i pocinju akumulirati kapljice ulja. Takvi modificirani plastidi
postaju mjesto sinteze i skladiStenja terpena i norizoprenoida. Vecina stanica hipoderme
takoder akumulira flavonoide dok su antocijani, prisutni u vrstama crnog grozda, akumulirani

u njenim krajnjim slojevima.



Kod mezokarpa bobice razlikujemo vanjski dio koji se nalazi izmedu hipoderme i
perifernih vaskularnih vlakana i unutarnji dio koji je ograni¢en perifernim i aksilarnim
vaskularnim nitima. Veéina stanica mezokarpa je okruglog, jajastog oblika i sadrze velike
vakuole koje mogu pohraniti fenole, dok iste rijetko sudjeluju u fotosintezi. Sloj stanica koji
predstavlja granicu izmedu mesnatog dijela bobice 1 sjemene loze se ¢esto naziva unutarnja

epiderma. Septum je srediS$nji dio gdje se spajaju dva oplodna listi¢a tucka.

Razvoj sjemenki je povezan sa sintezom regulatora rasta koji su neophodni za razvoj
voca, a broj sjemenki djelomi¢no ovisi o veli¢ini vo¢a. Glavni dio sjemenke ¢ini endosperm
koji sluzi kao izvor hrane embriju jer sadrzi ulje, $krob, bjelan¢evine te mineralne tvari.
Endosperm je okruzen parom integumenata od kojih se samo jedan znacajnije razvija. Embrij
zauzima najmanji dio volumena sjemenke. Graden od dva klicina listica (kotiledona),
epikotila (gornji dio izdanka) i sjemenskog korjenci¢a na vrhu hipokotila (donji dio izdanka)
(Jackson, 2008).

Pokozical

Tmm

Slika 1. Grada bobice grozda (Jackson, 2008).



3.2.2. Razvoj bobice tijekom dozrijevanja grozda

Razvoj bobice sastoji se od dvije faze rasta (Slika 2). Prva faza razvoja bobice traje
otprilike 60 dana nakon cvatnje. Tijekom tog perioda formira se bobica i stvaraju se zametci
sjemenki. Prvih nekoliko tjedana dolazi do brzog dijeljenja stanica i na kraju tog perioda
unutar bobice uspostavlja se konacan broj stanica. Tijekom prve faze razvoja bobice dolazi do
akumulacije spojeva kao §to su minerali (Possner i Kliewer, 1985), aminokiseline (Stines i
sur., 2000), mikronutrijenti i spojevi arome (metoksipirazini) (Allen i Lacey, 1999). Bobica se
opskrbljuje hranjivim tvarima preko vaskularnog sistema koji se sastoji od ksilema i floema.
Drugu fazu razvoja bobice ili dozrijevanja (véraison) karakterizira pojava boje i omeksavanje
bobice grozda. Bobica grozda predstavlja osnovno mjesto gdje se odvija biosinteza

sekundarnih metabolita koji su od velike vaznosti za kakvoc¢u vina (Gholami i sur., 1995).

Flaem
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Slika 2. Formiranje bobice i dozrijevanje grozda (Coombe i McCharty, 2000).
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3.2.3. Kemijski sastav bobice grozda

Na kemijski sastav grozda utjeCu brojni ¢imbenici, a neki od njih su zrelost, vrsta,
podru¢je u kojem raste te godina berbe (Ribéreau-Gayon i sur., 2000). Saharoza je
kvantitativno najznacajniji organski sastojak u voc¢u. Tijekom ranog razvoja bobice grozda dio
ugljikohidrata sudjeluje u fotosintezu pri ¢emu se dobiva energija koja je potrebna za daljnji
razvoj bobice. Tijekom zrenja dolazi do akumulacije Secera i to najviSe u vakuolama stanica
pulpe. Tijekom zrenja jo§ dolazi i do redukcije kiselosti. Vinska i jabuc¢na kiselina ¢ine 70-
90% ukupnih kiselina bobice. U grozdu nalazimo neke organske kiseline (npr. limunska),
fenolne kiseline, aminokiseline i masne kiseline.

Od prisutnih mineralnih tvari u bobici grozda najznacajniji je kalij. Kalij utjeCe na
sintezu i ionizaciju kiselina tijekom zrenja. Cimbenici koji utjeéu na akumulaciju kalija u
bobici nisu dobro poznati. Njegova koli¢ina se povecava nakon dozrijevanja, pogotovo u
pokozici. Pokozica zauzima 10% mase bobice, a sadrzi 30-40% ukupnog sadrzaja kalija koji
se ponasa kao regulator osmotskog potencijala stanice. Pektinske tvari se nalaze u stani¢noj
stienci 1 daju ¢vrstoCu stanicama. Tijekom zrenja dolazi do razgradnje pektina uslijed
djelovanja enzima ili uslijed smanjenja koncentracije kalcija u stani¢noj stjenci, a posljedica
toga je mekSanje bobica.

Meksanje dovodi do lakseg izdvajanja soka iz pulpe te fenolnih spojeva i tvari arome iz
pokozice. Lipidi su prisutni u grozdu kao masne kiseline, kutin, fosfolipidi 1 glikolipidi
membrane, kutikularni i epikutikularni vosak te kao ulja u sjemenkama. Tijekom zrenja u
grozdu raste koncentracija u vodi topljivih proteina, a najcesce je to glutation. Od slobodnih

aminokiselina prisutne su primarno prolin i arginin (Jackson, 2008).
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3.3. FENOLNI SPOJEVI

Polifenoli su vazni organski spojevi koji su prisutni u vocu. Vaznost polifenolnih
spojeva je bila uglavnom vezana uz organolepticka svojstva (boja, trpkost, gorcina, okus), a
posljednjih desetljeca je prepoznata njihova nutritivna vrijednost jer istrazivanja pokazuju da
imaju pozitivne ucinke na zdravlje. Njihov blagotvoran ucinak na organizam proizlazi iz
sposobnosti  vezanja slobodnih radikala (antioksidansi), kelatnog djelovanja (vezanje
dvovalentnih kationa) te inaktivacije odredenih enzima zbog ¢ega im se pripisuju
antikancerogena, antiteratogena, protuupalna, antimikrobna, antialergijska i mnoga druga
svojstva (Valls 1 sur., 2009).To je mnogobrojna skupina spojeva koja ukljucuje velik broj
podgrupa spojeva, ali svima je zajednicko svojstvo da su topljivi u vodi i stanicnom soku. One
se medusobno razlikuju po kemijskoj strukturi i svojstvima. Na slici 3 su prikazane skupine

unutar polifenola i njihovi glavni predstavnici.

(FLAVONI (apigenin, luteolin, tangeretin) \
* FLAVANONI (naringenin, hesperitin)

* FLAVANOLI (katehin,
epikatehin galokatehin epigalokatehin

* FLAVONOLI (kamferol, kvercetin,

miricetin)
A v N i ~ * FLAVANONOLI (taksifolin)
szREILI;gé BENZOJEVE * PROCIJANIDINI (teaflavin,
3 7 A2
(vanilinska,galna,siringinska, B1,B2,A2,C1)
protokatehinska) * ANTOCIJANI

(delfinidin,cijanidin,malvidin,petunidin,
peonidin,pelargonidin)
* IZOFLAVONI (daidzein, genistein)
. CALKONI(ﬂoretin,ksamohumol)
* NEOFLAVONOIDI (dalbergin)

* DERIVATI CIMETNE KISELINE

(p-kumarinska, ferulinska kava sinapinska)

1.FENOLNE )
KISELINE 2. FLAVONOIDI
3.POLIFENOLNI 4.0S5TALI
AMIDI POLIFENOLI
« KAPSAICIN )
+ RESVERATROL
+ AVENANTRAMID + ELAGICNA KISELINA
+ LIGNANI
+ KURKUMIN
+ RUZMARINSKA KISELINA

Slika 3. Podjela polifenola (Tsao, 2010).
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Kod grozda, izuzevsi fenolne spojeve sjemenke, najveci udio fenolnih spojeva se nalazi
u pokozici bobice (Jackson, 2008). Polifenolni spojevi su vrlo vazni u tehnologiji crnih vina
jer utjecu na boju vina i daju karakteristian okus. Pigmentacija crnih sorti je ograni¢ena na
epidermu i vanjske slojeve hipoderme pokozice (Walker i sur., 2006), a potjeée od antocijana
(Jackson, 2008). Bijelo grozde sadrzi manje ukupnih fenola od crnog grozda i ne sadrzi
antocijane. Boja bijelog grozda potjece od karotenoida, ksantofila i flavonola kao Sto je npr.

kvercetin. Karotenoidi se akumuliraju u plastidima, a flavonoli u vakuolama (Jackson, 2008).

Predmet naSeg istrazivanja su bili antocijani i tanini (proantocijanidini) koji pripadaju
skupini flavonoida. Flavonoide karakterizira C6-C3-C6 struktura kao $to je prikazano na slici
4. Sastoje se od dva fenolna prstena (A i B) koji su povezani preko centralnog piranskog
prstena (C). Flavonoidi mogu postojati kao slobodni ili kao polimeri vezani s drugim
flavonoidima, S$ecerima, neflavonoidima ili njihovom kombinacijom. Njihova primarna
funkcija u biljkama je prva linija obrane protiv patogenih mikroorganizama, Stetnih insekata i

biljojeda (Jackson, 2008).

Slika 4. Osnovna kemijska struktura flavonoida (Jackson, 2008).
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3.3.1.Antocijani

Antocijani su najveca i najvaznija grupa vodotopivih pigmenata u prirodi (Clifford i
sur., 2000), s preko Sest stotina razlicitih spojeva. Rije¢ antocijan svoje podrijetlo ima u
dvjema grékim rije¢ima,anthos $to znaci cvijet i kyanos sto znaci tamno plavo. Oni su glavni
sastojci crvenih, plavih i ljubiCastih pigmenata u vecini cvjetnih latica, voca i povréa te
odredenih zitarica (Anderson, 2006). 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 glikozilaciji sa razli¢itim

Secerima (Tsao, 2009).

Antocijani se u biljkama, pa tako i u sortama Vitis vinifera, uglavnhom nalaze u
glikoziliranom obliku kojeg ¢ini antocijanidin (aglikon) i Secer (Anderson, 2006). U strukturi
antocijana jedan ili viSe polozaja mogu biti zamijenjeni molekulom monosaharida
(glukozom, galaktozom, ramnozom, ksilozom, ili arabinozom), disaharida ili trisaharida
(Clifford i sur., 2000). U antocijanima najéesc¢e nalazimo glukozu koja se moze vezati na C-3
i/ili C-5 polozaj molekule antocijanidina i na taj nacin se povecava kemijska stabilnost i
topljivost antocijana. Osim toga, glukozni dio u molekuli antocijana moZe biti esterificiran
kiselinama (p-kumarinskom, kafeinskom kiselinom ili alifatskom octenom kiselinom) obi¢no
na C-6 polozaju (Jackson, 2008) Sto utjece na svojstva antocijana poput otpornosti na toplinu,

svjetlo, SO,, visoki pH, poboljsanje kakvoce i stabilnosti boje (Clifford i sur., 2000).

