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1. UVOD

Kava ve¢ godinama slovi kao jedan od najomiljenijih napitaka Sirom svijeta zbog
svoje ugodne arome i okusa ali i povoljnog utjecaja na ljudski organizam zbog visokog
sadrzaja bioaktivnih sastojaka. Ime ovog popularnog prehrambenog proizvoda potjece od
naziva provincije ,,Kaffa“ u Etiopiji. Smatra se da su zrna kave otkrili pastiri iz Abesinije u 6.
stoljecu kada su uocili "¢udno" ponasanje svojih koza nakon S$to su jele bobice s nepoznatog
grma (Hagos i sur., 2018) no prvi pisani zapisi datiraju 575. godine u Jemenu (Mussatto i sur.,
2011a). Dodatnoj popularnosti kave doprinijelo je otvaranje kuc¢e kave u Meki krajem 15.
stoljea a ovaj napitak predstavljen je europskom stanovnistvu 1570. godine zahvaljujuéi
mletackim trgovnicama koji je donose zajedno s duhanom. Veliki interes doveo je do
otvaranja prve kavane u Veneciji polovicom 17. stoljeca. Francuz De Clieu zasluzan je za
kultivaciju kave na Martiniqueu u 18. stolje¢u a ubrzo nakon toga kava je stigla u Juznu
Ameriku ¢ije se podneblje pokazalo najpogodnijim za njezin uzgoj (Anonymous 1, 2009).

Unato¢ tome §to je diljem svijeta poznato vise od 80 vrsta kave samo su dvije
ekonomski vazne, Coffea arabica i Coffea canephora. Smatra se da je zrno Coffea arabica
bolje kvalitete $to doprinosi kompleksnijoj aromi pa shodno tome Coffea arabica postize visu
cijenu na svjetskim trZiStima (Farah, 2012).

S obzirom na sve viSu, rastu¢u proizvodnju kave u koli¢ini od 10,2 milijuna tona
(ICO, 2019), dolazi do velikog politickog i ekoloskog pritiska na proizvodace da pronadu
nafine zbrinjavanja nusproizvoda nastalih njezinom proizvodnjom, ponajviSe srebrne
pokozice i taloga zaostalog nakon kuhanja kave kojih nastaje u koli¢ini iznad 6 milijuna tona
(Janissen i Huynh, 2018). Mnogi veliki industrijski proizvoda¢i kave ne smatraju ove
nusproizvode otpadom ve¢ sirovinom koji ¢e pronaéi primjenu u razli¢itim ekonomski vaznim
procesima, od proizvodnje bioetanola, nutritivnog obogacivanja prehrambenih proizvoda te
do kultivacije mikroorganizama (Mussatto i sur., 2011a).

Sukladno svjetskim trendovima i istrazivanjima vezanim uz iskoristavanje
nusproizvoda nastalih tijekom proizvodnje prehrambenih proizvoda (Ninc¢evi¢ Grassino i sur.
2016; Mari¢ i sur. 2018; Tranfi¢ Bakic¢ i sur., 2019; Nincevi¢ Grassino i sur., 2019) cilj ovog
rada bio je upotrijebiti srebrnu pokozicu, nusproizvod prikupljen proizvodnjom espresso kave,
odnosno obradom sirove kave przenjem. Radi procjene koristenja srebrne pokozice kao izvora

funkcionalnih sastojaka u ovom radu je:



odredena razlika u sadrzaju fenola i flavonoida u espresso kavi i srebrnoj pokozici u
ovisnosti 0 temperaturi, vremenu i otapalu primjenjenim za ekstrakciju uzoraka
pomocu mikrovalova,

odreden udio masnih kiselina u uzorcima espresso kave i srebrne pokozice metodom
plinske kromatografije nakon njihove ekstrakcije metodom po Soxhlet-u, te

provedena ekstrakcija pektina iz uzoraka srebrne pokozice kao alternativnog bio-
supstrata uz odredivanje boje, sadrzaja galakturonske Kiseline, ukupnih Secera i fenola

kao kriterija njegove kvalitete.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KAVA | NUSPROIZVODI

Stablo ili grm kave pripada porodici Rubiaceae a zrna se proizvode od biljke Coffea
L., ¢ije dvije vrste imaju eckonomski znacaj, Coffea arabica i Coffea canephora (Mussatto i
sur., 2011a).

Plod kave (Slika 1) sastoji se od glatke, ¢vrste vanjske koze ili perikarpa koja
sazrijevanjem mijenja boju iz zelene u tamnocrvenu ili crveno-ljubicastu. Perikarp prekriva
mekanu, zuckastu, vlaknastu, slatku pulpu koja se naziva i vanjski mezokarp. Gradu ploda
¢ine jos i tanki, prozirni, viskozni i visoko hidratizirani sloj sluzi (naziva se pektinski sloj) te
tanki, Zuckasti endokarp ili pergament i srebrna pokozica koja prekriva svaku hemisferu zrna

kave (Esquivel i Jimenez, 2012).

VANJSKA KOZA

ENDOSPERM

SREBRNA
PEKTINSKI SLOJ POTKOZICA

Slika 1. Plod kave (Esquivel i Jimenez, 2012).

Medutim, kao i u svakoj industriji tako i kod proizvodnje kave dolazi do nastajanja i
nakupljanja nusproizvoda, medu kojima su znacajni srebrna pokozica i talog kave zaostao
nakon kuhanja (Slika 2).

Srebrna pokozica predstavlja nusproizvod koji nastaje prilikom procesa przenja kave.
Ona ima izuzetno visok udio topljivih prehrambenih vlakana (86 %) i visoki antioksidacijski
kapacitet zahvaljuju¢i fenolnim spojevima ali i melanoidima nastalim uslijed Maillardovih

reakcija, koje se odvijaju tijekom postupka przenja sirove kave (Borelli i sur., 2004). Takoder,
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srebrna pokozica ima i probioticka svojstva §to uz ve¢ spomenuti antioksidacijski kapacitet
¢ini ovaj nusproizvod znacajnim bioaktivnim materijalom (Narita i Inouye, 2014).

Kemijski sastav srebrne pokozice, baziran na celulozi, hemicelulozi i proteinima,
otvara moguénost primjene 0vog biomaterijala u proizvodnji razli¢itih visokovrijednih
proizvoda. Celuloza, linearni homopolimer ponavljajueg niza glukoznih jedinica i
hemiceluloza, heteropolimer sastavljen od Secera s C5 (ksiloza i arabinoze) i C6 (manoze,
glukoze i dr.) atomima mogu nakon kiselinske ili enzimske hidrolize stvarati jednostavne
Secere, koji pak daljnjom transformacijom mogu davati neke druge vazne spojeve. Primjerice,
transformacijom ksiloze i arabinoze moze nastati furfural, ksilitol i arabinitol. Takoder i
prisutstvo proteina u nusproizvodima kave pa tako i srebrnoj pokozici moze doprinijeti
nutritivnom obogacivanju pekarskih i konditorskih proizvoda (Mussatto i sur., 2011a).
Nadalje, zbog prisustva klorogenske kiseline i melanoida pokozica se koristi i za proizvodnju
pi¢a s antioksidacijskim svojstvima, koji pomaze u kontroli tjelesne mase (Martinez-Saez i
sur., 2014).

Osim primjene u prehrambenoj industriji, srebrna pokozica se Koristi i u
biotehnoloskim procesima buduci da moze posluziti kao supstrat ili ¢vrsta podloga kod uzgoja
mikroorganizama (Mussatto i sur., 2011a). Mussato i Teixeira (2010) su tako ustanovili da
srebrna pokozica i Aspergillus japonicus daju znacajne koncentracije fruktooligosaharida
(128,7 g mLY) i p-fruktofuranozida (71,3 g mL™Y). Medutim, prilikom upotrebe pokoZice u
industrijske svrhe treba uzeti u obzir ¢injenicu da ona moze sadrzavati okratoksin A (OTA)
koji se smatra kancerogenim. Naime, uslijed postupka przenja kave (vrijeme/temperatura)
moze do¢i do stvaranja OTA i to u vrlo razli¢itim koncentracijama. Narita i Inouye (2014)
zabiljezili su vrijednost od 4 pug kgt a Toschi i suradnici (2014) 18,7 i 34,4 ug kg2, sto je ¢ak
tri puta vise U odnosu na maksimalnu dopustenu vrijednost od 5 pg kg*. Maksimalna
dopustena vrijednost OTA za przenu kavu iznosi 5 pg kg, dok za pokozicu ova vrijednost

nije definirana (Toschi i sur., 2014).



Slika 2. Srebrna pokozica (A) i njen mikroskopski prikaz (B), te talog kave (C) i njen
mikroskopski prikaz (D) (Mussatto i sur., 2011a).

