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EXTRAKCE POLYFENOLU Z POKRUTIN REVY VINNE
Kli¢ovd slova: réva vinna, matoliny, semena, olej, pokrutiny,
polyfenoly

Byl zjistovan obsah celkovych polyfenoll v pokrutinach révy
vinné a to v pomletych a nepomletych vzorcich s cilem zjistit
vhodnost zpracovani materidlu. Obsah celkovych polyfenolt
byl méren spektrofotometricky pomoci Folin-Ciocalteuova
¢inidla, pfi vinové délce 700 nm. Hodnoty CP byly vyjadieny
jako ekvivalent kyseliny gallové na jeden kilogram vzorku
pokrutin. Ve vzorcich pokrutin byly stanoveny obsahy CP
v rozsahu 3,97-16,40 g.kg™. Nejniz$i obsah CP 3,97 g.kg™ byl
stanoven v odridé Zweigeltrebe a Modry Portugal. Nejvétsi
obsah CP 16,40 g.kg™ byl stanoven v odriidé Rulandské $edé.
Ve vzorcich sledovanych odrid nebyly rozdily mezi
nepomletymi a pomletymi vzorky statisticky prokazany, coz je
dllezité pro ekonomiku samotné technologie zpracovani
pokrutin.

V metodice je uveden postup extrakce polyfenoll z pokrutin
révy vinné, ktery je moiné realizovat v provoznich
podminkach vinarskych nebo lihovarnickych subjekd.
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EXTRACTION OF POLYPHENOLS FROM WINEMAKING
RESIDUES

Key words: grapevine, seed, oil, winemaking residues,
polyphenol

The content of total polyphenols (TP) in grinded and non-
grinded winemaking residue samples to determine the
suitability of material processing was carried. The content of
TP was measured spectrophotometrically using the Folin-
Ciocalteu reagent at 700 nm. TP contents were expressed as
gallic acid equivalents per kilogram of the dry sample residue.
TP kontent were determined in the range of 3.97 to 16.40
g kg! dry weight (DW). The lowest TP content of 3.97 g.kg™
DW was determined in the variety Zweigeltrebe and Blue
Portugal. The highest TP kontent of 16.40 gkg' DW was
determined in the variety Pinot Gris. In the samples studied,
varieties did not show differences between non-grinded and
grinded samples, which is important for the economy of the
technology.
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Uzivatelé:

Metodika je urcena vinarskym subjektlim, které se zabyvaji
separaci semen révy vinné z matolin, kterd vznika jako
odpadni produkt pfi zpracovani hroznli, vyrobou oleje ze
semen révy vinné a dalSim zpracovanim pokrutin, které
vznikaji jako odpadni produkt pfi lisovani oleje ze semen révy
vinné. Metodiku je mozné vyuzivat jako vyukovy material pro
studenty stfednich 3kol, vysokych S$kol a ve firemnim
vzdélavani. Vramci vyzkumu zpracovani pokrutin je tato
metodika prvnim ramcem pro jeji dalsi modifikace a inovace
procesu.

MZe CR doporuduje tuto metodiku pro vyuziti v praxi.
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Uvod

Tato metodika byla zpracovdna jako jeden zrealiza¢nich
vystuptl vyzkumného projektu Mze CR, 111B107 NAZV,
Vyzkum ziskavani a vyuZiti biologicky aktivnich latek (BAL) ze
semen vinnych hroznl pro zlepSeni metabolismu
hospodarskych zvifat jako podklad pro navrh nejlepsi
dostupné techniky (BAT).

Hlavnim cilem vyzkumu bylo zlepSit kvalitu masa a vajec
pridanim biologicky aktivnich latek (BAL) a oleje ze semen révy
vinné do krmiv a napajeci vody v chovech dribeZe a prasat a
vyvinout technologii izolace BAL ze semen (matolin) po
zpracovani hrozn na most.