U groZdu su antocijani u vecini slucajeva prisutni u pokozici. Iznimke su bojadiseri tj.
sorte grozda koje sadrze antocijane i1 u pulpi. NajceS¢e identificirani antocijani u pokozici
grozda i vinu iz porodice Vitis vinifera su 3-O-monoglukozidi i 3-O-acilirani monoglukozidi
malvidin (Slika 5). Raspodjela i koncentracija antocijana u grozdu ovisi o vrsti, zrelosti,
klimatskim uvjetima, podru¢ju proizvodnje te prinosu. U grozdu je malvidin-3-glukozid

najzastupljeniji antocijan.
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/ OH Peconidin _OCH3 -H
Petunidin —OH -OCH3

OH

Slika 5. Kemijska struktura antocijana (Tsao, 2010).

Antocijani su vrlo osjetljivi spojevi 1 na njihovu stabilnost utjecu brojni ¢imbenici
poput pH, temperature, svjetla, prisutnosti drugih fenolnih spojeva, enzima, iona metala,

Secera, askorbinske kiseline, kisika i sumporova dioksida.

Antocijani su od iznimne vaznosti u kemiji i tehnologiji vina iz vise razloga. Jedan od
njih je mogucénost koriStenja profila antocijana vina kao kemotaksonomskog kriterija kako bi
se ustanovile razlike izmedu vrsta grozda, lokalizacija vinograda 1 prinos, godiSte, tehnika
proizvodnje vina. Vrste grozda se mogu karakterizirati na viSe nacina. Jedan se temelji na
povezanosti izmedu ukupne i individualne koncentracije antocijana, a drugi se temelji na
acetil ili cinamol transferaznoj aktivnosti u grozdu . Acetil ili cinamolil transferazna aktivnost
se odreduje s obzirom na prisutnost, odnosno odsutnost, antocijana aciliranih octenom ili p-
kumarinskom kiselinom (Moreno-Arribas i Polo, 2009). Drugi razlog je utjecaj na boju vina.
Dakle, antocijani su uz enoloSku praksu odgovorni za boju vina. Enoloska praksa
podrazumijeva tehnologiju proizvodnje vina, temperaturu skladiStenja, vrijeme skladiStenja i

izlozenost kisiku.

Antocijani grozda najstabilniji su u kiselom mediju i pri sobnoj temperaturi, tada se
nalaze u crvenoj kationskoj flavilium formi (Brouillard i sur., 2003) koja je odgovorna za boju
grozda i mladih vina. Pri pH vina, koji prema Mazzi (1995) iznosi izmedu 3,2 i1 3,9, antocijani
grozda dolaze ve¢inom kao bezbojni, karbinol oblik. Dodatak bisulfita uzrokuje reakcije
sulfitnih iona s antocijanskim flavilium ionom daju¢i bezbojne oblike. Ovaj je kemizam
poznat kao efekt posvjetljivanja (Cheynier i sur., 2006). Ovisnost strukture antocijana o pH

sredine prikazana je na slici 6.
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Razlog smanjenja koncentracije antocijana tijekom Cuvanja i starenja vina je njihova
reaktivnost s drugim fenolnim sastojcima (najCes¢e flavanolima) jer na taj nain postaju
stabilniji, a to rezultira promjenom boje vina (plavkasto-crvena boja mladih vina postaje
smeckasto-crvena boja kod zrelih vina). Postoji nekoliko nacina konverzije antocijana u nove,
stabilnije spojeve. Prvi tip konverzije je direktna reakcija sa flavanolima, drugi tip je reakcija
sa flavanolima uz posredovanje acetaldehida, a treci tip je cikloadicija antocijana sa nekim
metabolitima kvasaca koji sadrze polarnudvostruku vezu (Atanasova i sur., 2001). Prema
Ribereau-Gayonu i sur. (2000) u mladim vinima koncentracija antocijana je izmedu 100 i

1500 mg L, a starenjem vina njihova koncentracija drasti¢no opada &ak do 50 mg L™ .

Antocijani utjecu na kemijska i1 organolepti¢ka svojstva vina jer osim interakcija sa

fenolnim spojevima, reagiraju i sa proteinima i ugljikohidratima (Mazza, 1995).

HO o i | o o

oG Y OG!
OH SO,H OH

Flaven sa dodatkom Kvinoidalsa baza
biselfita (bezbojan) (plavo-ljubitasta)

«HSO +H

OH
Flavilium kation (crven),

H,O
H

OH

oG
OoH

Calkon

(blijedo-Zuta)

Slika 6. Utjecaj pH na strukturu antocijana (Jackson, 2008).
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3.3.2. Tanini (proantocijanidini)

Tanini ili proantocijanidini nastaju polimerizacijom flavanola (katehina). Mogu se
klasificirati na viSe nacina, s obzirom na flavonoidne monomere, vezanje, esterifikaciju
drugih komponenata ili funkcionalna svojstva. Naj¢es¢i strukturni oblik tanina sadrzi samo
jednovalentne ugljikove veze izmedu flavonoidnih podjedinica. Na slici 7 su prikazani tipi¢ni
flavan-3-oli u grozdu, a to su (+)-katehin, (-)-epikatehin, (-)-epikatehingalat i najrjedi (-)-
epigalokatehin (Jackson, 2008). Ve¢ina flavanola i polimernih tanina se sintetizira u
sjemenkama i stabljici, a samo 15-20% se sintetizira u pokozici (Bourzeix i sur, 1986;

Downey i sur, 2003).

Tanini karakteristicni za grozde i vino su procijanidini B tipa u kojima dolazi do
povezivanja C-4 polozaja piranskog prstena gornjeg flavonoida s C-8 polozajem na A prstenu
donjeg flavonoida. Procijanidini B1, B2, B3 i B4 se razlikuju samo u poretku pocetnih i
zavr$nih katehinskih i epikatehinskih jedinica. Povezivanje flavonoida izmedu C-4 i C-6
polozaja omogucava grananje inaCe linearnog procijanidinskog polimera. Procijanidini A
nastaju povezivanjem C-4 i C-8 polozaja ili povezivanjem C-2 poloZzaja sa hidroksilnom

grupom na C-7 polozaju, ali takvi procijanidini su rijetki (Jackson, 2008).

OH OH
A _on
//)\T/ ot [/’ ’\./
! | HO o ’
HO. \\IC":\\//O\\ »l‘kxk\\// \\{//,&Lr/ \j X §\\
;\\/ /\\//\OH \\T N o
\
OH OH
(+)-katehin (-)-epikatehin
r I
OH
_OH AN
N ﬂ/ E \U\/
HO, ~ O BN %
HO__ \(:;,\\ O \\v/ \\f /\\[I‘ N RN
] PP
S l\ e N e i .
il
OH ¢=—o0 o
N
DN
HO™ \\T/\on
OH
(-)-epikatehin galat (-)-epigalokatehin

Slika 7. Kemijska struktura najces¢ih flavan-3-ola u taninima grozda (Jackson, 2008).
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Postoje strukturne razlike izmedu tanina iz razli¢itih dijelova bobice tako da nisu isti
tanini koji se nalaze u pokozici, pulpi ili sjemenkama. Tanini sjemenke su manje
polimerizirani od proantocijanidina pokozice. Takoder postoje razlike u tipu i koncentraciji
tanina izmedu razlicitih vrsta grozda (Kovac' i sur, 1990). U mladim vinima vecina
ekstrahiranih tanina su dimeri ili trimeri, a tijekom starenja vina dolazi do povezivanja tanina
sa monomernim flavonoidima pri ¢emu nastaju veliki polimeri (Jackson, 2008). Tanini su
znacajni u tehnologiji vina jer utjecu na organolepticka svojstva vina tako §to pridonose
trpko¢i 1 goréini vina. Molekulska masa tanina je povezana sa trpkocom jer tanini vece
molekulske mase viSe pridonose trpko¢i dok mehanizmi povezanosti veliCine molekula i
gor¢ine jo$ uvijek nisu u potpunosti istrazeni. (Gawel, 1998). Takoder, imaju ulogu u
dugoroc¢noj stabilnosti boje vina jer ulaze u reakcije sa antocijanima kao §to su primjerice

kopigmentacija ili kondenzacija (Somers, 1971).

3.3.3. Ekstrakcija polifenolnih spojeva

Fenolni spojevi mogu se ekstrahirati iz svjezih, smrznutih ili suhih uzoraka bioloskog
materijala. Cesto se prije same ekstrakcije biljni materijal usitnjava i homogenizira ¢emu
mogu prethoditi operacije suSenja. SuSenje se moze provoditi na zraku ili se provodi pri
niskim temperaturama (liofilizacija) (Dai i Mumper, 2010).

Ekstrakcija polifenolinih spojeva najéesc¢e se provodi klasi¢nim metodama ekstrakcije,
koja uklju€uju razna organska otapala, te se upravo ekstrakcija otapalima smatra
najrasirenijjom metodom pripreme uzorka za kromatografsku analizu (Chen i sur., 2008.). Sve
metode ekstrakcije otapalima baziraju se na mijeSanju uzorka sa prikladnim otapalom i/ili
prevodenje uzorka u dvofazni sustav sastavljen od dva ili viSe otapala koja su medusobno
slabo topljiva. IskorisStenje ekstrakcije ovisi o vrsti otapala s obzirom na polarnost, vrijeme
ekstrakcije, temperaturi te kemijskim i fizikalnim svojstvima samog uzorka (Dai i Mumper,
2010). Metode ekstrakcije koje se koriste za ekstrakciju raznih polifenolnih spojeva
medusobno se razlikuju s obzirom na velik broj razli¢itih skupina polifenolnih spojeva sa
razli¢itom strukturom i svojstvima. Ne postoji jedinstvena metoda za ekstrakciju svih
polifenolnih spojeva, ve¢ se odabire metoda ovisno o Zeljenoj skupini polifenola ili pak o
svojstvima materijala iz kojeg se izoliraju (Valls 1 sur., 2009). Najcesc¢e koriStena otapala su
metanol, aceton, etanol, acil acetat te njihove kombinacije koje se u razli¢itim omjerima

mijesaju s vodom a upravo pravilan odabir otapala utijee na iskoriStenje ekstrakcije
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polifenola. Klasi¢ne metode ekstrakcije kao $§to su maceracija i soxhletova eckstrakcija
pokazuju nisku efikasnost i potencijalno su Stetne za okoli§ zbog koristenja velikih koli¢ina
organskih otapala te dugotrajnosti koje ove metode zahtijevaju. Posljednjih se godina
istrazuju brojne alternativhe metode ekstrakcije kao $to su to ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima (eng. microwave-assistend extraction, MAE), ekstrakcija potpomognuta
ultrazvukom (eng. ultrasonic-assisted extractions, UAE) te metode ekstrakcije potpomognute
visokim tlakom (eng. pressurized liquid extraction, PLE).

MAE je proces u kojem je koristena energija mikrovalova za poboljsanje difuzije analita
iz uzorka u otapalo. A najveca prednost metode je smanjenje trajanja ekstrakcije te manje
koli¢ine koristenih otapala. Neki polifenolni spojevi, kao §to su tanini i antocijani, ipak nisu
pogodni za MAE zbog mogucée degradacije pri uvjetima ekstrakcije potpomognute
mikrovalovima (Liazid i sur, 2007).Mehanizam UAE temelji se na energiji koja se oslobada
implozijom kavitacijskih mjehuri¢a pod utjecajem zvucnih valova niske frekvencije 1 viske
snage pri ¢emu dolazi do razaranja stanicne membrane i1 povecanja brzine difuzije
polifenolnih spojeva iz uzorka u otapalo (Laborde i sur., 1998).Ekstrakcija potpomognuta
visokim tlakom je novija metoda ekstrakcije polifenola koja se odvija u uvjetima visokog
tlaka i temperature a moguce je koriStenje otapala (npr. voda) koja su pri atmosferskim
uvjetima neefikasna. Ju i Howard su u svojem istrazivanju pokazali da je PLE u ekstrakciji
antocijana iz pokoZice grozda, koriStenjem zakiseljene vode pod tlakom 1 pri temperaturama
od 80-100°C jednako efikasna kao i zakiseljeni 60%-tni metanol koji se uobicajeno
upotrebljava za ekstrakciju antocijana (Ju i Howard,2003).