Talog kave zaostao nakon kuhanja odlikuje se visokim udjelom vode (80 - 85 %) i
kiseloS¢u uslijed tretiranja praha kave vru¢om vodom ili parom. Istrazivanjima Borellija i
suradnika (2004) te Mussatto i suradnika (2011a) je ustanovljeno da talog kave ¢ini znacajniji
izvor Secera od pokoZice, od kojih su manoza (21,2 %) i galaktoza (13,8 %) najzastupljeniji.
Takoder u talogu kave su pronadeni i proteini (13,6 %) (Mussatto i sur., 2011a).

Talog zaostao nakon kuhanja sadrzi do 15 % ulja Sto otvara moguénosti njegove
primjene u proizvodnji biodizela, biorazgradivog goriva, dobivenog transesterifikacijom
triacilglicerida masnih kiselina s kratkolan¢anim alkoholima (Al-Hamamre i sur., 2012). Osim
u proizvodnji biodizela, talog kave se koristi i kao sirovi materijal u proizvodnji etanola.
(Mussatto i sur., 2011a). S ekonomskog i ekoloSkog glediSta ovi nusproizvodi pokazuju
razli¢ite mogucnosti primjene, koja ¢e se zasigurno nastaviti istrazivati i u buducnosti.
Medutim, vazno je pronaci rjeSenja njihovog zbrinjavanja s obzirom da prilikom odlaganja u

okoli§ pokazuju i toksi¢na svojstva (Mussatto i sur., 2011a).

2.2. PROIZVODNJA KAVE

Berba zrna kave odvija se ruc¢no ili strojno. Ru¢no branje odvija se tako da se ubire
svaki plod zasebno (engl. picking) ili se skidaju svi plodovi s grane (engl. stripping). Buduc¢i

da plodovi ne dozrijevaju istodobno, picking metoda iziskuje dosta vremena. Rezultat ovakve
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berbe su zrna kave vece kvalitete u odnosu na stripping metodu ili strojno branje kod kojih se
uz zrele plodove ubiru i nezreli plodovi, grancice i lis¢e, kamenciéi i ostale nepozeljne tvari.
Nakon zetve, plodovi kave prolaze postupak ekstrakcije pulpe u svrhu dobivanja zelenih zrna
kave, suhim ili mokrim postupkom.

Suhi postupak cine c¢is¢enje, suSenje i ljustenje. SuSenje je najvazniji korak u
cjelokupnom procesu s obzirom da o njemu ovisi kona¢na kvaliteta napitka. Ukoliko je kava
presusena postaje lomljiva prilikom ljustenja a ukoliko zaostane vlage sklona je kvarenju
uslijed djelovanja gljivica 1 bakterija. Stoga se suSenje provodi prirodno na suncevoj svjetlosti
ili umjetno, susilicama sve dok se ne postigne vlaga od oko 10 - 12 %. Nakon susenja slijedi
ljustenje pri ¢emu se uklanja vanjska koza i1 pulpa ostavljajuci sluzav materijal (srebrna
pokozica) na povrsini zrna. U svrhu dobivanja napitka visoke kvalitete zrna se mehanicki i
elektronicki sortiraju radi odvajanja oSte¢enih zrna od kvalitetnih zrna. Suhi postupak se
uobicajeno koristi u Brazilu i na africkom kontinentu gdje ima obilje suncanih dana i berba se
vrsi stripping metodom.

Mokri postupak je sofisticiranija tehnika kojom se proizvodi kava veée kvalitete s
manje ostecenih zrna $to rezultira boljom cijenom kave na trzistu. Prije ljustenja i odvajanja
zrna se selektiraju u flotacijskim spremnicima. Nakon toga slijedi namakanje i fermentacija
tijekom koje mogu biti dodani enzimi uz snizenje pH vrijednosti na 4,5. Ovaj korak
predstavlja najvazniju razliku izmedu suhog i1 mokrog postupka budu¢i da se kod mokrog
postupka sjemenke odvajaju od pulpe i vanjske koze prije suSenja. Sjemenke se zatim ispiru,
poliraju i suSe na suncu ili u su$nicama. Mokri postupak je uobicajeniji u drzavama gdje se
zetva kave vrSi picking metodom, poput Kolumbije te azijskog kontinenta te Srednje
Amerike.

Postoji i alternativna metoda koja kombinira aspekte i jedne i druge metode. Ona se
temelji na pranju i selekciji plodova u flotacijskim spremnicima uz izostanak fermentacije.
Sjemenke dobivene ovom metodom koriste se u mjeSavinama espresso kave daju¢i punocu
napitku budué¢i da se polisaharidi u srebrnoj pokozici nisu fermentirali ve¢ zaostaju na
sjemenkama (Farah, 2012).

Plodovi se zatim suse, ocjenjuju 1 sortiraju radi uklanjanja ostecenih zrna. Konacno,

zrna odnosno plodovi odlaze na przenje.



2.2.1. PrZenje zrna sirove kave

Przenje zrna sirove kave je vazan proces s obzirom da se tijekom przenja razvijaju
specifi¢na organolepticka svojstva (boja, okus i miris). Sirova kava se przi na temperaturama
od 100 °C do iznad 200 °C pri ¢emu zelena boja zrna prelazi u smedu i razvija se specifi¢na
aroma. Do isparavanja slobodne vode dolazi u pocetnoj fazi przenja. Pri temperaturama do
130 °C pocinje karamelizacija saharoze dok se na temperaturama visim od 160 °C odvija niz
egzotermnih i endotermnih reakcija pri kojima zrno dobiva svijetlosmedu boju, njegov
volumen znac¢ajno poraste i zapocinje razvoj arome. Kemijske reakcije zasluzne za dobivanje
arome i okusa kave kakve su poznate potrosacima izazvane su temperaturama visim od 190
°C (Farah, 2012). Tijekom prZenja, dolazi do povecanja volumena zrna kave pri ¢emu se
odvaja srebrna pokozica koja je zbog nizeg sadrzaja vlage relativno stabilna (5 - 7 %) u
odnosu na ostale nusproizvode poput taloga (Bessada i sur., 2018).

Przenjem dolazi i do znaéajnih promjena u kemijskom sastavu i bioloskoj aktivnosti
kave §to se javlja kao posljedica transformacije polifenola u kompleksne spojeve izazvanih
Maillardovim reakcijama. Dolazi i do formiranja drugih organskih spojeva uslijed reakcija
oksidacije, toplinske degradacije i hidrolize (Mussatto i sur., 2011b). Zbog termicke
nestabilnosti, klorogenska kiselina ulazi u reakcije izomerizacije, epimerizacije, laktonizacije
1 degradacije u niskomolekularne komponente (ukljuuju¢i fenole i katehole) a moze se
ugraditi i u melanoide i na taj na¢in doprinijeti razvoju boje i okusa (Farah, 2012). Nakon
przenja, zrna je potrebno brzo ohladiti kako bi se zaustavile egzotermne reakcije te izbjeglo

prekomjerno przenje (Mussatto i sur., 2011b).

2.3. KEMIJSKI SASTAV KAVE | SREBRNE POKOZICE

Kafein, termostabilni metilksantin odgovoran za gorcinu napitka kave je najpoznatija
njezina komponenta, s udjelom od 0,8 - 1,4 % (w/w) u Coffea arabica i 1,7 - 4 % (w/w) u
Coffea canephora. Drugi vazan spoj je trigonelin, alkaloid koji nastaje enzimskom
metilacijom nikotinske kiseline. On je prekursor razli¢itih skupina hlapljivih spojeva koji
nastaju prilikom przenja poput pirola i piridina. Kava sadrzi i topljiva prehrambena vlakna
koji se sastoje od visokomolekularnih polisaharida koji doprinose viskoznosti skuhane kave
medu kojima su najvazniji galaktomanani i arabinogalaktani tipa II (Farah, 2012).

Ostali spojevi koji se nalaze u kavi ukljucuju celulozu, minerale, Secere, lipide, tanine
i polifenole. Najznacajniji minerali su kalij (40 % ukupnog mineralnog sastava) i fosfor (4 %)

iako je pronadeno jo$§ 30 razli¢itih minerala u manjim koli¢inama (Mussatto i sur., 2011b).
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Medu Secerima isticu se saharoza, glukoza, fruktoza, arabinoza, galaktoza i manoza. Zrna
kave sadrze i vitamine B kompleksa, niacin te klorogensku kiselinu s udjelom i do 12 %
(Mussatto i sur., 2011b).

Takoder, veliki znacaj u sastavu kave imaju proteini, peptidi i slobodne aminokiseline
s obzirom da su oni prekursori za formiranje hlapljivih komponenti poput furana, piridina,
pirazina, pirola, aldehida i melanoida. Ostale hlapljive komponente zelenih zrna kave daju im
slabu ali karakteristicnu aromu. Identificirano je oko 100 razlicitih takvih spojeva koji
ve¢inom pripadaju skupinama alkohola, estera i aldehida (Farah, 2012).