Prioritami tohoto aplikovaného vyzkumu bylo vyuziti matolin a
z nich odseparovanych semen pro zlepSeni kvality krmiva za
ucelem zkvalitnéni masa a vajec z chovu prasat, drlbeZich
brojlerd a nosnic. Z odseparovanych semen z matolin po
vyrobé vinného mostu byl ziskdn kvalitni vinny olej. Ten byl
pridavan do krmiva pro prasata a drlbez a diky svym vhodnym
charakteristickym vlastnostem (vysoky obsah vhodnych
kyselin, BAL) zlepSil konverzi krmiva a zvysil welfare
sledovanych hospodarskych zvifat. Byl sledovan vliv
upraveného krmiva na produkci zatéZovych plynt a celkovy
welfare zvifat. Pro krmeni byly také wvyuZity upravené
matoliny.

Vradmci vyzkumu téchto technologickych procesd byla i
ovérena moznost izolovani BAL z pokrutin a jejich dalsi vyuziti.
Zbytky matolin a pokrutin byly zpracovany do podoby
kompost(, jejichZ aplikaci dojde k lepSimu vyuZiti a recyklaci
Zivin a organickych latek na vinicich a to ke snizeni zatéze vinic
obtizné rozlozitelnou organickou hmotou.
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I. Cil metodiky

Cilem metodiky je pfipadnym zdjemclim o vyrobu vinného
oleje lisovanim za studena nabidnout i navaznou technologii
na zpracovani odpadnich produktd a to pokrutin, které presto,
Ze se nachdzeji na samotném konci technologického procesu
zpracovani vinnych hroznl, mohou jesté obsahovat zbytkové
mnoZstvi biologicky aktivnich latek dale vyuzitelnych at jiz pro
krmivarské tak i pro potravinarské ucely.

Metodika ,Extrakce polyfenolll z pokrutin révy vinné“
technologicky navazuje na jiz dfive vydané certifikované
metodiky a to ,Separace semen révy vinné z matolin“
autorského kolektivu Burg a kol. (2013) a certifikovanou
metodiku , Lisovani oleje z vinnych jader” autorského kolektivu
Dédina a kol, (2013). Obé uvedené metodiky jsou
realizovanymi vystupu tohoto vyzkumného projektu.

Tato metodika sice prezentuje postup a vysledky ziskané
v pracovnich podminkach vyzkumné laboratore, ale na jejim
zakladé lze v budoucnu rozpracovat i precizni metodiku pro
konkrétni podminky daného vinafrstuvi.

V této podobé bude metodika slouzit nejen jako informacni
ale i studijni materidl pro vSechny zdjemce o extrakci
polyfenoll z pokrutin révy vinné.

Cilem této aktivity je zaroven s timto dokumentem nabidnout i
moznost proskoleni zajemcl na nasem pracovisti, popfipadé
dalsi spolupraci v rozvijeni této problematiky. Tak se metodika
nestane jen publikaci do knihovny, ale interaktivnim
materidlem pro spolupraci vyzkumu a praxe. A o to nam jde
predevsim.
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Il. Vlastni popis metodiky
2.1 Uvod

Polyfenolické latky jsou ve wvysSich rostlindch pritomny jako
sekundarni metabolity. Maji nezastupitelnou ulohu v ochrané
proti chorobam, infekcim, parazitdm a hraji téZ vyznamnou
roli pfi ochrané rostlin proti nadmérnému slunecnimu zéreni.
Jejich koncentrace v rostlindch zavisi na mnoha faktorech, z
nichz nejdllezitéjsi jsou faktory genetické (druh a odrida
rostliny), stupen zralosti, faktory klimatické a konecné
plsobeni nejriiznéjsich abiotickych a biotickych stresu.