Osim organskih otapala koja se klasi¢no koriste u ekstrakciji sve su popularnija tzv.
alternativna otapala. Jedno od njih je ve¢ ranije spomenuta voda, zatim superkriti¢ne ili
subkriticne tekucine (eng. supercritical (subcritical) fluid extraction) poput tekuceg ugljikova

dioksida i u posljednjih desetak godina sve popularnije ionske tekucine (Dai i Mumper, 2010).

3.3.3.1. Ekstrakcija antocijana

Stabilnost kationa antocijana, a time i karakteristicnog obojenja, pri niskim pH
vrijednostima vrlo je vazno svojstvo u postupku njihove izolacije tj. ekstrakcije. Izolacija
antocijana iz biljnih izvora uobi¢ajeno se provodi upotrebom razli¢itih polarnih otapala uz
dodatak organske ili anorganske kiseline (Ribéreau-Gayon i sur., 2000). Postoje istrazivanja
koja ukazuju da ekstrakcijom aciliranih antocijana u kiselim uvjetima moze do¢i do njihove

djelomicne ili potpune hidrolize (Van Wyk 1 Winter, 1994). Takoder koriStenje zakiseljenih
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otapala moZe uzrokovati stvaranjem antocijana iz flavanola i proantocijanidina prirodno
prisutnih u pokozici grozda te takva reakcija u konacnici dovodi do precjenjivanja koli¢ine
ukupnih antocijana mjerenih kolorimetrijskim metodama koja se koriste u tu svrhu
(Hemingway, 1989). Revilla 1 sur. (1998) su u istrazivanju usporedili efikasnost ekstrakcije
antocijana iz pokozice grozda koriStenjem raznih metoda koje ukljucuju upotrebu razlicitih
neutralnih i kiselih otapala te razli¢itu duljinu trajanja ekstrakcije. Dobiveni rezultati ukazuju
na ¢injenicu da je kiselost otapala kljucni faktor koji utijeé¢e na koli¢inu ekstrahiranih ukupnih
antocijana. Upotreba metanola uz dodatak 2% klorovodi¢ne kiseline pokazuje najvisu
efikasnost ekstrakcije. Takoder koriStenje metanola uz dodatak 1% klorovodi¢ne kiseline ima
znacajnu visu efikasnost ekstrakcije od metoda koje ukljucuju upotrebu metanola bez dodatka
klorovodi¢ne kiseline. Kromatografskom analizom slobodnih antocijana u ekstrahiranim
uzorcima uoceno je da se koriStenjem zakiseljenih otapala u ekstrakciji znacajno povecava
koli¢ina neaciliranih antocijana, posebno malvidin-3-glukozida koji je najznacajniji antocijan
prisutan u pokozici grozda dok se koli¢ina aciliranih antocijana znacajno smanjuje $to ukazuje
na njihovu hidrolizu u kiselim uvjetima. Kako ne bi doslo do znacajnije hidrolize aciliranih

antocijana preporuca se koriStenje otapala uz dodatak klorovodi¢ne kiseline do 1%.
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3.4. IONSKE TEKUCINE

Ionske tekucine (eng. ionic liquids, IL) definiraju su kao organske soli sa temperaturom
taliSta nizom od 100 °C za koje se u stru¢noj literaturi rabe i drugi izrazi poput rastopljene soli
(eng. molten salts), tekuée organske soli (eng. liquid organic salts) ili fuzionirane soli (eng.
fused salts). Ionske tekuc¢ine poznate su ve¢ gotovo cijelo stoljece iako su predmet intenzivnih
istrazivanja postale tek u posljednjih 15 godina (Poole, 2004). Ionske su tekucine poznate i
kao nova ,,zelena“otapala u kemiji koja bi mogla postati alternativa hlapljivim i Skodljivim
klasi¢énim organskim otapalima. Za razliku od klasi¢nih organskih otapala gradenih od
molekula, ionske su tekucine gradene od razli¢ite kombinacije kationa i aniona o kojima ovise
i njihova specifi¢na fizikalno-kemijska svojstva. U ionskim tekuéinama su najc¢esée dugacki,
nesimetri¢ni organski kationi poput imidazolijeva, pirolidinijeva, piridinijeva, amonijeva ili
pak fosfonijeva kationa dok su najces¢i anioni halogenidi (npr. [Br], [Cl]), tetrafluorborat

[BF4] , heksafluorfosfat [PFg] i mnogi drugi (Han i Row, 2010).

3.4.1. Razvoj ionskih tekuc¢ina

Prva zabiljezena ionska tekucina je etil-amonijev nitrat s tockom talista na 12 °C koju je
sintetizirao P. Walden za vojne potrebe (Walden, 1914) dok je moderna povijest ionskih
teku¢ina zapocela tek polovicom 20. stoljea kada su F. Hurly i T. Weir primijenili
alkilpiridinijev kloraluminat za jednostavniji i jeftiniji nacin galvanizacije aluminija (Hurly,
1951).

Ionske se tekucine s obzirom na strukturu, svojstva i vrijeme otkrivanja mogu podijeliti
na ionske tekucine prve, druge i trece generacije (Wilkes, 2002; Kérkkdinen, 2007). Ionske
tekucine prve generacije su soli safinjene od kloroaluminatnih ili klorferatnih aniona s
odgovaraju¢im organskim kationima (razliito supstituirani imidazolijevi 1 piridinijevi
kationi) koje zbog izrazite higroskopnosti te osjetljivosti na vodu i zrak nisu naSle Siru
primjenu. lonske tekuéine druge generacije koje ne sadrze halogenide, zbog svojih svojstava
kao $to su stabilnost u prisutnosti vode i vlage, niske temperature taliSta, dobre kemijske 1
toplinske stabilnosti te niske viskoznosti, nasle su mnogo rasireniju primjenu od ionskih
tekuc¢ina prve generacije (Kérkkéinen, 2007). lonske tekuéine treée generacije poznate su i
kao funkcionalne ionske tekucine koje u strukturi sadrze neku funkcionalnu skupinu (npr.
-OH, -SH, -NHj, -SO3Cl itd.) ili su kiralne. Oc¢ekuje se da ¢e se primjena funkcionalnih

ionskih tekuéina sve viSe proSiriti na podrucju kemije (Kirchner, 2009).
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Nazivi ionskih tekué¢ina prema IUPAC-ovoj nomenklaturi su obi¢no dugi jer se imenuju
kationski i anionski dio soli. Uobicajeni nafin oznacavanja ionskih tekucina je primjenom
uglatih zagrada u formatu [kation][anion] ali se u literaturi koriste kartice koje su nedosljedne

te bi bilo korisno razviti ujednacen sustav kratica (Dzyuba, 2002).

3.4.2. Svojstva ionskih tekuc¢ina

Specifi¢na fizikalno-kemijska svojstva razli¢itih ionskih tekucina proizlaze iz velikog
broja razli¢itih kombinacija aniona i kationa stoga je teSko definirati jedinstvena svojstava za
sve ionske tekuéine. Bez obzira na razlike medu njima, postoji nekoliko zajednickih
karakteristika koje odlikuju vec¢inu ionskih tekucina. Ionske tekucine ve¢inom su bezbojne te
relativno visoke viskoznosti, imaju vrlo nizak gotovo nezamjetljiv tlak pare pri atmosferskim
uvjetima, tesko su hlapljive te se smatraju vrlo dobrim otapalima za $irok spektar organskih,
anorganskih i polimernih materijala. Karakteristike poput viskoznosti, povrsinske napetosti i
gustoce ovise o duljini alkilnih lanaca, obliku ili simetriji kationa dok su svojstva poput
toplinske stabilnosti i mijeSanja sa vodom ili organskim otapalima uglavnom ovisne o prirodi
aniona (Han i Row, 2010).

Niska temperatura taliSta najistaknutija je karakteristika ionskih tekuc¢ina, smatra se da
je posljedica male vrijednosti energije kristalne reSetke zbog velikih i asimetri¢nih kationa te s
druge strane aniona pravilne strukture (Earle i Seddon, 2000), dok je gornja granica tekuceg
stanja 1onskih tekucina vezana prije uz termicku razgradnju, koja se ovisno o prirodi kationa
i aniona, krec¢e u rasponu od 250 - 450 °C nego uz isparavanje(Ajam, 2005).

Ionske tekuéine se mogu dizajnirati kako bi se postigla Zeljena svojstva. Procjenjuje se
da su u literaturi opisani postupci priprave za oko 10° razli¢itih ionskih tekuéina, a ¢ak je 1/3
tih spojeva komercijalno dostupna (loLiTec, 2011). Upravo zbog toga ionske se tekucine
Cesto nazivaju i dizajniranim otapalima (eng. designer solvents). Pogodnim svojstvima
ionskih teku¢ina smatraju se nizak tlak pare, nezapaljivost, visoka topljivost organskih,
anorganskih i polimernih materijala, dobra provodljivost, dobra toplinska stabilnost i

smanjena viskoznost koja omogucuje lakSe mijesanje (Jastorff i sur., 2003).
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3.4.3. Priprema ionskih tekuéina

Klasi¢na priprava ionskih tekucina u pravilu je jednostavna, iako nerijetko dugotrajna,
uz iscrpnu izolaciju i proc¢iS¢avanje kako bi se pripremile ionske tekucine zadovoljavajuce
Cistoce (Deetlefs i Seddon, 2010). Postupak priprave ionskih tekucina najcesc¢e se odvija u dva
koraka. Prvi je korak priprava Zeljenog kationa reakcijom kvaternizacije tercijarnog amina ili
fosfina s odgovaraju¢im alkilirajuéim reagensom dok se u drugom koraku provodi izmjena
aniona solima ili kiselinama koje sadrze Zeljeni anion (Deetlefs i Seddon, 2010).
Kvartenizacija se odvija uz dovodenje topline (50-80 °C) a reakcija se naj¢eS¢e odvija u
organskom otapalu iako je moguée provesti reakcije bez prisutnosti otapala. Nakon
kvarternizacije, komponente reakcijske smjese koje nisu reagirale ispiru se s organskim
otapalom te se suSe u visokom vakuumu. Ako je halogenidna sol krutina, prociS¢avanje se
provodi rekristalizacijom iz acetonitrila (Kéarkkainen, 2007; Deetlefs i Seddon, 2010). Nastala
halogenidna ili sulfonatna sol moze se izravno primijeniti kao ionska tekucina, no ¢esce se
anion izmjenjuje postupcima izmjene aniona kako bi se pripravila ionska tekuéina s
odgovaraju¢im anionom (Deetlefs i Seddon, 2010).