Srebrna pokozica sadrzi visoki udio prehrambenih vlakana (50 - 60 %) od ¢ega su 85
% netopljiva prehrambena vlakna (Narita i Inouye, 2014). Vrlo vazne komponente srebrne
pokozice su celuloza (18,5 %) i hemiceluloza (13 %). Mikroskopskom analizom povr$inskih
slojeva pokozice pronaden je i znac¢ajan udio proteina (18 %) i njihovih hidrolizata (15 %).
Sastav SeCera srebrne pokozice temelji se na glukozi (17,8 %), ksilozi (4,7 %), galaktozi (3,8
%), manozi (2,6 %) i arabinozi (2,0 %) (Borelli i sur., 2004; Mussatto i sur., 2011a) dok su
najznacajniji minerali kalij (5 %), magnezij (2 %) i kalcij (0,5 %) (Bessada i sur., 2018).
Srebrna pokozica sadrzi i masti s udjelom izmedu 1,6 i 3,3 % (Bessada i sur., 2018) a
najzastupljeniji su triacilgliceroli (48 %), slobodne masne kiseline (21 %), esterificirani steroli
(15 %), slobodni steroli (13 %) i diacilgliceroli (4 %). Srebrna pokozica sadrzi i vitamin E
(4,17 mg/100g). Analiziranom vitaminu E Costa i suradnici (2016) su identificirali a, g, y i 6
tokoferol te S, y i J tokotrienol. Medu njima je najzastupljeniji o tokoferol (2,25 mg/100g), a
slijedi ga g tokotrienol (0,95 mg/100 g).

2.3.1. Polifenoli

Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti koji doprinose senzorskoj i nutritivnoj
kvaliteti svih biljnih vrsta a imaju funkciju antioksidansa jer se vezu na slobodne radikale tako
da doniraju vodikov atom ili elektron (Balasundram i sur., 2006). Osnovnu strukturu
polifenola ¢ini konjugirani aromatski ili benzenski prsten na koji je vezana jedna ili viSe
hidroksilnih skupina (Bravo, 1998). Glavne skupine polifenola su flavonoidi, fenolne kiseline
(hidroksicimetne i hidroksibenzojeve), tanini, stilbeni i lignini (Balasundram, 2006).

U pulpi kave najzastupljenije su kafeinska i ferulinska kiselina a mogu se ekstrahirati
na dva nacina. Prvi ukljucuje ekstrakciju otapalom nakon provedene alkalne hidrolize, dok se

drugi odvija uz pomo¢ enzima cinamoil esteraze (Arellano-Gonzales i sur., 2011). U kavi



dominira klorogenska kiselina, a nastaje esterifikacijom trans-hidroksicimetnih kiselina s
kininskom kiselinom. Ona doprinosi trpkosti, gor¢ini i kiselosti kuhane kave (Farah, 2012).

Flavonoidi, podskupina fenolnih spojeva, su niskomolekularni spojevi s 15 C atoma
koji sadrze difenipropanski kostur povezan s piranskim prstenom u sredini (Pietta, 2000). S
obzirom na stupanj nezasi¢enosti, stupanj oksidacije te broj i polozaj OH skupine u C prstenu
razlikujemo flavanole, flavonole, flavone, flavanone, izoflavone i antocijane (Ignat i sur.,
2011).

Sastav 1 koli¢ina fenola i flavonoida kao i njihove podskupine u kavi razlikuju se od
sorte do sorte. Primjerice, u kavi sorte Robusta Smile Tiger uocen je povecan sadrzaj galne
kiseline, epikatehina i ferulinske kiseline a u kavi sorte Robusta Santos mala koli¢ina katehina
i ferulinske Kkiseline u odnosu na druge varijatete (Kreicbergs i sur., 2011).

Prema Borelli i suradnicima (2004) najznacajniji fenolni spojevi u pokozici su
klorogenska i kafeinska kiselina, te 5- kafeokininska kiselina no za razliku od ovog
istrazivanja, Bresciani i suradnici (2014) nisu ustanovili znacajnu koli¢inu kafeinske i 5-

kafeokininske kiseline u srebrnoj pokozici.

2.3.2. Masne kiseline

Masne Kkiseline u organizmu sluze kao izvor energije, kao polazni spojevi za
enzimatske sinteze biomolekula, sastavni su dijelovi stani¢nih membrana 1 sudjeluju u
transportu vitamina topivih u mastima (A, D, E i K). Masne kiseline su molekule gradene od
ugljikovog lanca s terminalnom metilnom skupinom (-CHz) na jednom i karboksilnom
grupom (-COOH) na drugom kraju lanca (Rustan i Devon, 2005). Dijele se na zasi¢ene masne
kiseline (engl. saturated fatty acids), povezane jednostrukim vezama i nezasiCene masne
kiseline (engl. unsaturated fatty acids) koje u svojoj strukturi sadrze i dvostruke veze. Osim
duljinom lanaca, nezasi¢ene masne kiseline se razlikuju prema broju dvostrukih veza
(jednostruko 1 viSestruko nezasi¢ne), polozaju prve dvostruke veze u ugljikovodi¢nom lancu
(w-3, w-6 1 ®-9) te prostornom obliku dvostrukih veza (cis i trans oblik) (Rustan i Devon,
2005). Jednostruko nezasi¢ene masne kiseline sadrZe jednu dvostruku vezu izmedu C- atoma,
dok viSestruko nezasi¢ene masne kiseline u svojoj strukturi sadrze dvije ili viSe dvostrukih
veza odvojenih CH: jedinicom. Medu visestruko nezasi¢enima isti¢u se a-linolenska (18:3, w-
3) i linolna (18:2, w-6), esencijalne za ljudski organizam (Ferreri i Chatgilialoglu, 2015).

Istrazivanje Efthymiopoulos i suradnika (2018) je pokazalo da zrna kave sadrze ulja

(11 - 20 %), a njihova se koli¢ina razlikuje ovisno o sorti. Naime, ulje se nalazi u obliku lipida



u endospermu 1 sluzi kao zaliha energije potrebna za klijanje i rast zrna kave. Ulje se pretezno
sastoji od triglicerida i manjih koli¢ina diglicerida, monoglicerida i slobodnih masnih kiselina,
terpena, sterola i tokoferola (Efthymiopoulos i sur., 2018). Masne kiseline u zrnima kave
najceSce se nalaze esterificirane glicerolom u frakciji triacilglicerola, 20 % je esterificirano
diterpenima a manja koli¢ina se nalazi u esterima sterola. Najzastupljenije masne kiseline u
kavi su linolna, oleinska i1 linolenska i1 odgovorne su za odrzavanje svjezine kave i
sprjeCavanje ustajalosti uslijed hidrolize i oksidacije triacilglicerida (Farah, 2012).

U srebrnoj pokozici su najzastupljenije zasi¢ene masne kiseline (65 %) nakon cega
slijede polinezasi¢ene (28 %) 1 mononezasi¢ene (7 %). Od pojedina¢nih masnih kiselina
najveéi udjel pripada linolnoj (24 %), zatim palmitinskoj (22 %), behenijskoj (15 %) i
arahidskoj (14 %) (Bessada i sur., 2018).

2.3.3. Pektin

Pektinske tvari sastoje se od D-galakturonske kiseline koja je povezana a-(1,4) vezom
u linearni lanac u kojem su razli¢ite karboksilne skupine esterificirane metanolom pri ¢emu je
osnovna struktura isprekidana o-(1,2) vezom s L-ramnopiranoznim jedinicama. Osim
ramnoze, Seceri prisutni u pektinu su galaktoza, arabinoza, glukoza, manoza i ksiloza (Sharma
i sur., 2006).

S obzirom na stupanj esterifikacije (engl. degree of esterification, DE), razlikujemo
visokometoksilirani (engl. high methoxyl pectin, HM) i niskometoksilirani (engl. low
methoxyl pectin, LM) pektin. Stupanj esterifikacije za komercijalni HM nalazi se u rasponu
od 60 do 75 %, dok za LM od 20 do 40 %. Osim toga, HM i LM tvore gel u razli¢itim
uvjetima. HM pektin za Zeliranje zahtijeva niski pH (pH = 3) 1 prisutnost vecih koli¢ina Secera
prilikom ¢ega nastaje reverzibilni gel. Pri pH vrijednostima od 5 do 6, HM pektin je stabilan
samo na sobnoj temperaturi, no kako se temperatura ili pH povecava dolazi do cijepanja lanca
kao i smanjenja viskoznosti i sposobnosti zeliranja. Osim toga, HM pektin je topljiv u vrucoj
vodi i Cesto sadrzi disperzijsko sredstvo (naj¢esce dekstrozu) radi aglomeracije Cestica. Za
razliku od njega, LM pektin Zelira neovisno o sadrzaju Secera. Takoder, nije osjetljiv na pH
Sto ga Cini stabilnijim ali zahtijeva prisutnost odredene koli¢ine kalcijevih ili drugih
dvovalentnih iona. Otporniji je na tople i vlazne uvjete i kao takav se moze Cuvati i do godinu
dana bez gubitka Zelirajuc¢ih svojstava (Sundar Raj 1 sur., 2012).