Polyfenolické latky predstavuji mnoho typ( sloucenin, které
mlzZeme rozdélit do péti zakladnich skupin: kyseliny
fenolkarboxylové, flavonoly, flavan-3-oly, proantokyanidy a
antokyanidy. V posledni dobé je témto l|atkdm vénovdana
znacna pozornost ze strany nutri¢nich specialist(, nebot jejich
pfijem v potravé je davan do souvislosti se snizenim vyskytu
zavaznych civilizaénich nemoci, jako je rakovina a
kardiovaskuldrni choroby (Zendulka, 2008).

Doposud zavedené postupy extrakce polyfenolickych latek ve
svété se zabyvaji zpracovanim pouze celych semen. Pfedchozi
studie ukazaly, Ze vyznamnym zdrojem polyfenolickych latek
jsou téz pokrutiny révy vinné Vitis vinifera L. (Lachman et al.
2013). Ovéili jsme, Ze pokrutiny zUstavaji velice hodnotnym
zdrojem polyfenolickych latek plivodem ze semen révy vinné i
po vylisovani oleje. Jejich zpracovani by tak ddle nawvysilo
mozZnosti extrakce biologicky aktivnich latek (BAL) z odpadu
pochdzejicich z vyroby vina. Zjistili jsme, Ze dllezitym rozdilem
v extrakci polyfenoll z pokrutin oproti intaktnim semenim je
pritomnost oleje v hrubém extraktu. Bude tak vyZzadovana
optimalizace celého procesu.
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2.2 Material a metoda

Kvyzkumu mozZnosti vyuZiti pokrutin k extrakci BAL byly
vybirany odrady révy vinné (Vitis vinifera L.), které se béiné
péstuji v Ceské vinarské oblasti, které jsou vhodné k lisovani
vinného oleje a tim se ziskaji pokrutiny jako odpadni produkt.

Prvnim kritériem kvybéru odrlid byla jejich mira rozsiteni
péstovani v Ceské republice, druhym kritériem byla lokalita a
jeji dostupnost pro ziskany material.

Prehled hodnocenych odrdd z vybranych lokalit uvadi tabulka
¢.1. Hrozny téchto odrld byly nejprve standardné zpracovany
ve vinarském podniku, matoliny byly odvezeny na separaci,
kde na separacnich sitech byly ziskany semena révy vinné dle
metodiky Burg a kol. (2013). Poté byla semena odvezena do
provozu, kde byl z nich vylisovan vinny olej za studena dle
metodiky Dédina a kol. (2013).

Pokrutiny byly skladovany v igelitovych nebo papirovych
pytlich a do doby odbéru laboratornich analyz na stanoveni
obsahu celkovych polyfenold.

Vlhkost pokrutin je dllezitym parametrem v dalsi technologii
jejich zpracovani, protoze je duleZitda pro udreni materialu
v dobré kondici a zdravotni nezavadnosti. KdyzZ si vezmeme, Ze
vlhkost semen révy vinné pred lisovanim se pohybovala
v rozsahu 2,4-8,5 %, teplota lisovaci hlavy byla v zavislosti na
Cistoté zpracovavaného materidlu v rozsahu 77-100 °C a ¢as
lisovani se pohyboval v rozpéti 4-34 min (Dédina a kol., 2013)
po vylisovani se pohybovala vlhkost pokrutin v priiméru 1-3%.
Takto suchy materidl je dobre volné skladovatelny a mozno jej
skladovat i vpytlich, jako to bylo vnasem pripadeé.
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Tab.1: Odrlidy révy vinné pouzité ve vyzkumu

¢. Odrlda Lokalita
1 Miiller Thurgau Mélnik

2 Miiller Thurgau Grébovka
3 Rulandskeé Sedé Mélnik

4 Rulandské sedé Grébovka
5 Rulandské modré Mélnik

6 Rulandské modré Grébovka
7 Ryzlink rynsky Mélnik

8 Ryzlink rynsky Grébovka
9 Dornfelder Grébovka
10 Hibernal Grébovka
11 Neronet Grébovka
12 Portugalské modré Mélnik
13 Rulandské bilé Mélnik
14 Svatovavfinecké Mélnik
15 Tramin Mélnik
16 Zweigeltrebe Mélnik