Klasi¢ne metode priprave ionskih teku¢ina imaju mnogo nedostataka poput dugog
trajanja reakcije, visokih temperatura pri kojima se reakcija provodi te primjene velike
kolicine alkil —halogenida i1 oganskih otapala. Stoga se posljednjih desetak godina proucavaju
sinteze ionskih teku¢ina s ucinkovitijim prijenosom topline, poput sinteze potpomognute
mikrovalnim zracenjem (Deetlefs 1 Seddon, 2003), ultrazvukom (Namboodiri i Varma, 2002)

te sinteze u mikrostrukturiranim uredajima (Hu 1 sur., 2008).
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3.4.4. Primjena ionskih teku¢ina

lonske tekuéine su predmet brojnih znanstvenih istrazivanja, a poseban naglasak je na
brojnim moguénostima primjene ionskih tekuc¢ina. Ionske tekucine su svoju primjenu nasle u
organskim sintezama (Duchet i sur., 2010), elektrokemiji (Zanoni i sur., 2010), ekstrakcijama
(Fontanals i sur., 2009), katalizi (Seddon, 1997) te procesima polimerizacije (Kubisa, 2009).

Posljednjih su godina mnoga znanstvena istrazivanja vezana za primjenu ionskih
tekucina u separacijskim procesima. Han i Row su na temelju dotadasnjih istrazivanja opisali
primjenu ionskih tekué¢ina kao modifikatora mobilne faze (metanolu ili acetonitrilu) u svrhu
poboljSanja separacije teku¢inske kromatografije, koristenje ionskih tekucina kao otapala za
ekstrakciju u pripremi uzoraka (Ekstrakcija organskih i metalnih kontaminacija, Ekstrakcija
bioaktivnih spojeva iz biljnih izvora), primjenu ionskih tekuc¢ina kao povrSinski vezane
stacionarne faze u tekucinskoj ili plinskoj kromatografiji te pripremu modificiranih membrana

u svrhu vece selektivnosti transporta organskih spojeva (Han i Row, 2010).

FUNKCIONALNE TEKUCINE
- Lubrikanti

- Opticka imerzna tekuéina

- Antimikrobni agens

ELEKTROKEMIJA »ZELENA OTAPALA”
- Baterije - Eks.trakcija organskih
- Gorive ¢elije Spojeva
- Elektorsinteza - Ekstrakcija iona metala
- Solarne ¢elije ) Membrg_nska
- senzori separacija
- Otapalau
. [ IONSKE ] kromatografiji
TEKUCINE T
Vi N\,
SINTEZA I KATALIZA ANALITIKA
- Enzimske sinteze - Plinska kromatografija
- Enzimska kataliza - Ekstrakcije
- Konverzija biomase - Tekuéinska kromatografija
- Organske sinteze - Kapilarna elektroforeza
- Anorganske sinteze - Masena spektrometrija
- polimerizacija

Slika 8. Primjena ionskih tekucina (Sun i Amstrong, 2010; Freemantle, 2010;
Kérkkainen, 2007).
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3.4.5. Ekstrakcija ionskim teku¢inama

Jedna od novijih metoda ekstrakcije je upravo ekstrakcija ionskim tekuéinama i to
ponajprije onima kojima je temperatura vreliSta niza od sobne temperature (~25 °C) (eng.
room-temperature ionic liquids, RTIL). Neke ionske tekuéine su pogodne kao zamjena za
organska otapala kod uobicajene tekucée-tekuce ekstrakcije upravo zbog svojstva netopljivosti
u vodi Sto omogucuje stvaranje dvofaznog sustava s jedne, te visoke topljivosti brojnih
organskih spojeva u ionskim tekuc¢inama, s druge strane. lonske tekucine kao ,,zelena otapala“
smanjuju potro$nju otapala, smanjuju izloZenost hlapljivim organskih otapalima te su
ve¢inom ekoloski prihvatljiva. Pozeljna svojstva ionskih tekuéina koje se primjenjuju kao
otapala su nizak ili zanemariv tlak para, topljivost brojnih organskih i anorganskih spojeva u
njima, visoka toplinska stabilnost, visoki toplinski kapacitet, visoka provodljivost te
nezapaljivost. lako se ni jedna ionska tekuéina ne odlikuje svim navedenim karakteristikama
vec je ranije spomenuto da postoji mogucénost dizajniranja Zeljenih ionskih tekucina razli¢itim
kombinacijom aniona i kationa ili pak kombinacijom vise ionskih tekucina (Poole, 2004).

Ionskim tekuc¢inama, kojima osnovu ¢ini imadizol, moguce je posti¢i jednaku ili ¢ak
vecu efikasnost ekstrakcije polifenolnih spojeve u odnosu na klasi¢na otapala (Lu 1 sur.,
2008). Primjena ionskih tekué¢ina, kojima osnovu ¢ini imadizol, kao otapala za ekstrakciju
brojnih bioaktivnih spojeva sumirali su Han i Row (2010), a neki od primjera su, ekstrakcija
polifenolnih spojeva iz lis¢a guave (lat. Psidium guajava Linn.) i ekstrakcijafenolnih
alkaloida iz indijskog lotusa (lat. Nelumbo nucifera Gaertn.). Ekstrakcija je u oba slu¢aja bila
potpomognuta mikrovalnim zra¢enjem. Kao $to je i u ovim navedenim primjerima slucaj,
primjena ionskih tekucina kao otapala za ekstrakciju Cesto se kombinira s novim metodama
ekstrakcije poput ekstrakcije potpomognuta mikrovalovima (Lu i sur., 2008) ili pak
ultrazvukom (Sun i sur., 2012).
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3.4.6. lonske tekucine i zelena kemija

Pojam zelena kemija prvi put je upotrijebljen 1991. godine a definira se kao
dizajniranje kemijskih proizvoda i procesa koji smanjuju ili potpuno uklanjaju primjenu
odnosno stvaranje Skodljivih i opasnih supstancija (US EPA, 2013). Zelena kemija temelji se
na 12 nacela koja ukljucuju primjenu sigurnijih pomo¢nih sredstava (npr. otapala), primjenu
ekoloski prihvatljivih sinteza, primjenu obnovljivih sirovina, koristenje ekoloski prihvatljivih
proizvoda i sl. (Anastas i Warner, 1998). Klasi¢na organska otapala koja se uobic¢ajeno koriste
u separacijskim procesima, kose se sa nacelima zelene kemije te se sve viSe paznje posvecuje
traZzenju alternative za navedena organska otapala. Prema smjernicama zelene kemije, idealno
otapalo treba biti kemijski i fizicki stabilno, male hlapljivosti, jednostavno za upotrebu te
jednostavno za recikliranje uz moguénost ponovne uporabe.

Upravo su ionske tekuéine zbog svojih svojstava kao Sto su neznatna hlapljivost,
nezapaljivost, velika toplinska, kemijska i elektrokemijska stabilnost te mogucnost
recikliranja privukle najvecu pozornost kao alternativa klasi¢nim organskim otapalima u cilju
poboljsanja postoje¢ih procesa s ckoloskog aspekta (Kirkkdinen, 2007). Iako se zbog
Skodljivih i lako hlapljivih organskih otapala koje se koriste kao sirovine u pripremi ionskih
tekucina one ne mogu smatrati u potpunosti zelenim kemikalijama danas se sve vise istrazuju
ekoloSki prihvatljive metode priprave i1onskih teku¢ina. Sinteza ionskih tekucina
potpomognuta alternativnim oblicima zagrijavanja (mikrovalno zrafenje i ultrazvuk) u
konacnici dovodi do boljeg iskoriStenja reakcije uz nastajanje manje koliCine otpada (Deetlefs
i Seddon, 2010), takoder se ispituju i novi putevi sinteze koji ne ukljucuju primjenu sirovina
koje nemaju zeleni karakter. Iako bi se uporabom ionskih tekucina smanjilo onecis¢enje
zraka, one mogu nakon primjene ali i sluajnim izlijevanjem, dospjeti u tlo, povrSinske 1
podzemne vode te se tako nakupljati u prirodi i vi§im organizmima, a zbog upitne
biorazgradivosti mogu negativno utjecati na Citav ekosustav (Coleman i Gathergood, 2010),
stoga je prije njihove proizvodnje i uporabe u industrijskom mjerilu, potrebno provesti

podrobnije studije procjene njihova rizika za okoli§ (Pham i sur., 2010).
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4. MATERIJAL | METODE



4.1.MATERIAL

4.1.1. Liofilizirani uzorci pokozice grozda

U radu su koristeni su liofilizirani uzorci pokozice grozda sorte Plavac mali. Uzorci su
dobiveni odvajanjem pokozice grozda od pulpe. Ovako pripremljena pokozica je podvrgnuta
postupku liofilizacije.

Postupak liofilizacije

50 g pokozice grozda sorte Plavac mali je smrznuto na -20 °C prije liofilizacije.
Liofilizacija je provedena u liofilizatoru Alpha 1-2 LD plus na -80 °C tijekom 2 dana. Nakon

liofilizacije uzorak pokozice je samljeven i homogeniziran te uskladiSten do analize.
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4.1.2. lonske tekudine

Ionske tekucine koristene u radu sintetizirane su u Laboratoriju za tehnologiju i
primjenu stanica i biotransformacije,Zavoda za biokemijsko inzenjerstvo Prehrambeno-

biotehnoloSkog fakulteta.

Tablica 1. Sifra, naziv, koncentracija i pH ionskih teku¢ina koristenih u radu.

Sifra Tonska tekuéina ¢ (mol L™ pH
A 0.5 1-etil-3-metilimidazol bromid 0.5 4.86
A 15 1-etil-3-metilimidazol bromid 1.5 4.86
A 25 1-etil-3-metilimidazol bromid 2.5 4.95
B 05 1-butil-3-metilimidazol bromid 0.5 6.33
B 15 1-butil-3-metilimidazol bromid 1.5 6.11
B 25 1-butil-3-metilimidazol bromid 2.5 6.1
C 05 1-pentil-3-metilimidazol bromid 0.5 6.95
C.15 1-pentil-3-metilimidazol bromid 1.5 6.90
C 25 1-pentil-3-metilimidazol bromid 2.5 6.58
D 0.5 1-heptil-3-metilimidazol bromid 0.5 8.19
D 15 1-heptil-3-metilimidazol bromid 1.5 7.85
E 05 1-decil-3-metilimidazol bromid 0.5 9.00
E 15 1-decil-3-metilimidazol bromid 1.5 8.96
F 05 1-butil-3-metilimidazol sulfit 0.5 5.35
F 15 1-butil-3-metilimidazol sulfit 1.5 5.37
F 25 1-butil-3-metilimidazol sulfit 2.5 5.38
G 05 1-heksil-3-metilimidazol nitrat 0.5 5.95
G_15 1-heksil-3-metilimidazol nitrat 1.5 5.98
G 25 1-heksil-3-metilimidazol nitrat 2.5 6.00
H 05 1-heksil-3-metilimidazol trifluoracetat 0.5 6.30
H 15 1-heksil-3-metilimidazol trifluoracetat 1.5 6.45
H 25 1-heksil-3-metilimidazol trifluoracetat 2.5 6.50
1 05 1-heksil-3-metilimidazol hidrogensulfat 0.5 1.85
I 15 1-heksil-3-metilimidazol hidrogensulfat 1.5 1.54
| 25 1-heksil-3-metilimidazol hidrogensulfat 2.5 1.36
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4.1.3. Standardi i reagensi

Za izradu ionskih tekuéina, spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih antocijana i
tanina koriSteni su reagensi najmanje pro analysis stupnja Cistoce, a za analizu slobodnih
antocijana visoko djelotvornom teku¢inskom kromatografijom (HPLC) svi reagensi i

standardi bili su pro chromatography stupnja ¢istoce.