Iako je pektin najzastupljeniji u vocu 1 njihovim nusproizvodima (Mari¢ 1 sur., 2018),

kava takoder sadrzi odredene koli¢ine pektina. Naime, Garcia i suradnici (1991) su
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ekstrakcijom sluzavog sloja koji okruzuje pulpu kave s vodenom otopinom NaOH izolirali
pektin. Osim s NaOH, pektin se iz sluzavog sloja ekstrahira i s 50 % HCI i
heksametafosfatom a ekstrakcija iz pulpe se najées¢e provodi otopinom HCI i
autoklaviranjem pri 120 °C kroz 30 minuta (Garcia i sur., 1991).

Na vrstu pektina utjeCe i vrsta kave pa tako sorte Bourbon, Caturra i Catimor koje se
kultiviraju na nadmorskoj visini iznad 1500 m sadrze niskometoksilirani pektin sa stupnjem
esterifikacije od 23 % (Garcia i sur., 1991). U sluzavom sloju je prisutan visokometoksilirani
pektin sa stupnjem esterifikacije od 62 % koji ne pokazuje svojstvo Zeliranja, tipi¢no za
visokometoskilirane pektine i za razliku od pektina iz pulpe ne sadrzi pigmente i fenolne
spojeve (Avallone i sur., 2000). Takoder, pektin u kavi ima nizak udjel metoksilnih skupina sa
stupnjem esterifikacije izmedu 18,97 i 30,55 %. Niskomolekularnost pektina objasnjava se
enzimskom degradacijom tijekom procesa ekstrakcije pri neutralnom pH (Garcia i sur., 1991).

Zbog izuzetnih emulgirajucih svojstava, sposobnosti zgu$njavanja i zeliranja, pektin je
primjenu pronaSao u kozmeti¢koj, prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. Koristi se
prvenstveno kao stabilizator, inhibitor kristalizacije i kao sredstvo za inkapsulaciju i Zeliranje
(Ovodov, 2009).

2.4. METODE EKSTRAKCIJE

Ekstrakcija je prvi korak u izolaciji razli¢itih komponenti iz biljnih materijala i
industrijskih nusproizvoda. Prema definiciji ekstrakcija predstavlja prijenos jedne ili vise tvari
u tekucu fazu, nakon cega slijedi separacija i izdvajanje tvari iz tekuce faze (Conde 1 sur.,
2010). Ekstrakcija je proces koji ukljuc¢uje desorpciju sastojaka s aktivnog mjesta na matriksu,
njegove difuzije u matriks, otapanja i difuzije sastojka u ekstrakt i izolacije otopljene tvari
(Camel, 2001).

Ucinkovitost ekstrakcije znacajno ovisi vrsti otapala i njegovom udjelu, temperaturi i
vremenu ekstrakcije, veli¢ini Cestica ekstrahiranog materijala te omjeru materijala i otapala.
Izbor otapala ovisi ponajvise o interakciji otapala 1 matriksa pa je tako primjerice istrazivanje
Brava i suradnika (2013) pokazalo da voda ili vodene otopine etanola omogucéuju bolju
ekstrakciju fenolnih spojeva iz uzoraka kave u odnosu na cisti etanol. Nadalje, njihovim
istrazivanjem je utvrdeno da ucinkovitost ekstrakCije raste s poviSenjem temperature jer se
zbog veceg prijenosa mase i topljivosti otopljene tvari u otapalu smanuje povrSinska napetost

a viskoznost dostize svoj maksimum na temperaturi od 140 °C.
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Vazan faktor koji utjeCe na ekstrakciju je 1 veli¢ina Cestica budu¢i da neusitnjen
materijal zahtijeva duze vrijeme ekstrakcije Sto posljedicno dovodi do smanjenja
antioksidacijske aktivnosti (Rajha i sur., 2014).

Ekstrakcijske metode dijele se na konvencionalne i nekonvencionalne (Slika 3) (Azmir
i sur., 2013) a u ovom radu je koriStena ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima, Soxhlet

ekstrakcija i refluksiranje.

+ Soxhlet ekstrakcija
« refluksiranje

* maceracija

* destilacija

« ekstrakcija ultrazvukom

« ekstrakcija visokim tlakom

« ekstrakcija mikrovalovima

« ekstrakcija pulsiraju¢im elektri¢nim poljem
» ekstrakcija superkriti¢nim fluidima

Slika 3. Podjela metoda ekstrakcije (Azmir i sur., 2013).

2.4.1. Ekstrakcija mikrovalovima

Mikrovalovi su elektromagnetski valovi, duljina od 1 mm do 100 cm (Wang i Weller,
2006) a nastaju uslijed protoka elektri¢ne struje kroz vodi¢ (Chemat i sur., 2004). Mikrovalno
zagrijavanje (2,45 GHz) je posljedica rasipanja elektromagnetskih valova u ozraCenom mediju
(Mason i sur., 2011). Za razliku od tradicionalnih metoda, ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima osigurava veci prinos ekstraktanta (analita), znatnu uStedu vremena i energije
te potroS$nju manjih volumena otapala (Ganzler i sur., 1986).

Princip ekstrakcije bazira se na ¢injenici da upotrebljeno otapalo i sama voda prirodno
prisutna u biljnom materijalu preuzimaju energiju mikrovalova. To dovodi do povecanja
temperature uslijed ubrzanog kretanja molekula, dipoli polarnih komponenti zapocnu s

rotacijom uslijed ¢ega dolazi do pucanja slabih vodikovih veza i razaranja stani¢nih stijenki.
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Time je olak$sano prodiranje otapala unutar stanice pri ¢emu dolazi do povecanja povrSine
interakcije izmedu otapala i ekstrahirane komponente (Wang i Weller, 2006).

Kod ekstrakcije mikrovalovima prijenos mase i topline se odvijaju u istom smjeru
odnosno iz unutrasnjosti tretiranog materijala pri ¢emu se toplina rasprSuje kroz cijeli
volumen ozra¢enog medija, postizuéi znatno brze povecanje temperature, ovisno o snazi
mikrovalova i dielektri¢noj konstanti ozra¢enog materijala (Mason i sur., 2011). U odnosu na
ekstrakciju mikrovalovima, kod konvencionalne ekstrakcije prijenos mase se odvija iznutra
prema van, a prijenos topline u obrnutom smjeru Sto zahtijeva duZe vrijeme potrebno za

povecanje temperature.

2.4.2. Soxhlet ekstrakcija

Soxhlet ekstrakcija je metoda ekstrakcije koja se bazira na upotrebi Soxhlet
ekstraktora spojenog s hladilom i tikvicom za destilaciju. U papirnatu ¢ahuru (naprstak)
umetnutu u Soxhlet ekstraktor stavlja se suhi uzorak a potom se ekstraktor puni otapalom koje
pomocu kapilarne cjevcice kapa u destilacijsku tikvicu nakon §to zapo¢ne njeno zagrijavanje
u vodenoj kupelji.

Soxhlet ekstrakcija je pokazala niz prednosti kao $to je kontinuirano dovodenje
materijala u kontakt s otapalom, smanjena potreba za filtracijom, moguénost provodenja
nekoliko simultanih ekstrakcija, niska cijena aparature i koriStenje veéih odvaga uzoraka za
ekstrakciju. Medutim, kao najve¢i nedostatak ove metode istice se dugo vrijeme ekstrakcije u
tocki vrenja otapala $to moze uzrokovati termicku razgradnju ciljanog analita (Luque de

Castro i Priego-Capote, 2010).

2.4.3. Refluksiranje

Refluksiranje je konvencionalna metoda ekstrakcije koja se uobicajeno provodi kod
ekstrakcije ¢vrstog materijala otapalom pri ¢emu tvari prelaze iz ¢vrste u tekucu fazu. Princip
metode temelji se na zagrijavanju uzorka s otapalom u aparaturi s povratnim hladilom pri
c¢emu se otapalo prevodi u paru a para kondenzira u tekuéinu koja se vrac¢a u reakcijsku
smjesu (Rapi¢, 1994).

Unato¢ visokoj efikasnosti osnovni nedostaci ove metode su dugo vrijeme ekstrakcije,
upotreba velikih koli¢ina otapala, primjena postupka filtracije radi odvajanja ekstrahiranog

materijala od otopine te moguénost ekstrakcije interferenata.
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2.5. ANALITICKE METODE

Postoji vise skupina analitickih metoda koje se koriste za analizu uzoraka, a opcenita
podjela je na separacije i neseparacijske (Nuhu, 2014).

Separacijske metode se temelje na prolasku ekstrakta kroz separacijski sustav nakon
Cega slijedi detekcija izdvojenog sadrzaja odgovaraju¢im detektorom. Ovoj skupini
analitickih metoda pripadaju kromatografske metode (tekucinska kromatografija visoke
djelotvornosti, plinska kromatografija i tankoslojna kromatografija) te kapilarna elektroforeza.
Detekcija analita moze biti UV/Vis detektorom, detektorom s refrakcijskim indeksom,
detektorom s diodnim nizom i kemiluminiscentnim detektorom a najées¢e se primjenjuju u
odredivanju bioloski aktivnih spojeva.