Pokrutiny pochdazejici ze semen révy vinné jsou velmi tvrdym a
kfehkym materialem (Fig.1). Pro ucely extrakce byly zvoleny
dva zpusoby jejich zpracovani a to 1) mechanické drceni a 2)
rozmoceni vodou. Pro dalsi analyzy pokrutin byly zvoleny
pouze pokrutiny nemleté (mechanicky nerozdrcené), protoze
vysledky méreni neprokdzaly statistickou prikaznost rozdil(
v obsahu celkovych polyfenold (dale CP) mezi rdznym
zpracovanim pokrutin (Fig.5). To je duUleZité pro nizsi
ekonomickou ndrocnost celého procesu (Prochazkova,
Stralkova a kol., 2014).
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Jako solvent béhem extrakce byla vzhledem knizké
ekonomické narocnosti a pfipadné potravinarské bezpecnosti
zvolena destilovand voda. Ddle byly testovdny moZnosti
pryskyfice Amberlite XAD-7HP a etanolu ve vyuzZiti pro
precisténi a zakoncentrovani ziskaného produktu.

AMBERLITE XAD7HP (Rohm and Haas Company) je neiontovy
alifaticky akrylovy polymer. Sorpcni schopnosti tohoto
materidlu jsou odvozeny z jeho sitovité struktury (obsahuje
souvislou polymerni porézni fazi), a z velikého povrchu
alifatické povahy. Tato struktura dava tomuto adsorbentu
vybornou fyzikdlni a termalni stabilitu. Diky své alifatické
povaze muiZe AMBERLITE XAD7HP adsorbovat nepolarni
slouceniny zvodnych roztokd a polarni slouceniny z
nepoldrnich rozpoustédel. Jeho adsorpéni vynos u polyfenoll
je 70,4% a Cas adsorpce 20 min (Soto at kol, 2012).

Uvedenym postupem bylo ziskdno cca 10% polyfenolickych
latek obsazenych v pokrutinach.

2.3 Extrakce polyfenoll z pokrutin

Pripravit sklenénou kolonu s Amberlitem. Pryskyfici Amberlit
XAD7HP smichat s asi 300£5 ml destilované vody a za stalého
michani nalit do kolony. Pozor na vzduchové bubliny a
vysychdni kolony. Pryskyfice nesmi v pribéhu stanoveni
vyschnout (Fig.3),

Do sklenéné 1000ml kadinky navazit 505 g nedrcenych
granuli pokrutin, pfilit 5005 ml destilované vody a vafit za
stalého michani pfi teploté 90+2 °C po dobu 60+5 min (Fig.2),
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Uvarenou suspenzi prefiltrovat pfes stfedné propustny
papirovy filtr nebo tkaninu o hustoté cukrovarnické
Sampresky. Tato operace trva asi 45-60 min,

Roztokem 1% kyseliny sirové H,SO,4 upravit filtrdt na hodnotu
pH=2, pfi které lze filtrdt uchovavat po dobu asi 14-30 dn(
v chladniéce pf¥i teploté asi 4 °C,

Pro ucely okamZitého stanoveni je tfeba upravit filtrat na
hodnotu pH=6 a to postupnym prikapdvanim hydroxidu
draselného KOH 33%,

Takto pfipravenym filtratem s upravenym pH lze promyvat
kolonu s Amberlitem (Fig.3), na ktery se postupné adsorbuiji
polyfenolické Iatky, coZ je vizualné rozpoznatelné podle
razovo-fialového zabarveni Amberlitu, operace trva asi 30-45
min,

Promyvat kolonu 500+5 ml 96% lihem, po dobu asi 605 min,
prvni podil eluatu o objemu asi 1005 ml je jiman do 500ml
sklenéné kadinky V1 (eludt etanol s wvySSim podilem
destilované vody), dale jimdme do 500ml sklenéné kadinky
zbytek eludtu V2 (eludt s etanolem). Tento produkt mize byt
prvnim vystupem technologie extrakce polyfenoll z pokrutin,

V pripadé pokracovani dalSiho zpracovani je treba ziskany
eluat odpafrit a zakoncentrovat na vakuové odparce po dobu
asi 4 hod. Vysledkem je suchy prasek bilé az jemné rlGzové
barvy.