e Acetonitril, pro chromatography, Panreac, Barcelona, Spanjolska
e Orto-fosforna kiselina, Fluka, Neu-Ulm, Njemacka

e Kalijev dihidrogen fosfat, Poch, Gliwice, Poljska

e Natrijev hidrogensulfit, Acros organics, Geel, Belgija

e Etanol, p.a., Carlo Erba, Rodano, Italija

e Metanol, pro chromatography, Carlo Erba, Rodano, Italija

e Aceton, p.a., Carlo Erba, Rodano, Italija

e Klorovodi¢na kiselina (37%), p.a., Gram-mol, Zagreb, Hrvatska
¢ Delfinidin-3-glukozid, Polyphenols, Sandnes, Norveska

e Peonidin-3-glukozid, Polyphenols, Sandnes, Norveska

e Petunidin-3-glukozid, Polyphenols, Sandnes, Norveska

e Cijanidin-3-glukozid, Polyphenols, Sandnes, Norveska

e Malvidin-3-glukozid, Polyphenols, Sandnes, Norveska
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4.1.4. Oprema i aparatura

e liofilizator, Alpha 1-2 LDpyys, Christ, Njemacka

e analiti¢ka vaga, Mettler Toledo, Svicarska

e vortex, MS2 Minishaker, IKA, Staufen, Njemacka

e tresilica, Fischer Biobloch Scientific, IlIkirch, France

e centrifuga, Hettich EBA20, Tuttlingen, Njemacka

e rotavapor, Buchi R-205, Bichi Corporation, New Castle, DE, SAD

e pH metar,wtw series inolab ph/c ond 720, WTW Inc College Station, Texas,
SAD

e ultrazvucna kupelj, Transoic 460, Elma, Njemacka

e UV-VIS spektrofotometar, Unicam Helios 3, SAD

e filtri za filtraciju uzoraka, 25mm Diameter, Nylon Membranes, 0.45 pum
Supelco, Supelco Park, Bellefonte, SAD

e kolona, Nucleosil C-18, 5 um, 250 x 4,60 mm I.D., Phenomenex, Phenomenex
Inc., Torrance, CA, SAD
e tekucinski kromatograf Varian Pro Star (Varian, Walnut Creek, SAD)

sastavljen iz:
Varian Pro Star Solvent Delivery System 230
Varian Pro Star Photodiode Array detector 330
Star Chromatography Workstation Version 5
Varian Pro Star Column Valve Module 500
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4.2. METODE

4.2.1. Ekstrakcija antocijana i tanina iz pokozice grozda ionskim teku¢inama

0,2 g liofilizirane pokozice sorte Plavac mali odvaze se u epruvetu za ekstrakciju
volumena 15 mL te se doda 5 mL ionske tekucine. Sve se dobro promijesa (Vortex) i stavi na
tresilicu kroz 3 sata, pri sobnoj temperaturi. Nakon zavrSene ekstrakcije na tresilici, uzorak se
centrifugira (5000 okretaja) kroz 15 minuta. Sadrzaj epruvete nakon centrifugiranja filtrira se

u tikvicu od 5 mL nakon ¢ega se provodi daljnja analiza.

4.2.2. Ekstrakcija antocijana iz pokozice grozda metanolom uz dodatak klorovodi¢ne kiseline

Ekstrakcija antocijana organskim otapalom provedena je na isti nacin kao prethodno
opisana ekstrakcija ionskim tekucinama, a kao otapalo za ekstrakciju koristen je 70 %
metanol s 1 % klorovodi¢ne kiseline (pH =1,25). 0,2 g liofilizirane pokozice sorte Plavac mali
odvaze se u epruvetu za ekstrakciju volumena 15 mL te se doda 5 mL metanola s 1%
klorovodi¢ne kiseline. Sve se dobro promijesa (Vortex) kroz 10 sekundi i stavi na tresilicu
kroz 3 sata, pri sobnoj temperaturi. Nakon zavrSene ekstrakcije na tresilici, uzorak se
centrifugira (5000 okretaja) kroz 15 minuta. SadrZaj epruvete nakon centrifugiranja filtrira se

u tikvicu od 5 mL nakon ¢ega se provodi daljnja analiza.

4.2.3. Ekstrakcija tanina iz pokozice grozda u dvije faze (aceton i metanol)

Ekstrakcija tanina organskim otapalima provedena je u dva koraka, uz koriStenje dva
razliita otapala. Uzorak liofilizirane pokozice se odvaze (0,2 g) te se doda 5 mL 80 %
acetona. Sve se dobro promijesa (Vortex) kroz 10 sekundi i stavi na tresilicu kroz 3 sata, pri
sobnoj temperaturi. Nakon zavrSene ekstrakcije na tresilici, uzorak se centrifugira (5000
okretaja) kroz 15 minuta te se provede dekantiranje acetonske frakcije. Nakon dekantiranja, u
epruvetu sa zaostalim krutim uzorkom doda se 5 mL 60 % metanola te se postupci ponavljaju
kao 1 kod ekstrakcije acetonom. Metanolna frakcija se dekantira te pomijesa sa acetonskom
frakcijom nakon &ega slijedi uparavanje na rotavaporu (220 rotacijamin™) pri 30°C. Upareni

uzorak se otopi u 5 mL metanola nakon ¢ega se provodi daljnja analiza.
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4.2.4. Odredivanje ukupnih antocijana

Metoda za odredivanje ukupnih antocijana temelji se na ¢injenici da se hidrogensulfitni
ion veze na 2' polozaju i prevodi obojeni kation antocijana u bezbojni leuko oblik.
Istovremeno se paralelni uzorak tretira destiliranom vodom. Spektrofotometrijski se odreduje
razlika apsorbancije u oba uzorka.

Postupak odredivanja je priprema otopine uzorka u koju se dodaje 1 mL uzorka, 1 mL
etanola (96%) s 0,1% klorovodi¢ne kiselinei 20 mL 2 % vodene otopine klorovodi¢ne
kiseline. Otopini uzorka se u jednoj paraleli dodaje 4 mLdestilirane vode a u drugoj 4 mL 15
% otopine natrijevog hidrogensulfata, Nakon 15 minuta se u obje otopine mjeri apsorbancija
na 520 nm (Ribereau- Gayon i Stonestreet, 1965).

Rezultati se izraZavaju kao mg antocijana L™ uzorka;

Ac =875 x (D1 — D2)

Gdje je:
Ac — masena koncentracija antocijana u uzorku (mg L™)
875 — faktor preracunavanja
D, — apsorbancija uzorka s 4 ml destilirane vode

D,- apsorbancija uzorka s 4 ml 15 % otopine natrijevog hidrogensulfata
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4.2.5. Odredivanje ukupnih tanina

Metoda za odredivanje ukupnih tanina temelji se na hidrolizi tanina pri temperaturi od
100 °C pri ¢emu dolazi do formiranja obojenih antocijanidina (Ribereau- Gayon i Stonestreet,
1966). Spektrofotometrijski se odreduje razlika obojenja pri 550 nm izmedu hidroliziranog
zagrijanog i nezagrijanog uzorka. Razlika apsorbancije pokazuje koli¢inu tanina.

Postupak odredivanja je priprema uzoraka na nacin da se ekstrakti razrijede 50 puta, u
dvije tube za hidrolizu dodaje se po 2 mL razrijedenog ekstrakta, 1 mL destilirane vode i 3
mL klorovodi¢ne kiseline (37 %) te se tube hermeticki zatvore. Jedna tuba se ostavlja na
sobnoj temperaturi dok se druga stavlja u vodenu kupelj na 100 °C. Nakon 30 minuta tuba se
izvadi iz vodene kupelji te se ohladi ledom. U obje tube dodaje se 500 pL etanola (96 %) te se
mjeri apsorbancija pri 550 nm uz destiliranu vodu kao slijepu probu (Ribereau- Gayon i
Stonestreet, 1965).

Rezultati su izrazeni kao masena koncentracija tanina u uzorku razrijedenom 50 puta.

Ac =19,33 x (D1 —D2)
Gdje je:
Ac — masena koncentracija tanina u 50 puta razrijedenom uzorku
19,33 — faktor prera¢unavanja
D, — apsorbancija negrijanog uzorka

D, — apsorbancija grijanog uzorka
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4.2.6. Odredivanje slobodnih antocijana teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti

Vrsta i udio pojedinih slobodnih antocijana u uzorcima odredeni su uz pomoc¢

tekuc¢inske kromatografje visoke djelotvornosti (HPLC) metodom po Berente i sur., 2000.

Priprema otopine standarda

Prije analize samih uzoraka pripremljene su otopine standarda (delfinidin-3-glukozid,
peonidin-3-glukozid, cijanidin-3-glukozid, petunidin-3-glikozid, malvidin-3-glukozid), u pet
razli¢itih koncentracija, koji su podvrgnuti kromatografskoj analizi te je iz ovisnosti povrSine
pikova o masenoj koncentraciji nacrtan bazdarni pravac te izracunata pripadajuéa jednadzba

pravca i koeficijent determinacije.

Kromatografski uvijeti

kolona: Nucleosil C-18, 250 x 4,60 mm, 5 um (Phenomenex)

temperatura kolone: 25 °C

pokretna faza: A [acetonitril : pufer (10 mmol L ™kalijev hidrogenfosfat +
fosforna kiselina, pH 1,60) = 5 : 95]
B [acetonitril : pufer = 50 : 50]

eluiranje: gradijentno

e gradijent :
. k
t (min) A (%) B (%) (mmerfﬁn.l)

0 90 10 1

30 55 45 1

31 0 100 1

34 0 100 1

35 90 10 1
40 90 10 1

e detektor: PDA, 520 nm
¢ vrijeme trajanja 40 min
¢ injektirani volumen: 20 pL

¢ vrijeme uravnotezenja kolone: 5 min
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Uzorci su prije instrumentalne analize profiltrirani kroz filtar Nylon Membranes

dijametra 25 mm, veli¢ine pora 0.45 um (Supleco, Bellefonte, SAD).

Identifikacija i kvantifikacija antocijana

Identifikacija i kvantifikacija antocijana provedena je usporedbom vremena zadrzavanja
razdvojenih spojeva (R;) s vremenom zadrzavanja standarda te njihovom usporedbom.
Kvantitativne vrijednosti pojedinac¢nih antocijana izraCunate su iz jednadzbi bazdarnih pravca

pripadajucih standarda.

Tablica 2. Jednadzbe bazdarnih pravaca standardnih antocijana i koeficijenti determinacije.

Standardi Jednadzba pravca de telfr%ei]:;igi?re]t(l?z)
Cijanidin-3-glukozid y=171993x R?=0,9999
Delfinidin-3-glukozid y=163136X R?=0,9998
Peonidin-3-glukozid y=160776x R?=0,9999
Petunidin-3-glukozid y=191500x R?=0,9999
Malvidin-3-glukozid y=123920x R?=0,9999
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4.2.7. Statisticka analiza

IzraCunate su srednje vrijednosti svih eksperimentalnih podataka te je izraCunata
standardna devijacija (SD) i interval pouzdanosti (Cl). Obrada podataka provedena je
primjenom programa Microsoft Excel 2010.

Provedena je analiza glavnih komponenata (Principal component analysis) primjenom
programa Statistica V.7 software (Statsoft Inc. Tulsa, SAD).
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5. REZULTATI



Rezultati spektrofotometrijske analize ukupnih antocijana graficki su prikazani kao
srednja vrijednost dvaju mjerenja uz prikaz standardne devijacije (Slika 9 - Slika 13). Grafovi
prikazuju usporedbu ekstrakcije ukupnih antocijana razli¢itim ionskim tekué¢inama u odnosu
na ekstrakciju kontrolnim organskim otapalom (70 % metanol s 1% klorovodi¢ne kiseline).