Neseparacijske metode ne zahtijevaju provodenje postupka separacije. U
karakterizaciji analita promatra se ponaSanje molekula, nacin fragmentacije, magnetska
rezonancija, elektri¢na svojstva i UV/Vis i IR apsorbancija. Ove metode su se pokazale kao
jako osjetljive i selektivne te je njima moguce odredivanje spojeva velikom brzinom. Prema
Nuhu (2014) uza podjela ovih metoda je najces¢e na spektrofotometrijske, elektrokemijske i
spektralne.

U ovom radu je koriStena separacijska (plinska kromatografija) metoda za odredivanje
masnih kiselina i neseparacijska (UV/Vis spektrofotometrija) za odredivanje ukupnih fenola,

flavonoida, ukupnih Secera 1 galakturonske kiseline.

2.5.1. UV/Vis spektrofotometrija

Obzirom da veéina bioloski aktivnih makromolekula apsorbira svjetlost u
ultraljubi¢astom (UV) i vidljivom (Vis) dijelu spektra, spektrofotometrija kao metoda koristi
se u odredivanju njihove koncentracije ali i pri detekciji promjena u konformaciji, vezanju
liganada i pracenju odvijanja enzimskih reakcija.

Spektroskopske tehnike temelje se na mjerenju interakcija molekula s
elektromagnetskim zraCenjem pri ¢emu molekula apsorbira ili emitira odredenu koli¢inu
zradenja. Energija zracenja u UV i vidljivom dijelu spektra iznosi oko 150 - 400 kJ mol? i
sluzi za pobudivanje elektrona iz osnovnog u vise energijsko stanje.

Uredaj koji se koriste u ovim odredivanjima naziva se spektrofotometar. Najcesce
sadrzi dva izvora svjetlosti: deuterijevu lampu koja emitira svjetlost u UV podrucju i zarulju s
wolframovom niti za vidljivi dio spektra. Nakon prolaska svjetla kroz monokromator (ili

opticke filtre), ono se fokusira na kivetu pri ¢emu se koli¢ina svjetlosti koja prode kroz uzorak
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detektira fotomultiplikatorom ili fotodiodama. Dakle, uredaj mjeri i usporeduje intenzitet
upadnog svjetla s intenzitetom svjetla koje je proslo kroz uzorak. Zakon koji povezuje
intenzitet svjetla koju propusta otopina neke tvari i koncentracija otopine poznat je kao
Lambert-Beerov zakon. Povezanost intenziteta svjetla prije (lo) i nakon prolaska kroz uzorak
() s apsorbancijom prikazuje jednadzba 1 a linearnu ovisnost apsorbancije o koncentraciji
prema Lamber-Beerovom zakonu jednadzba 2 (Schmid, 2001):

A = -logio (I/10) [1]

A=¢cl [2]

gdje je ¢ mnozinska koncentracija (mol dm™), | debljina sloja otopine (cm), a & molarni

apsorpcijski koeficijent (dm®mol*cm™).

2.5.2. Plinska kromatografija

Plinska kromatografija (engl. gas chromatography, GC) je prvi put primijenjena za
analizu masnih kiselina 1951. godine i do danas objavljeno je na tisu¢e radova o uspjesnoj

GC sustav sastoji se od sljedecih dijelova: sustava plina nositelja (ukljuc¢ujuc¢i njegov
spremnik 1 regulator tlaka), sustav za unoSenje uzorka s razdjelnikom, kolone za razdvajanje i
detektora (Zuo i sur., 2013).

Princip metode se temelji na unoSenju rasplinutog uzorka u kolonu pri ¢emu se
komponente uzorka gibaju noSene plinom nosiocem, uobic¢ajeno helijem ili duSikom.
Razli¢ito se raspodjeljuju izmedu pokretne i nepokretne faze sto se detektira nakon izlaska iz
kolone. Najcesce se koriste detektor toplinske vodljivosti i plameno-ionizacijski detektor.
Detektor toplinske vodljivosti se sastoji od izvora topline (wolfram - renijeva Zica) Cija
temperatura ovisi o toplinskoj vodljivosti plina nosioca (prolaskom helija Zica se naglo
ohladi) i promjenama toplinske vodljivosti do kojih dolazi tokom eluacije analita u plinu
nosiocu. Posljedi¢no, dolazi do promjene otpora koji je proporcionalan koncentraciji analita u
pokretnoj fazi. Ce$¢éu primjenu u prehrambenoj industriji nalazi plameno-ionizacijski s
detektora toplinske vodljivosti. Komponente nosene plinom nosiocom se nakon izlaska iz
kolone mijesaju s vodikom i izgaraju u struji zraka. Jedan dio molekula se pri tome ionizira i

daje struju na detektoru koja je proporcionalna koncentraciji analita.

15



Vrijeme proteklo od trenutka unosenja uzorka u kolonu do pojave eluiranih sastojaka u
detektoru naziva se vrijeme zadrzavanja ili retencijsko vrijeme. Ono ovisi o hlapljivosti tvari,
temperaturi te duljini i promjeru kolone (Al-Bukhaiti i sur., 2017).

U odnosu na ostale metode detekcije analita, plinska kromatografija je pokazala niz
prednosti pa danas nalazi Siroku primjenu u prehrambenoj i farmaceutsko-kozmeti¢koj
industriji. Neke od njih su: izvrsna rezolucija, visoka preciznost i to¢nost u kvantifikaciji,

minimalna termicka i kataliticka degradacija osjetljivih komponenti.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJAL

Espresso kava ,,Karoma“ (mjesavina Arabice i Robuste) i njen nusproizvod, srebrna
pokozica nastao tijekom przenja sirove kave (Slika 4) dobavljeni su FEIO srl, (Angri, Salerno,

Italija).

Slika 4. Espresso kava ,,Karoma‘* (a), srebrna pokozica (b) i samljevena srebrna pokozica

(©).!

3.2. KEMIKALIJE

e Aceton (Gram - mol, Zagreb, Hrvatska)

Aluminijev klorid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Etanol (Gram - mol, Zagreb, Hrvatska)

e Fenol (Acros organics, Geel, Belgija)

e Folin-Ciocalteu reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Glukoza monohidrat (Sigma - Aldrich, St. Louis, SAD)
e Galakturonska kiselina (Sigma - Aldrich, St. Louis, SAD)
e Galna kiselina (Sigma - Aldrich, Hong Kong, Kina)

e lzooktan (J.T. Backer, Devanter, Nizozemska)

e Kalijev hidroksid (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

e Karbazol (Sigma - Aldrich, St. Louis, SAD)

e Klorovodi¢na kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Jabuc¢ni pektin (Sigma - Aldrich, Hong Kong, Kina)

!Sve slike izvorno nastale u Laboratoriju za analitiCku kemiju.
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¢ Nitratna kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Natrijev hidroksid (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

e Natrijev hidrogensulfat monohidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e Natrijev karbonat (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

e Natrijev nitrit (Alfa Aesar, Karlsruhe, Njemacka)

e Oksalna kiselina (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

e Octena kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Petroleter (Carlo Erba Reagents S.A.S., Rouen, Francuska)

e Rutin (Alfa Aesar Karlsruhe, Njemacka)

e Sumporna kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

3.3. APARATURA | PRIBOR

3.3.1. Aparatura

e Analiti¢ka vaga (JOBST, Samobor, Hrvatska)

e Kolorimetar (CM - 3500d, Konica Minotta Sensing Inc., Osaka, Japan)

e Magnetska mijeSalica (IKA, RH Basic 2, Boutersem, Belgija)

e Mikrovalni reaktor (MILESTON, START S Microwave Labstation for Synthesis,
Bergamo, Italija)

e Plinski kromatograf (2010 Plus, Shimadzu, Kyoto, Japan)

e SuSionik (Instrumentaria, Zagreb, Hrvatska)

e Tehnicka vaga (Mikrotehna, Zagreb, Hrvatska)

e UV/Vis spektofotometar (Lambada 1, Perkin Elmer, Massachusetts, SAD)

e Vodena kupelj za Soxhlet ekstrakciju (Inka, Zagreb, Hrvatska)

e Vorteks (Metron, Zagreb, Hrvatska)

3.3.2. Pribor

Epruvete

e Erlenmeyerove tikvice, 500 i 1000 mL
e Falcon epruvete, 50 mL

e Kapaljka

e Menzura
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Mikropipeta

Odmjerne tikvice, 10, 25, 50, 100, 200, 500 i 1000 mL
Pipete, 1, 2, 5, 10 mL

Staklene ¢ase, 50, 100, 250 i 500 mL

Stakleni Stapic¢

Stakleni lijevak

Tikvica s okruglim dnom

Tikvica s ravnim dnom

3.4. OTOPINE I NJIHOVA PRIPREMA

3.4.1. Otopine za odredivanje fenola i flavonoida u uzorcima kave i srebrne pokozice

Za odredivanje fenola pripremljene su sljedece otopine:

Otopina Folin-Ciocalteu (FC) reagensa (¢ = 0,2 mol L1).

Otpipetirano je 2,5 mL FC mnozinske koncentracije 0,2 mol L™ u odmjernoj tikvici od
25 mL, a potom je tikvica nadopunjena deioniziranom vodom do oznake.