Na zakladé uvedeného postupu byly z 50 g pokrutin ziskany 2
g, coz jsou 4 %, vysledného praskového produktu (Fig.6). Dle
nékterych literdrnich zdroji vSak lze ziskat az 10 %
(Prochdazkova, a kol. 2014).
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V pfipadé laboratorniho méreni obsahu polyfenolld v eludtu
pokracujeme dle modifikované metodiky Lachmana a kol.
(1979, 1995) Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem na
spektrofotometru (Fig.4) .

ZdlUvodnéni novosti postupl

Vyroba vinného oleje ze semen révy vinné je jiz technologicky
zvladnutou operaci. Zpracovani odpadnich produkt( z tohoto
procesu, kterym jsou pokrutiny vsak nikoliv. S materidlem
cennym na vldkninu a obsah biologicky aktivnich latek, véetné
celkovych polyfenoll, je dosud zachdzeno jako s odpadem
nebo hnojivem. Ktomu, aby mohl byt dale zpracovavan jako
krmivarska, potravinarska ¢i biomedicinska surovina by méla
poslouzit tato metodika.

Jako novym prvkem vtechnologii extrakce polyfenoll
z pokrutin byl zvolen etylalkohol namisto standardné
pouzivaného metanolu, ktery je pro krmivarské a
potravinarské vyroby nevhodny zhlediska zdravotni
bezpecénosti.

Vysledky studii vedly védce ke snaze izolovat nutricné
vyznamné slozky, které se nachazeji v zeleniné a ovoci a ty
poté aplikovat ve farmakologickych davkach. Podavani
izolovanych latek vSak muze v nékterych pripadech, zejména
ve vysSich davkach vést k nepfiznivym ucinkdm. To mize
poukazovat na fakt, Ze aplikace izolované Ilatky miuze
predstavovat pouze prostfednika nebo mlzZe poukazovat na
jinou Zivinu nebo kombinaci Zivin, které jsou ucinné.
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Nase metodika umozni extrakci celkovych polyfenold tedy
skupiny latek, které budou pUsobit ve vétsi komplexnosti a
mohou tudiz mit vétsi chemicky vliv na systém.

Popis uplatnéni metodiky

Certifikovana metodika je ur¢ena vSem vinarskym subjektlm,
které se zabyvaji zpracovanim vinnych hrozn(l, zpracovanim
odpadnich produktd zvyroby vina matolin a odpadnich
produktll z lisovani oleje pokrutin. Ddle je uréena subjektim,
které se zabyvaji zpracovanim rlznych biologicky aktivnich
latek pro ucely biomedicinského vyzkumu. Pokrutiny lze vyuzit
nejen jako jednu ze sloZzek krmnych smési pro hospodarska
zvitata, ale i v potravinarském primyslu jako slozku smési pro
pekarenské technologie. V neposledni fadé lze pokrutiny
vyuzit ke kosmetickym ucellim. Jako biologicka surovina maiji
pokrutiny veliky potencial.

Ekonomické aspekty

Metodika extrakce polyfenold z pokrutin révy vinné byla
koncipovana tak, aby byla wvyuZitelnd v krmivarském a
v potravinarském provozu. Proto byl jako extrakéni Cinidlo
pouZity namisto standardné pouzivaného metanolu, etanol
96%.