Rezultati spektrofotometrijske analize ukupnih tanina graficki su prikazani kao srednja
vrijednost dvaju mjerenja uz prikaz standardne devijacije (Slika 14 - Slika 17). Grafovi
prikazuju usporedbu ekstrakcije ukupnih tanina razli¢itim ionskim teku¢inama u odnosu na
ekstrakciju kontrolnim organskim otapalima (80 % aceton i60 % metanol).

Kromatografska analiza provedena je radi odredivanja sastava i koli¢ine pojedinih
antocijana u uzorku pokozice grozda sorte Plavac mali. Rezultati kromatografske analize
graficki su prikazani kao srednja vrijednost dvaju mjerenja uz prikaz standardne devijacije
(Slika 18 — Slika 25). Odredeno je po pet razli¢itih koncentracija svakog standardnog spoja te
su iz dobivene povrSine pikova i koncentracije pojedinog spoja izraunate jednadzbe
bazdarnih pravaca (Tablica 2) koje su koriStene u kvantifikaciji slobodnih antocijana u
uzorcima. Grafovi prikazuju usporedbu ekstrakcije ukupnih antocijana razli¢itim ionskim
teku¢inama u odnosu na ekstrakciju kontrolnim organskim otapalom (70 % metanol

zakiseljen 1 % klorovodi¢nom kiselinom).
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5.1. UDJEL UKUPNIH ANTOCIJANA U EKSTRAKTIMA POKOZICE GROZPA
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Slika 9. Usporedba udjela ukupnih antocijana dobivenih alkil-metilimidazol bromidima i

klasi¢nom ekstrakcijom organskim otapalom.

Ukupni antocijani (mg g1)

[ S N T Y
o N b~ O
J

o N B O

16.30

14.67
13.93

IA

F 05 F 15 F 25

Slika 10. Usporedba udjela ukupnih antocijana 1-butil-3-metilimidazol sulfitom i

klasi¢nom ekstrakcijom organskim otapalom.

40



16
14
12
10

Ukupni antocijani (mg g)

o N B O

18 +

16.30

11.18

IA

9.97
I 6.80
G_05 G_15 G.25

Slika 11. Usporedba ekstrakcije ukupnih antocijanal-heksil-3-metilimidazol nitratom i

klasi¢énom ekstrakcijom organskim otapalom.
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Slika 12. Usporedba ekstrakcije ukupnih antocijanal-heksil-3-metilimidazol

trifluoracetatom i klasi¢énom ekstrakcijom organskim otapalom.
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Slika 13. Usporedba ekstrakcije ukupnih antocijana 1-heksil-3-metilimidazol

hidrogensulfatom i klasi¢nom ekstrakcijom organskim otapalom.



5.2. UDJEL UKUPNIH TANINA U EKSTRAKTU POKOZICE GROZDA
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Slika 14. Usporedba ekstrakcije ukupnih tanina alkil-metilimidazol bromidima i

klasi¢nom ekstrakcijom organskim otapalima.

250 -+
224.37

200 -

150 -~

106.76

100 -
70.24
55.04

Ukupni tanini (mg g?)

KT F 05 F 15 F 25

Slika 15. Usporedba ekstrakcije ukupnih tanina 1-butil-3-metilimidazol sulfitom i

klasi¢nom ekstrakcijom organskim otapalima.
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Slika 16. Usporedba ekstrakcije ukupnih tanina 1-heksil-3-metilimidazol trifluoracetatom

i klasi¢nom ekstrakcijom organskim otapalima.
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Slika 17. Usporedba ekstrakcije ukupnih tanina 1-heksil-3-metilimidazol

hidrogensulfatom i klasiénom ekstrakcijom organskim otapalima.
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5.3.UDJEL SLOBODNIH ANTOCIJANA U EKSTRAKTU POKOZICE GROZPA

Delfinidin-3-glukozid (mg g)
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Slika 18. Usporedba ekstrakcije delfinidin-3-glukozida razli¢itim ionskim teku¢inama i

klasi¢énom ekstrakcijom organskim otapalom.
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Slika 19. Usporedba ekstrakcije cijanidin-3-glukozida razli¢itim ionskim tekuéinama i

klasicnom ekstrakcijom organskim otapalom.
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Slika 20. Usporedba ekstrakcije petunidin-3-glukozida razli¢itim ionskim tekuéinama i

klasi¢énom ekstrakcijom organskim otapalom.
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Slika 21. Usporedba ekstrakcije peonidin-3-glukozida razli¢itim ionskim tekuéinama i

klasi¢énom ekstrakcijom organskim otapalom.
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Slika 22. Usporedba ekstrakcije malvidin-3-glukozida razli¢itim ionskim tekuc¢inama i

klasi¢énom ekstrakcijom organskim otapalom.
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Slika 23. Usporedba ekstrakcije ukupnih antocijan glukozida razli¢itim ionskim tekuc¢inama i

klasi¢cnom ekstrakcijom organskim otapalom
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Slika 24. Usporedba ekstrakcije ukupnih acetil glukozida razli¢itim ionskim tekuc¢inama i
klasi¢énom ekstrakcijom organskim otapalom.
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Slika 25. Usporedba ekstrakcije ukupnih kumaril glukozida razli¢itim ionskim tekuc¢inama i
klasicnom ekstrakcijom organskim otapalom.
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Slika 26. Kromatogram slobodnih antocijana u uzorku ekstrakta pokozice grozda sorte Plavac

mali dobivenog klasi¢nom ekstrakcijom organskim otapalom.
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5.4. STATISTICKA ANALIZA SASTAVA SLOBODNIH ANTOCIJANA U EKSTRAKTU

POKOZICE GROZbA
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Slika 27. Projekcija varijabli u prostoru osnovnih komponenata (PC1 i PC2) sastava slobodnih
antocijana u ekstraktu pokozice grozda. *Sum_ac - acetil glukozidi, sum_cm - kumaril glukozidi,
Mv-glu - malvidin-3- glukozid, Peo-glu - peonidin-3-glukozid, Pt-glu - petunidin-3-glukozid,
Cy-glu — cijanidin-3-glukozid i Df-glu - delfinidin-3-glukozid
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Slika 28. Projekcija uzoraka u prostoru osnovnih komponenata (PC1 i PC2) sastava slobodnih
antocijana u ekstraktu pokozice grozda.



6. RASPRAVA



Plavac mali je autohtona i najrasprostranjenija crna sorta vinove loze u Hrvatskoj Cije je
vino prvo vino u Hrvatskoj sa zasti¢enim geografskim podrijetlom. Grozde i vino sorte Plavac

malikarakterizira visok udjel polifenolnih spojeva.

Vaznost polifenolnih spojeva koji se nalaze u grozdu te kasnije u vinu direktno je
vezana uz organolepticka svojstva, iako je posljednjih desetljeCa prepoznata i njihova
nutritivna vrijednost (Valls i sur., 2009).Kod grozda, izuzevsi polifenolne spojeve sjemenke,
najveéi udio polifenolnih spojeva se nalazi u pokozici bobice iz koje tijekom maceracije
grozda prelaze u vino (Jackson, 2008). Od svih polifenolnih spojeva, za tehnologiju
proizvodnje crnih vina antocijani su od iznimne vaznosti jer su upravo oni zasluzni za crnu
boju vina. Osim toga, u novije vrijeme, se istrazuje mogucnost koristenja profila antocijana
kao kemotaksonomskog kriterija za utvrdivanje razlika izmedu vrsta grozda §to bi omoguéilo
kontrolu patvorenja vina (Moreno-Arribas i Polo, 2009). Druga vazna skupina polifenola koji
direktno utjecu na organolepticka svojstva vina su tanini (proantocijanidini). Tanini su nosioci
trpkoce 1 gorcine, te imaju ulogu u dugorocnoj stabilnosti boje vina jer s antocijanima ulaze u

reakcije kopigmentacije (Somers, 1971).

Zhog iznimne vaznosti antocijana i tanina u tehnologiji vina, kompleksnosti njihove
strukture i nerazjaSnjenih mehanizama interakcija u kojima sudjeluju, jo§ se uvijek istrazuju
optimalne metode njihove ekstrakcije iz pokozice grozda. Najcesce se ekstrahiraju klasi¢nim
metodama koje se temelje na upotrebi organskih otapala koja su hlapljiva i Stetna za okolis.
Razvojem zelene kemije pocela se istrazivati primjena ionskih tekucina, kao zamjene za
organska otapala u ekstrakcijama, zbog njihovih pozeljnjih svojstava kao $to su niska
temperatura taliSta (Earle 1 Seddon, 2000), nizak tlak pare, nezapaljivost, visoka topljivost
organskih, anorganskih i polimernih materijala, dobra provodljivost, dobra toplinska
stabilnost i smanjena viskoznost koja omogucuje lakSe mijeSanje (Jastorff i sur., 2003).
Najvaznija prednost u odnosu na organska otapala je moguénost kreiranja njihove strukture
C¢ime se moze utjecati na njihova fizikalno-kemijska svojstva koja uvjetuju efikasnost
ekstrakcije. Tek su zadnjih godina zapocela istrazivanja primjene ionskih tekuéina u
ekstrakciji bioaktivnih spojeva iz biljnog materijala, stoga jo$ uvijek ima vrlo malo
literaturnih podataka o upotrebi ionskih tekuéina za ekstrakciju polifenolnih spojeva.
Istrazivanja Lu i sur.(2008) utvrdila su da je ekstrakcijom polifenolnih spojeva koristenjem
ionskih tekuc¢ina kojima osnovu ¢ini imidazol, moguce postici jednaku ili ¢ak vecu efikasnost

u odnosu na ekstrakciju klasi¢nim otapalima.
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6.1. UDJEL UKUPNIH ANTOCIJANA U EKSTRAKTU POKOZICE GROZPA

U svrhu usporedbe ekstrakcije ukupnih antocijana imidazolijevim ionskim tekué¢inama
u odnosu na ekstrakciju klasicnim organskim otapalom provedena je spektrofotometrijska

analiza dobivenih ekstrakata.

U radu je koristeno dvadeset i pet ionskih tekucina ¢iju osnovu €ine imidazolijeve soli.
Na slici 9 prikazana je usporedba udjela ukupnih antocijana dobivenih alkil-metilimidazol
bromidima i klasi¢nom ekstrakcijom organskim otapalom (K_A) gdje je kao otapalo koristen
70 % metanol zakiseljen sa 1% klorovodi¢nom kiselinom. Na slici je vidljivo da su se ionske
tekucine 1-etil-3-metilimidazol bromid (A 0.5, A _2.5) i 1-butil-3-metilimidazol bromid
(B_0.5, B_1.5, B_2.5) pokazale najprikladnijima za ekstrakciju ukupnih antocijana iz
pokozice grozda dok je ionskom teku¢inom A_2.5 ekstrahiran veéi udjel ukupnih antocijana u
odnosu na K A. Povecanjem koncentracije ionskih tekucina iz skupina A i1 B dolazi do
znacajnijeg porasta efikasnosti ekstrakcije. Nadalje, ionske tekuc¢ine 1-pentil-3-metilimidazol
bromid (C_0.5,C_ 1.5, C_2.5) i 1-heptil-3-metilimidazol bromid (D_0.5, D_1.5) pokazuju
nizu efikasnost ekstrakcije u odnosu na K A te ne dolazi do znacajnijeg povecanja
uc¢inkovitosti ekstrakcije s porastom koncentracije. Ionske tekucine 1-decil-3-metilimidazol
bromid (E_0.5, E_1.5) nisu se pokazale prikladnim za ekstrakciju ukupnih antocijana. Moze
se uociti da duljina alkilnog lanca ima znacajan utjecaj na efikasnost ekstrakcije na nacin da
se povecanjem alkilnog lanca iznad 4 C-atoma smanjuje ucinkovitost ekstrakcije (Sun i sur.,
2012). Na slici 10 prikazana je usporedba ekstrakcije ukupnih antocijana 1-buti-3-
metilimidazol sulfitom (F_0.5, F_1.5, F 2.5) i K A iz koje je vidljivo da se koriStenjem
navedenih ionskih tekucina ekstrahiralo manje antocijana u odnosu na K_A, ali se moze
primjetiti da se s poveCanjem koncentracije povecava efikasnost ekstrakcije. Usporedbom
slike 9 i slike 10 moze se uoditi razlika u efikasnosti ekstrakcije ionskim tekuc¢inama koje
sadrze 1-butil-3-metilimidazol kation s obzirom na vrstu aniona. Vidljivo je da ionska
tekucina sa bromidnim anionom (B) pokazuje vecu efikasnost od ionske tekucine sa sulfitnim

anionom (F).