Otopina natrijeva karbonata (w = 20 %, w/v)

200 g Na2COs otopi se u 800 mL vruée, kljucale deionizirane vode i nakon hladenja
doda se nekoliko kristalica Na2COs. Sadrzaj se profiltrira nakon 24 h.

Otopina galne kiselina (y=5¢ L™?)

Odvagano je 0,5 g galne kiseline, te otopljeno u 10 mL 96 %-tnog etanola. Otopljeni
sadrzaj je kvantitativno prenesen u odmjernu tikvicu od 100 mL, koja je potom
nadopunjena deioniziranom vodom do oznake.

Za odredivanje flavonoida pripremljene su sljedece otopine:

Otopina natrijevog hidroksida (c = 1 mol L)

Izvagano je 4 g NaOH i otopljeno u deioniziranoj vodi u odmjernoj tikvici od 100 mL
te je tikvica do oznake nadopunjena destiliranom vodom.

Otopina natrijevog nitrita (w =5 %,w/v)

Odvagano je 5 g NaNO: te otopljeno deioniziranoj vodi u odmjernoj tikvici od 100
mL.

Otopina aluminijevog klorida (w = 10 %, w/v)
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Odvagano je 10 g AICIs te otopljeno u deioniziranoj vodi u odmjernoj tikvii od 100
mL.

Otopina rutina (y=1g L™

Odvagan je 0,1 g rutina te otopljen u 10 mL metanola. Otopljeni sadrzaj je
kvantitativno prenesen u odmjernu tikvicu od 100 mL, koja je potom nadopunjena

deioniziranom vodom do oznake.

3.4.2. Otopine za odredivanje masnih kiselina u uzorcima kave i srebrne pokozice

U postupku odredivanje metil estera masnih kiselina pripremljene su sljedeée otopine:
Otopina kalijeva hidroksida (c = 2 mol L?)

Odvagano je 13,1 g kalijevog hidroksida te otopljeno uz grijanje u 100 mL metanola.

3.4.3. Otopine za odredivanje galakturonske kiseline, Secera i fenola u uzorcima pektina

Za odredivanje ukupne galakturonske kiseline u izolatima pektina pripremljene su

sljedece otopine:

Otopina karbazola (w = 0,1 %, w/v)

Odvagano je 100 mg karbazola te otopljeno s 96 %-tnim etanolom u odmjernoj tikvici
od 100 mL.

Otopina natrijeva hidroksida (c = 0,05 mol L%).

Odvagano je 0,4 g NaOH te otopljeno u deioniziranoj vodi, te nadopunjeno do oznake
u odmjernoj tikvici od 200 mL.

Otopina galakturonske kiseline (y=120,5 mg L™)

Odvagano je 120,5 mg galakturonske kiseline te otopljeno u 10 mL priredenog NaOH.
Otopljeni sadrzaj je kvantitativno prenesen u odmjernu tikvicu od 1 L, koja je potom

nadopunjena deioniziranom vodom do oznake.

Za odredivanje ukupnih Secera u izolatima pektina pripremljene su sljedece otopine:

Otopina fenola (w = 5 %, w/v)

Odvagano je 5 g fenola te otopljeno u deioniziranoj vodi u odmjernoj tikvici od 100
mL koja je potom nadopunjena do oznake.

Otopina glukoza (= 2000 mg L)

Odvagano je 100 mg glukoze te otopljeno u deioniziranoj vodi u odmjernoj tikvici od
50 mL koja je potom nadopunjena do oznake.
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Za odredivanje ukupnih fenola u izolatima pektina pripremljene su otopine Cija je priprema

identi¢na onoj opisanoj u potpoglavlju 3.4.1.

3.5. METODE

3.5.1. Ekstrakcija polifenola iz uzoraka kave i srebrne pokozice mikrovalovima

Tocno 1,5 g kave i prethodno usitnjenog uzorka srebrne pokozice ekstrahirano je s 50
mL vodenih otopina etanola (50 i 70 %), pripremljenih razrijedivanjem 96 %-tnog etanola s
deioniziranom vodom u odmjernim tikvicama od 500 mL, pri vremenu od 5 i 15 min i
temperaturi od 50 i 70 °C (Tablica 1).

Tablica 1. Uzorci kave i srebrne pokozice s parametrima upotrebljenim tijekom ekstrakcije

pomoc¢u mikrovalova.

Oznaka uzorka = Vrstauzorka ¢ (etanol)/% T/°C t/min

1MS 5
= 50

2MS 15
. 50

3MS 5
. 70

4 MS SREBRNA 15

5MS POKOZICA 5
= 50

6 MS 15
. 70

7 MS 5
. 70

8 MS 15

9 MS 5
= 50

10 MS 15
. 50

11 MS 5
5 70

12 MS 15
- KAVA

13 MS 5
= 50

14 MS 15
. 70

15 MS 5
5 70

16 MS 15
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Nakon ekstrakcije provedene u mikrovalnom reaktoru snage 2400 W, frekvencije 60
Hz i napona od 220 V uzorci su profiltrirani preko grubog filter papira a potom jo$ jednom
preko finog filter papira u Falcon kivete. Takvi ekstrakti cuvani su u hladnjaku na +4 °C do
trenutka analize. U dobivenim ekstraktima odreden je sadrzaj fenola i flavonoida UV/Vis

spektrofotometrijom.

3.5.2. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola u uzorcima kave i srebrne pokozice

Princip spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola temelji se na reakciji Folin-
Ciocalteau reagensa, smjese fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline, koje se pri
oksidaciji fenola reduciraju u plavo obojen volframov oksid i molibdenov oksid (reakcija 3 i
4). Intenzitet nastalog obojenja proporcionalan je koncentraciji fenolnih spojeva. Tvorba
plavo obojenog kompleksa bit ¢e intenzivnija §to je prisutan veci broj hidroksilnih skupina ili

oksidirajuc¢ih grupa u fenolnim spojevima (Singleton 1 sur., 1999).

NazWO4/NazMoOs + fenol = (fenol-MoW11040)™ [3]
Mo (VI) (zuto obojen) + e > Mo (V) (plavo obojen) [4]

3.5.2.1. Postupak odredivanja ukupnih fenola

Prije postupka odredivanja sadrzaja ukupnih fenola u uzorcima kave i srebrne
pokozice izraden je bazdarni dijagram. Priredene su pojedinane otopine galne kiseline,
masenih koncentracija 10, 30, 50, 100, 130, 180 mg L pipetiranjem 0,1; 0,3; 0,5; 1,0; 1,3 i
1,8 mL alikvota ishodne otopine galne kiseline (priprema opisana u poglavlju 3.4.1) u
odmjerne tikvice od 50 mL.

Nakon nadopunjavanja tikvica deioniziranom vodom otpipetiran je 1 mL pojedinacne
otopine standarda u odmjerne tikvice od 25 mL. Zatim je dodano 10 mL deionizirane vode i
1,25 mL FC reagensa (¢ = 0,2 mol L). Nakon 5 minuta stajanja na sobnoj temperaturi doda
se 3,75 mL NaxCOs (20 %, w/v) a potom se tikvica nadopuni deioniziranom vodom do
oznake. Slijepa proba je pripremljena na identi¢an nac¢in kao i uzorci standarda, no umjesto 1
mL standarda otpipetiran je 1 mL deionizirane vode. Priredene tikvice Cuvaju se 2 h na
tamnom mjestu nakon ¢ega im se izmjeri apsorbancija na valnoj duljini od 760 nm (Slika 5).
Iz izmjerenih apsorbancija (A) i pripadajuc¢ih masenih koncentracija (y) izradi se bazdarni

dijagram.
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Slika 5. Standardne otopine galne kiseline koriStene za izradu bazdarnog dijagrama.

Postupak odredivanja ukupnih fenola u uzorcima kave i srebrne pokozice je identi¢an
prethodno opisanom postupku, no umjesto 1 mL pojedina¢nih otopina galne kiseline, u
odmjerne tikvice od 25 mL otpipetirano je 500 uL ekstrakta srebrne pokozice, odnosno 400
puL razrijedenog ekstrakta kave (2 mL ekstrahirane kave je prethodno razrjedeno s
deioniziranom vodom u odmjernoj tikvici od 25 mL). Kod pripreme slijepe probe umjesto
500 pL ekstrakta nusproizvoda kave, odnosno 400 pL razrijedenog ekstrakta kave
upotrebljeno je 500 uL, odnosno 400 pL deionizirane vode.

3.5.3. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih flavonoida u uzorcima kave i srebrne

pokozice

Ukupni flavonoidi su odredeni spektrofotometrijskom metodom koja se temelji na
stavaranju aluminij-flavonoidnih kompleksa s C-4 i C-3 ili C-5 hidroksidnim skupinama
flavona i flavanola. Vezanje aluminija na flavonoide ligande dovodi do ruzi¢asto obojenih

kompleksa €ija se apsorbancija mjeri na valnoj duljini od 510 nm (Pekal i Pyrzynska, 2014).