Nabizi se tu ale prostor pro vyuziti i roztokld etanolu nizsi
koncentrace, neZz je popisovan vtéto metodice. Takové
produkty vznikaji pfi vyrobé lihovin jako méné kvalitni
meziprodukty a tudiz by se daly vtomto procesu Uspésné
vyuZzit.

Surovina, kterou jsou pokrutiny, by byla ziskana zdarma jako
odpadni produkt z lisovani vinného oleje ze semen révy vinné.
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Postup uvedeny vtéto metodice je bran jako rdmec pro
mozné vytvareni rGznych modifikaci dle potfeby vyroby.
Kalkulace vyrobnich nakladi je uvedena v Tabulce 2.

Tab.2: Kalkulace vyrobnich nakladid na praskovou formu
celkovych polyfenold

nazev 50 g pokrutin

naklady (CZK)*
pokrutiny 0
voda 100
Amberlit 100
Ethylalkohol 96% 200
Hydroxid draselny KOH 10
Kyselina sirova H,SO, 10
energie vareni (1 hod) 100
energie odstfedéni (1 hod) 100
energie odpareni/ vysuseni (1 hod ) 100
vyrobni naklady celkem 720
minimalni vytéZnost praskové formy (%) 4
vytéZnost praskové formy z 50 g pokrutin (g) 2
vyrobni naklady prasku (CZK.g™) 360
cena komeréniho vyrobku - kapsle (CZK.g™) 2 000
MIN doporucend cena prasku (CZK.g™) 800
MIN zisk z vyroby prasku (CZK.g™) 440
MIN zisk z 1 kg pokrutin 1600

Pozndmka: * ceny jsou zaokrouhlovany nahoru
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Do kalkulace naklad(l nejsou zapocitany vstupni naklady na
pofizeni strojh, pfistroji a zafizeni, tedy na vafi¢, michaci
zafizeni, odstfedivku nebo filtracni zafizeni, vakuovou odparku
nebo susarnu. Do kalkulace ndkladi nejsou zapocitany ani
naklady na baleni a distribuci hotového vyrobu. Vycisleni
téchto druh0 nakladd nebylo predmétem vyzkumu tohoto
projektu.

Zaveér

Hlavnim cilem metodiky , Extrakce polyfenoll z pokrutin révy
vinné” bylo navrhnout postup ziskavani praskové formy
polyfenolickych latek, které se ve zbytkovém mnoizstvi jesté
nachdzeji v pokrutinach, coZ je odpadni materidl vznikajici pfi
lisovani vinného oleje ze semen révy vinné. Metodika byla
rozpracovana Vv laboratornich podminkach, ve kterych z
vychoziho mnoiZstvi 50 g pokrutin se podafilo vytézit 2 g
prasku. Na zakladé ramcové kalkulace vyrobnich ndakladd je
mozné v poloprovoznich podminkach dosahnout zisku
minimalné 1600 K¢ z jednoho kilogramu pokrutin.

Metodika extrakce polyfenolli z pokrutin révy vinné je
primarné urcena pro vinarské nebo lihovarnické subjekty k
dalsimu zhodnoceni produktd, které by jinak byly zlikvidovany
jako odpad z vyroby.
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Prilohy

Fig.1: Mleté a nemleté pokrutiny ze semen révy vinné po
vylisovani oleje

Fig.2: Vareni suspenze a filtrat pfipraveny k separovani
polyfenoll na koloné
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Fig.3: Separacni kolona s Amberlitem pfi priichodu vzorku

Fig.4: Spektrofotometr SPECORD*210 Plus pro méreni
absorbance
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Fig.5: Obsah celkovych polyfenold (mg.kg™) v mletych a
nemletych vzorcich pokrutin z 16 vybranych odrad révy vinné
(Prochazkova, Stralkova, a kol., 2014)

Fig.6: Vysledny produkt o hmotnosti 2 g, ziskany z50 g
pokrutin
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