Na slici 11 prikazana je usporedba ukupnih antocijana 1-heksil-3-metilimidazol
nitratom (G_0.5, G 1.5, G _2.5)1 K A pri ¢emu je vidljivo da je njihova u¢inkovitost manja u
odnosu na K A te da ucinkovitost pada s porastom koncentracije. S obzirom na smanjenu
ucinkovitost ekstrakcije, ionska teku¢ina G nije prikladna za ekstrakciju ukupnih antocijana.

Na slici 12 je prikazana usporedba ukupnih antocijana 1-heksil-3-metilimidazol
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trifluoracetatom (H 0.5, H 1.5, H 2.5) i K A pri ¢emu je vidljivo da je njihova efikasnost
ekstrakcije znacajno slabija u odnosu na KA. Na temelju slika 11 i 12 zaklju¢ujemo da su

ionske tekucine G i H neprikladne za ekstrakciju ukupnih antocijana.

Na slici 13 prikazana je usporedba ekstrakcije ukupnih antocijana 1-heksil-3-
metilimidazol hidrogensulfatom (I 0.5, 1 1.5, I 2.5) 1 K A pri ¢emu je vidljivo da je
navedena ionska tekucina prikladna za ekstrakciju ukupnih antocijana te da se s povecanjem
koncentracije povecava efikasnost ekstrakcije. lonskom tekuc¢inom I je veé¢ pri koncentraciji
2.5 mol L ekstrahiran veéi udio ukupnih antocijana u odnosu na K_A. Iz navedenih
rezultata vidljivo je da ionske tekucine G, H 1 I u strukturi sadrze isti kation, a medusobno se
razlikuju po vrsti aniona $to navodi na zaklju¢ak da upravo o njima ovisi ucinkovitost

ekstrakcije.
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6.2. UDJEL UKUPNIHTANINA U EKSTRAKTU POKOZICE GROZPA

Ekstrakcija tanina ionskim tekuéinama provedena je u cilju usporedbe efikasnosti sa
klasi¢cnom ekstrakcijom koja ukljucuje dugotrajnu ekstrakciju u dva koraka koristenjem dvaju
razli¢itih organskih otapala acetona i metanola. Aceton se koristi kako bi se ekstrahirali tanini
nize molekuske mase dok se metanol koristi za ekstrakciju tanina vece molekulske mase.
Koristenjem ionskih tekucina u ekstrakciji tanina skratilo bi se vrijeme ekstrakcije sa 6 na 3
sata te potroSnja organskih otapala.. Ionske teku¢ine koristene u radu nisu pokazale znac¢ajnu
ucinkovitost u odnosu na klasicnu metodu ekstrakcije organskim otapalima (K T) S$to je
vidljivo na slici 14, 15, 16 i 17. Tijekom odredivanja ukupnih tanina ekstrahiranih 1-heksil-3-
metilimidazol nitratom pri razli¢itim koncentracijama (G_0.5, G_1.5, G_2.5) nije doslo do
formiranja obojenih antocijanidina tijekom hidrolize pri 100 °C pa se nije mogla provesti
spektrofotometrijska analiza. lako se nijedna ionska teku¢ina nije pokazala prikladnom za
ekstrakciju tanina moze se uociti trend povecanja efikasnosti s povecanjem koncentracije
ionske tekué¢ine. Kao i kod antocijana moze se primjetiti da duljina alkilnog lanca ima vaznu

ulogu u ucinkovitosti ekstrakcije (Sun i sur., 2012).

Koristene ionske tekuc¢ine medusobno se razlikuju u efikasnosti ekstrakcije ukupnih
tanina s obzirom na koncentraciju, pH, duljinu alkilnog lanca, a samim time i s obzirom na
viskoznost te ionsku strukturu koja podrazumjeva kombinaciju razli¢itih aniona i kationa.
Primjena ionskih tekucina kao otapala za ekstrakciju cesto se kombinira s novim metodama
ekstrakcije, poput ekstrakcije potpomognute ultrazvukom (Sun i sur., 2012) koja se moze
primijeniti u ekstrakciji antocijana i tanina, Sto bi moglo imati utjecaj na povecanje efikasnosti
ekstrakcije. lonske tekucine koriStene u radu pokazale su se prikladnijima za ekstrakciju
ukupnih antocijana dok su se za ukupne tanine pokazale neprikladnima sto ukazuje da je

potrebno kreirati ionske tekucine za svaku pojedinu skupinu polifenolnih spojeva.
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6.3. UDJEL SLOBODNIH ANTOCIJANA U EKSTRAKTU POKOZICE GROZDA

Na temelju spektrofotometrijskih rezultata ekstrakcije ukupnih antocijana odabrane su
ionske tekucine koje su pokazale jednaku ili ¢ak bolju u¢inkovitost ekstrakcije u odnosu na
kontrolno organsko otapalo uzevsi u obzir negativno odstupanje od 10% uz iznimku ionske
teku¢ine C 2.5 koja pokazuje nesto vece negativno odstupanje. lonske tekuéine koje su
pokazale negativno odstupanje uzete su u obzir jer koristenje zakiseljenih otapala (K _A)
moze uzrokovati Oslobadanje antocijana iz flavanola 1 proantocijanidina prirodno prisutnih u
pokozici grozda te takva reakcija u konacnici dovodi do precjenjivanja koli¢ine ukupnih
antocijana mjerenih kolorimetrijskim metodama (Hemingway, 1989). Provedena je
kromatografska analiza primjenom teku¢inske kromatografije visoke djelotvornosti slobodnih

antocijana ekstrahiranih odabranim ionskim tekuc¢inama.

Na slici 18, 19, 20 i 21. prikazane su usporedbe ekstrakcije delfinidin-3-glukozida,
cijanidin-3-glukozida, petunidin-3-glukozida, peonidin-3-glukozida odabranim ionskim
teku¢inama 1 K_A pri ¢emu je vidljivo da su ionske teku¢ine A 2.5 i I 2.5 pokazale vecu
ucinkovitost ekstrakcije u usporedbi sa K A dok se ionske teku¢ine B 1.5, B 2.5, C 2.5 1
D_1.5 nisu pokazale prikladnim za ekstrakciju navedenih slobodnih antocijana. Na slici 22
prikazana je usporedba ekstrakcije malvidin-3-glukozida, prisutnog u pokozici grozda u
najveéem udjelu, odabranim ionskim teku¢inama i K A pri ¢emu je vidljivo da su ionske
teku¢ine A 2.5, F 2.5 1 I 2.5 pokazale ucinkovitiju ekstrakciju od K A. lonske tekucine
B 15 B 25 C 25 i D_15 nisu se pokazale prikladnim za ekstrakciju malvidin-3-
glukozida. lonske tekuc¢ine C 2.5 i D 2.5 su u potpunosti neprikladne za ekstrakciju

slobodnih antocijana usprkos relativno visokoj u€inkovitosti ekstrakcije ukupnih antocijana.

Na slici 23 prikazana je usporedba ekstrakcije ukupnih antocijan glukozida odabranim
ionskim tekuc¢inama i K A pri ¢emu je vidljivo da su ionske tekué¢ine A 2.5, F 2511 2.5
ucinkovitije od K A za ekstrakciju ukupnih antocijan glukozida. Dok su se ionske tekucine
B 15 B 25 C 25 i D_15 pokazale neprikladnima za ekstrakciju ukupnih antocijan

glikozida iz pokoZice grozda Plavac mali.

Na slici 24 prikazana je usporedba ekstrakcije ukupnih acetil glukozida odabranim
ionskim teku¢inama i K A pri ¢emu je vidljivo da su ionske teku¢ine A 2.5, B 251 F 2.5
ucinkovitije od K A dok se ionske teku¢ine B_1.5, C 2.5, D 1.5 i D_2.5 nisu pokazale

prikladnim za ekstrakciju acetil glukozida. Ekstrakcijom aciliranih antocijana u Kkiselim
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uvjetima moze doc¢i do njihove djelomicne ili potpune hidrolize (Van Wyk i Winter, 1994) sto
moze biti slucaj kod ekstrakcije klasicnim organskim otapalom koje ima vrlo nizak pH dok
ionske tekuéine koje su pokazale bolju efikasnost ekstrakcije acetil glukozida imaju pH u
rasponu od 4,95 do 6,1. Iste ionske tekucine pokazale su se ucinkovitima i kod ekstrakcije
kumaril glukozida (Slika 25) kod koje je i I 2.5 pokazala znacajniju efikasnost usprkos vrlo
niskoj pH vrijednosti (1.36).
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6.4. STATISTICKA ANALIZA SASTAVA SLOBODNIH ANTOCIJANA U
EKSTRAKTU POKOZICE GROZDPA

PCA metodom analiziran je sastav slobodnih antocijana u ekstraktima pokozice
primjenom klasi¢nog organskog otapala (zakiseljeni metanol) te ionskih tekucina (K A,
A 25 B 15 B 25 C 25, D_15, F 25,1 1.25) kako bi se utvrdilo koja je od navedenih
otopina najpogodnija kod ekstrakcije slobodnih antocijana. Utvrdeno je kako prve dvije
svojstvene komponente PC1 (82,22%) i PC2 (12,52%) zajedno opisuju 94,74% ukupne
varijance. Iz grafickog prikaza projekcije varijabli u prostoru (slika 27), vidljivo je kako prva
komponenta (PC1) dobro pozitivno korelira sa malvidin-3-glukozidom (Mv-glu) (0,983),
peonidin-3-glukozidom (Peo-glu) (0,979), petunidin-3-glukozidom (Pt-glu) (0,960), cijanidin-
3-glukozidom (Cy-glu) (0,956), delfinidin-3-glukozidom (Df-glu) (0,867), kumaril
glukozidima (Sum_cm) (0,838) i acetil glukozidima (Sum_ac) (0,736). Prema grafickom
prikazu uzoraka (slika 28) vidljivo je kako je doslo do stvaranja definiranih grupa uzoraka S
obzirom na os PC1, gdje su se uzorci K_A, | 2.5, B 2.5, F 2.5, A 2.5 izdvojili s desne strane
obzirom na vec¢i udio svih analiziranih varijabli (malvidin-3-glukozid, peonidin-3-glukozid,
petunidin-3-glukozid, cijanidin-3-glukozid, delfinidin-3-glukozid, kumaril glukozidi i acetil
glukozidi), dok su se uzorci B_1.5, C_2.5te D_1.5 izdvojili s lijeve strane osi PC1 s obzirom
na nizi udio prethodno navedenih varijabli. Nadalje, uo¢avamo grupiranje uzoraka s obzirom
na os PC2, gdje su se uzorci K A, 1 2.5 te A 2.5 izdvojili u treCem kvadrantu S obzirom na
veéi udio pojedina¢nih antocijan glukozida (malvidin-3-glukozid, peonidin-3-glukozid,
petunidin-3-glukozid, cijanidin-3-glukozid, delfinidin-3-glukozid), dok su se uzorci B_2.5 i
F_2.5 izdvojili u prvom kvadrantu s obzirom na veéi udio aciliranih antocijan glukozida

(kumaril glukozidi i acetil glukozidi).