3.5.3.1. Postupak odredivanja ukupnih flavonoida

Prije postupka odredivanja sadrzaja ukupnih flavonoida izraden je bazdarni dijagram.
Priredene su pojedinacne otopine rutina masenih koncentracija 10, 30, 50, 100, 130 i 180 mg
L pipetiranjem 0,1; 0,3; 0,5; 1,0; 1,3; i 1,8 mL alikvota ishodne otopine rutina (priprema
opisana u poglavlju 3.4.1) u odmjernim tikvicama od 50 mL. Iz svake tikvice otpipetira se 1
mL pojedinacne otopine standarda u tikvice od 10 mL a potom se doda 2 mL deionizirane
vode i 0,3 mL 5 %-tne otopine NaNO>. Nakon 5 minuta doda se 0,5 mL 10 %-tne otopine
AICl; a nakon 6 minuta i 2 mL NaOH (c = 0,05 mol L) te se tikvice nadopune
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deioniziranom vodom do oznake. Postupak pripreme slijepe probe je isti kao i onaj kod
pripreme standarda, no umjesto 1 mL standarda koriSten je 1 mL deionizirane vode.

Ovako priredenim otopinama (Slika 6) izmjeri se apsorbancija na valnoj duljini od 510
nm. Iz izmjerenih apsorbancija (A) i pripadajuc¢ih masenih koncentracija (y) izradi se bazdarni
dijagram, a iz dobivene jednadZbe pravca izracuna se masena koncentracija flavonoida u

ekstraktima.

Slika 6. Standardne otopine rutina koristene za izradu bazdarnog dijagrama.

Postupak odredivanja ukupnih flavonoida u uzorcima kave i srebrne pokozice je
identi¢an prethodno opisanom postupku, no umjesto 1 mL pojedina¢nih otopina rutina, u
odmjerne tikvice od 10 mL otpipetira se 500 uL ekstrakta srebrne pokozice, odnosno 400 pL
razrijedenog ekstrakta kave (2 mL ekstrahirane kave je razrjedeno s deioniziranom vodom u
odmjernoj tikvici od 25 mL).

Za pripremu slijepe probe je umjesto 500 uL ekstrakta nusproizvoda kave, odnosno

razrijedenog ekstrakta kave upotrijebljeno 500 uL, odnosno 400 pL deionizirane vode.

3.5.4. Ekstrakcija masti iz uzoraka kave i srebrne pokozice

Izvagano je 3 g prethodno osusenih uzoraka kave i srebrne pokozice u celulozne
Cahure koje se potom stave u Soxhlet ekstraktor. Tikvice s okruglim dnom se prije ekstrakcije
suse na 105 °C, hlade u eksikatoru, vazu te se stave u Soxhlet ekstraktor. Nakon dodatka
petroletera zapo¢ne njihovo zagrijavanje na vodenoj kupelji, uz vrijeme trajanja ekstrakcije od
6 h na temperaturi klju¢anja otapala. ZavrSetkom ekstrakcije, tikvice s ekstraktom se suse,

hlade i vazu a udio masti se izracuna prema formuli 5:

. _ my-mq
w (masti) = o — [5]
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gdje je m1 - masa prazne tikvice (g), mz2 - mase tikvice i ekstrahirane masti (g) i m - masa

uzorka (g).

3.5.5. Odredivanje metil estera masnih kiselina u ekstraktima kave i srebrne pokozZice

Mast dobivena Soxhlet ekstrakcijom je upotrebljena za odredivanje sastava masnih
kiselina prema metodi Petrovi¢ i suradnika (2010). Ukratko, esterski vezane masne kiseline u
trigliceridima su transesterifikacijom prevedene u metilne estere pogodne za analizu plinskom
kromatografijom. lzvagano je 60 mg ekstrahirane masti u staklenu epruvetu, koja je potom
otopljena dodatkom 4 mL izooktana. Nakon dodatka 200 uL metanolne otopine kalijevog
hidroksida (2 mol L) epruveta je snazno protresena a zatim je otopina neutralizirana
dodatkom 1 g natrij hidrogensulfata monohidrata. To¢no 500 uL ovako pripremljene otopine
je preneseno u vialu za injektiranje uz dodatak 1 mL izooktana.

Dobiveni uzorci su analizirani plinskim kromatografom s plameno ionizacijskim
detektorom. Metilni esteri se razdvajaju na kapilarnoj koloni DB-23 dimenzija 60 m x 0,25
mm x 0,25 pm ¢ija temperatura poraste s pocetnih 60 na kona¢nih 220 °C. Protok helija je bio
1,5 mL min’. Injektor i plameno-ionizacijski detektor se odrzavaju na temperaturama od 250
1280 °C, a volumen injektiranog uzorka iznosio je 1 pL sa split omjerom 1:30.

Nakon zavrsetka GC analize identifikacija i kvantifikacija metilnih estera masnih
kiselina je provedena usporedbom retencijskih vremena i povrSina ispod krivulje
kromatograma uzoraka s kromatogramom standardne smjese 37 metilnih estera masnih

kiselina analizirane pri istim uvjetima. Analiza svakog uzorka je provedena dva puta.

3.5.6. Ekstrakcija pektina iz uzoraka srebrne pokozice

Ekstrakcija pektina (Slika 7) iz uzoraka srebrne pokozice provodena je metodom
refluksiranja na temperaturi od 80 °C u vremenu od 2 h. U tu svrhu izvagano je 10 g uzorka u
tikvicu s okruglim dnom (500 mL), uz dodatak 200 mL odgovarajuce kiseline (sumporna,

nitratna, klorovodi¢na, oksalna i octena) mnozinskih koncentracija 0,1 mol L.
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| Ekstrakcija pektina iz srebrne pokozice kave refluksiranjem (80 °C, 2 h) |

nitratna sumporna klorovodi¢na oksalna octena
kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina

| Filtracija pomocu filter papira |

FILTRAT 2

,J | | L

| Stajanje filtrata u hladnjaku 24 h i ponovna filtracija pomocu filter papira |

FILTRAT 3

=
N’

I Koagulacija filtrata s 96 % etanolom |

I |
I Filtracija koaguliranih ekstrakata
Il

| Ispiranje koaguliranog pektina s etanolom (70 i 96 %) i acetonom (99,5 %) |
|

Susenje i usitnjavanje pektina u porculanskoj zdjelici

Vaganje i racunanje prinosa

Slika 7. Shematski prikaz ekstrakcije pektina iz srebrne potkozice.

Po zavrSetku ekstrakcije, uzorci su ohladeni i ru¢no stije$njeni koriStenjem sterilne
gaze, a potom su filtrirani u Erlenmeyerove tikvice od 500 mL. Radi dodatnog talozenja
sastojaka (interferenata) koji bi mogli utjecati na ¢istocu pektinskog ekstrakta, filtrirani uzorci
su ostavljeni 24 h u hladnjak na +4 °C. Potom su jo$ jedanput profiltrirani u Erlenmeyerove
tikvice od 1 L, a zatim su talozeni dodatkom 800 mL 96 % etanola, tijekom 2 h mijesanja na

magnetskoj mjesalici. Koagulati pektina u mati¢noj otopini su potom ¢uvani u hladnjaku na
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+4 °C, a nakon filtracije pektin zaostao na filter papiru je ispran s 70 i 96 % etanolom i
acetonom. Potom je sljedilo susenje pektina na sobnoj temperaturi, usitnjavanje u tarioniku, a

zatim i ra¢unanje prinosa ekstrakcije prema formuli 6:

m (pektin)

n (%)= -100 [6]

m (uzorak)

3.5.6.1. Odredivanje boje pektina

Odredivanje boje pektina provedeno je kolorimetrom po CIE L, a, b sistemu.
Hunterove L, a, b vrijednosti podudaraju se sa sljede¢im rasponima boja:
e a* vrijednost: zeleno (-a*) ili crveno (+a*)
e b* vrijednost: plavo (-b*) ili zuto (+b*)

e L*vrijednost: svijetlo - bijelo (L =100) ili tamno - crno (L*=0)

Dobivene vrijednosti uzoraka pektina usporedene su s vrijednostima dobivenim za
jabuéni pektin kao referentni uzorak. Ukupna promjena boje (AE) izratuna se na temelju

izmjerenih vrijednosti boje uzorka (L*a*b) prema formuli 7:

AE = VAL? + Aa? + Ab? [7]
gdje je:
AL = Luyzorak - Lstandard
-AL - uzorak je tamniji od standarda
+AL - uzorak je svjetliji od standarda
Aa =auzorak - Astandard
-Aa - uzorak je zeleniji od standarda
+Aa - uzorak je crveniji od standarda
Ab = byzorak - Dstandard
-Ab - uzorak je plaviji od standarda

+Ab - uzorak je zu¢i od standarda
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3.5.6.2. Odredivanje ukupne galakturonske kiseline u uzorcima pektina

Postupak odredivanja udjela galakturonske kiseline sastoji se od pripreme standardne
otopine galakturonske kiseline, izrade bazdarnog dijagrama, pripreme uzorka i odredivanja
sadrzaja galakturonske kiseline u uzorcima pektina.

e Priprema standardne otopine galakturonske kiseline i izrada bazdarnog dijagrama:

Nakon $to se izvaze 120,5 g galakturonske kiseline i kvantitativno prenese u tikvicu od
1 L, doda se 10 mL otopine natrijeva hidroksida (c = 0,05 mo L™), a potom se tikvica
nadopuni deioniziranom vodom do oznake i ostavi stajati preko noci. Iz pripremljene otopine
galakturonske kiseline prirede se pojedinacne otopine masenih koncentracija 12,5; 24,1; 48,2;
72,31 96,4 mg L™u odmjernim tikvicama od 100 mL.