Iz navedenog se moze zakljuciti kako su ionske teku¢ine D_1.51 C_2.5 (grupa 1) manje
pogodne za ekstrakciju antocijana od preostalih tekucina, ionske tekuc¢ine A 2.5 te posebice
|_2.5 pokazale su se vrlo sliéne klasiénom organskom otapalu (grupa 2), dok su se ionske
tekuc¢ine B_2.5 te F_2.5 (grupa 3) izdvojile obzirom na bolju ekstraktibilnost aciliranih

antocijana.
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7. ZAKLJUCCI



Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

1. Zaekstrakciju ukupnih antocijana iz pokozice grozda u odnosu na klasi¢nu ekstrakciju
zakiseljenim metanolom pokazala se najucinkovitijom ionska tekuéina 1-etil-3-
metilimidazol bromid u koncentraciji od 2,5 mol L™ i pH= 4.95, a nakon nje 1-heksil-

3-metilimidazol hidrogensulfat u koncentaciji od 2,5 mol L™ i pH= 1.36.

2. Rezultati su pokazali da ionske tekuéine sa bromidnim i hidrogensulfitnim anionom
pokazuju vecu efikasnost od ionskih tekucina sa sulfitnim anionom, dok su se ionske
tekucine sa nitratnim i trifluoracetatnim anionom pokazale neprikladne za ekstrakciju

ukupnih antocijana iz pokozice grozda.

3. Koncentacija kao i duljina alkilnog lanca su se takoder pokazale kao vazan ¢imbenik u
efikasnosti ekstrakcije ukupnih antocijana iz pokozice grozda tako da se sa
povecanjem koncentracije povecava ucinkovitost ekstrakcije, dok se sa povecanjem

alkilnog lanca iznad 4C-atoma njena ucinkovitost smanjuje.

4. Jonske tekucine primjenjene u ovome radu nisu se pokazale prikladne za ekstrakciju
ukupnih tanina iz pokozice grozda u odnosu na klasi¢nu ekstrakciju organskim
otapalima acetonom i metanolom §to ukazuje da je potrebno kreirati ionske tekuéine

za svaku pojedinu skupinu polifenolnih spojeva.

5. lonske teku¢ine 1-etil-3-metilimidazol bromid, 1-butil-3-metilimidazol sulfit i 1-
heksil-3-metilimidazol hidrogensulfat u koncentraciji od 2,5 mol L™ pokazale su se
ucinkovitijima u ekstrakciji glukozidnih antocijana u odnosu na klasi¢énu ekstrakciju

metanolom uz dodatak 1% klorovodi¢ne kiseline.

6. Koristenjemionskih tekuéina u koncentraciji od 2.5 mol L™ postiZe se bolja efikasnost
ekstrakcije acetil-glukozida u odnosu na klasi¢nu ekstrakciju metanolom uz dodatak

1% klorovodi¢ne kiseline jer ne dolazi do hidrolize acetil-glukozida uzrokovane

61



10.

niskom pH vrijednos¢u. Ionske tekucine 1-butil-3-metilimidazol bromid, 1-etil-3-

metilimidazol bromid i 1-butil-3-metilimidazol sulfit pokazale su senaju¢inkovitijima.

Koristenjem1-butil-3-metilimidazol bromida u koncentracijama od 1.5 i 2.5 mol L™ te
1-etil-3-metilimidazol bromida, 1-butil-3-metilimidazol sulfita i 1-heksil-3-
metilimidazol hidrogensulfata u koncentraciji od 2.5 mol L™ kao otapala za ekstrakciju
antocijanapostize se bolja efikasnost ekstrakcije kumaril-glukozida u odnosu na

klasi¢nu ekstrakciju metanolom uz dodatak 1% klorovodi¢ne kiseline.

lonske tekué¢ine 1-pentil-3-metilimidazol bromid, 1-heptil-3-metilimidazol bromid, 1-
decil-3-metilimidazol bromid i 1-heksil-3-metilimidazol trifluoracetat u svim
koncentracijama nisu se pokazale ucinkovite u ekstrakciji slobodnih i ukupnih

antocijana u odnosu na klasi¢nu ekstrakciju zakiseljenim metanolom.

Rezultati istrazivanja utvrdili su moguénost zamjene klasi¢nih organskih otapala
imidazolijevim ionskim tekuc¢inama kod ekstrakcije kompleksnih polifenolnih spojeva
antocijana iz pokoZice grozda sorte Plavac mali. lIonske tekucine medusobno se
razlikuju u efikasnosti ekstrakcije ukupnih antocijana s obzirom na koncentraciju, pH,
duljinu alkilnog lanca, a samim time i viskoznost te ionsku strukturu koja

podrazumijeva kombinaciju razli¢itih aniona 1 kationa.

Statisticka analiza je pokazala da su se kao najucinkovitije izdvojile sljedece ionske
tekucine: 1-etil-3-metilimidazol bromid, 1-butil-3-metilimidazol bromid, 1-butil-3-
metilimidazol sulfit i 1-heksil-3-metilimidazol hidrogensulfat u koncentraciji od 2,5
mol L™ te se one mogu koristiti kao zamjena klasicnom otapalu pri ekstrakciji

antocijana iz pokoZice grozda.
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10. SAZETAK



Usporedba ucinkovitosti ekstrakcije antocijana i tanina iz pokozice grozda sorte Plavac mali

ionskim tekuéinama i klasi¢nim postupcima ekstrakcije

Marijela Basié¢ i Helena Vibovec

SAZETAK

Ionske tekucine su organske soli sa temperaturom taliSta nizom od 100 °C. Zahvaljujuéi
razvoju zelene kemije posljednjih godina postale su predmet intenzivnih znanstvenih
istrazivanja. Klasicne metode ekstrakcije pokazuju nisku efikasnost i potencijalno su Stetne za
okoli§ zbog koristenja velikih koli¢ina organskih otapala te dugotrajnosti koje takve metode
zahtijevaju. Ono Sto ionske tekucine razlikuje od ostalih otapala i po ¢emu su posebne je
mogucnost dizajniranja njihove strukture u cilju dobivanja Zeljenih svojstava koja bi
omogucila povecanje njihove efikasnosti. Cilj rada bio je ispitati moguénost koriStenja
ionskih tekucina, kao alternative klasicnim metodama ekstrakcije organskim otapalima, u
ekstrakciji ukupnih i slobodnih antocijana i ukupnih tanina iz pokozice grozda sorte Plavac
mali. U radu je koriSteno dvadeset i1 pet imidazolijevih ionskih tekuc¢ina koje se medusobno
razlikuju po koncentraciji, pH vrijednosti, duljini alkilnog lanca, viskoznosti te ionskoj
strukturi koja podrazumijeva kombinaciju razli¢itih aniona i kationa. 1z pokozice grozda sorte
Plavac mali provedena je ekstrakcija antocijana klasicnom ekstrakcijom sa zakiseljenim
metanolom 1 ionskim teku¢inama. Ukupni tanini ekstrahirani su acetonom i metanolom te
ionskim tekuc¢inama. Za odredivanje ukupnih antocijana i ukupnih tanina koriStene su
spektrofotometrijske metode dok je za odredivanje slobodnih antocijana koristena tekuc¢inska
kromatografija visoke djelotvornosti. Najuéinkovitije izdvojile su se sljedece ionske tekucine:
1-etil-3-metilimidazol bromid, 1-butil-3-metilimidazol bromid, 1-butil-3-metilimidazol sulfit i
1-heksil-3-metilimidazol hidrogensulfat u koncentraciji od 2,5 mol L™ te se one mogu koristiti
kao zamjena klasi¢nom otapalu pri ekstrakciji antocijana iz pokozice grozda. lonske tekucine
1-pentil-3-metilimidazol bromid, 1-heptil-3-metilimidazol bromid, 1-decil-3-metilimidazol
bromid i 1-heksil-3-metilimidazol trifluoracetat nisu se pokazale ucinkovite. lonske tekucine
primjenjene u ovome radu nisu se pokazale prikladne za ekstrakciju ukupnih tanina iz
pokozice grozda u odnosu na klasicnu ekstrakciju organskim otapalima acetonom 1
metanolom §to ukazuje na potrebu kreiranja ionskih tekucina za svaku pojedinu skupinu

polifenolnih spojeva.

Kljuéne rijeci: antocijani, ekstrakcija, ionske teku¢ine, pokozica grozda, tanini
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11. SUMMARY



Comparison of extraction efficiency of anthocyanins and tannins from grape skin of species

Plavac mali by ionic liquids and classic organic solvents

Marijela Basi¢ and Helena Vibovec
SUMMARY

lonic liquids are defined as organic salts with melting point above 100 °C. In the last few
years they became subject of intensive scientific researches with the help of green chemistry
development. Classic extraction methods have demonstrated low efficiency, they can be
potentially harmful for environment because they use high quantities of organic solvents and
they are long-term methods. Main advantage of ionic liquids in comparison to other solvents
is the possibility to manipulate their structure design with a purpose of getting preferred
characteristics that would lead to intensification of their efficiency. The aim of this research
was to examine the possibility to usage ionic liquids in extraction of total anthocyanins and
tannins from the grape skin species Plavac mali as alternative to classic extraction methods
with organic solvents. In the research twenty fife imidazolium ionic liquids which differ
according to concentration, pH, alkyl chain length, viscosity and ionic structure which implies
combination of different cations and anions were used. Extraction of anthocyanins and tannins
from grape skin species Plavac mali with acidified methanol and ionic liquids has been
performed. Total tannins were extracted using acetone and methanol and using ionic liquids.
Spectrophotometric methods were used to determine total anthocyanins and tannins and high-
performance liquid chromatography was used to determine anthocyanins. lonic liquids with
the highest efficiency were: 1-ethyl-3-methylimidazolium bromide, 1-butyl-3-
methylimidazolium  bromide, 1-buthl-3-metilimidazolium sulphite and 1-heksyl-3-
metilimidazolium hydrogensulphite in concentration 2.5 mol L™ and they can be used as
alternative for classic organic solvents in extraction anthocyanins from grape skin. lonic
liquids 1-pentyl-3-metilimidazolium bromide, 1-heptyl-3-metilimidazol bromide, 1-decyl-3-
metilimidazolium bromide and 1-heksyl-3-metilimidazolium trifluoroacetate  were
characterized as inefficient. In general, in comparison to classic extraction with organic
solvents, ionic liquids used in this research did not demonstrate better performance meaning
better extraction efficiency of total tannins from grape skin. Obtained results indicate that it is
necessary to design more specific ionic liquids for each polyphenol group in order to achieve

process optimum.
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