Tocno 2 mL pojedine razrjedene otopine standarda otpipetira se u staklenu epruvetu,
doda se 1 mL 0,1% otopine karbazola i 12 mL koncentrirane sumporne kiseline uz konstantno
snazno mijeSanje. Otopina se zatim ostavi 15 min na sobnoj temperaturi do razvitka
ruzicastog obojenja, a potom se ovako priredenim otopinama izmjeri apsorbancija navalnoj
duljini od 525 nm. Slijepa proba se pripremi tako da se umjesto 2 mL standarda i 1 mL
karbazola doda 2 mL deionizirane vode odnosno 1 mL 96 % etanola. Iz izmjerenih
apsorbancija 1 vrijednosti masenih koncentracija konstruira se bazdarni dijagram.

e Postupak odredivanja galakturonske kiseline u uzorcima pektina

Nakon $to se izvaze 100 mg uzorka pektina i otopi u 100 mL otopine natrijeva
hidroksida (¢ = 0,05 mol L) otopina se ostavi 30 min na sobnoj temperaturi kako bi doslo do
deesterifikacije pektina. Zatim se 10 mL alikvota deesterificirane otopine razrijedi s
deioniziranom vodom u odmjernoj tikvici od 100 mL. Daljnji postupak je identican onom
opisanom kod pripreme standarda za spektrofotometrijsko mjerenje.

e Odredivanje nepoznate masene koncentracije galakturonske Kkiseline u uzorcima
pektina:

Nepoznate masene koncentracije galakturonske kiseline odreduju se iz jednadzbe
pravca dobivene iz bazdarnog dijagrama, a potom se konacne vrijednosti galakturonske
kiseline izraze kao g na 100 g uzorka, uzimaju¢i u obzir odvagu pektina, volumen otopine i

razrjedenje.
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3.5.6.3. Odredivanje ukupnih sec¢era u uzorcima pektina

Postupak odredivanja Secera sastoji se od izrade bazdarnog dijagrama, pripreme
uzorka za UV/Vis spektrofotometrijsko mjerenje i odredivanja Secera u uzorcima pektina
pomocu regresijskog pravca.

e Priprema standardne otopine glukoze i izrada bazdarnog dijagrama:

Izvaze se 100 mg glukoze, kvantatitivno prenese u odmjernu tikvicu od 50 mL 1
nadopuni deioniziranom vodom do oznake. Iz ishodne otopine glukoze pripreme se
pojedinaéne standardne otopine masenih koncentracija 5, 10, 20, 40, 60 i 80 mg L u
odmjernim tikvicama od 100 mL, koje se potom nadopune deioniziranom vodom do oznake.
Iz svake tikvice otpipetira se 1 mL otopine standarda u staklene epruvete, doda se 1 mL 5 %-
tne otopine fenola i 5 mL koncentrirane sumporne kiseline. Nakon mije$anja, zagrijavanja (5
minuta u vodenoj kupelji uz kljucanje) i hladenja u posudi s ledom, otopine se ostavljaju 30
minuta na tamnom mjestu kako bi doslo do stvaranja zuto-zlatno obojenog kompleksa. Potom
se ovako priredenim otopinama izmjeri apsorbancija na 492 nm. Slijepa proba se pripremi
tako da se umjesto 2 mL standarda upotrijebi deionizirana voda.

Iz izmjerenih apsorbancija i vrijednosti masenih koncentracija konstruira se bazdarni
dijagram.

e Postupak odredivanja Secera u uzorcima pektina:

IzvaZze se 100 mg uzorka i kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 50 mL, koja se
potom nadopuni deioniziranom vodom do oznake. Zatim se otpipetira 2 mL alikvota
uzorka, te razrijedi deioniziranom vodom u odmjernoj tikvici od 25 mL. Daljnji postupak
je identi¢an onom opisanom za mjerenje apsorbancije standarda.

e Odredivanje nepoznate masene koncentracije Seera U uzorcima pektina:

Odreduju se iz dobivenog bazdarnog dijagrama pomocu jednadzbe pravca. Konacne
vrijednosti Secera izrazene su U g na 100 g uzorka, uzimajuci u obzir odvagu pektina, volumen

otopine i razrjedenje.

3.5.6.4. Odredivanje ukupnih fenola u uzorcima pektina

Bazdarni dijagram izraden tijekom odredivanja ukupnih fenola u ekstraktima kave i
otpada koristen je i kod odredivanja ukupnih fenola u uzorcima pektina.

e Postupak odredivanja ukupnih fenola:
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Izvaze se 100 mg uzorka i kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 50 mL, koja se
potom nadopuni deioniziranom vodom do oznake. Daljnji postupak je identican onom
opisanom za mjerenje apsorbancije standarda (vidi poglavlje 3.5.2.1).

e Odredivanje nepoznate masene koncentracije Se¢era U uzorcima pektina:

Odreduju se iz dobivenog bazdarnog dijagrama pomocu jednadzbe pravca. Konacne
vrijednosti fenola izrazene su kao g na 100 g uzorka, uzimajuci u obzir odvagu pektina,

volumen otopine i razrjedenje.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U posljednje je vrijeme sve veci interes znanstvene zajednice usmjeren na ispitivanje
utjecaja kave na ljudsko zdravlje. Naime, svi se slazu da je kava izvor visokovrijednih
bioloski aktivnih spojeva koji imaju antioksidacijski u¢inak. Velika popularnost ovog napitka
rezultirala je pove¢anom proizvodnjom, a vezano time i velikim koli¢inama nusproizvoda koji
pritom nastaju. Ukoliko govorimo o brojkama, koli¢ina od 1 t zelene kave rezultira
generiranjem 650 kg otpada (Mussatto i sur., 2011a). To je potaknulo znanstvenike na
istrazivanje sastava nusproizvoda i pronalazenja alternativnog nacina kojim ¢e se postici
njihovo recikliranje, bez odlaganja u okolis.

Stoga su u ovom radu odredeni ukupni fenoli i flavonoidi u srebrnoj pokozici,
nusproizvodu nastalom njezinom proizvodnjom, odnosnom postupkom przenja sirove kave.
Obzirom da je ekstrakcija uzoraka mikrovalovima provedena pri razli¢itim temperaturama,
vremenima 1 volumnim udjelima otapala pracen je utjecaj ovih parametara na koli¢inu
ekstrahiranih fenola i flavonoida. Takoder, u uzorcima srebrne pokozice su identificirane i
odredene masne kiseline, metodom plinske kromatografije. Osim u srebrnoj pokozici, i u
samoj espresso kavi odreden je sadrzaj fenola, flavonoida i masnih kiselina.

Takoder, u ovom radu je provedena ekstrakcija pektina iz srebrne pokozice primjenom
kiselina razli¢ite jakosti, a dobiveni ekstrakti su karakterizirani odredivanjem boje, udjela

galakturonske kiseline, ukupnih Secera i ukupnih fenola.

4.1. ODREPIVANJE UKUPNIH FENOLA U UZORCIMA KAVE | SREBRNE
POKOZICE

Kako bi se odredio sadrzaj ukupnih fenola (UF) u uzorcima espresso kave i srebrne
pokozice, nakon ekstrakcije potpomognute mikrovalovima izraden je bazdarni dijagram
(ovisnost apsorbancije o masenoj koncentraciji) (Tablica 2 1 Slika 8). Iz pripadajuce
jednadzbe pravca izracunate su masene koncentracije, a potom i maseni udjeli ukupnih fenola

u uzorcima (Tablica 3).

31



Tablica 2. Masene koncentracije otopina galne kiseline i pripadaju¢e apsorbancije izmjerene

UV/Vis spektrofotometrom na 4 = 765 nm.

STANDARDNA OTOPINA y (galna kiselina)/(mg L) A+SD
0 0 0,000 = 0,000
1 0,4 0,029 + 0,053
2 1,2 0,110 = 0,011
3 2,0 0,193 £ 0,048
4 4,0 0,344 + 0,036
5 52 0,439 + 0,032
6 7.2 0,616 % 0,067

N =2, SD = standardna devijacija

0,7

y = 0,0849x + 0,0048
R?=10,9983

0,6

0 1 2 3 4 5 6 . .
y (galna kiselina)/(mg L1)

Slika 8. Bazdarni dijagram galne kiseline.

Dobivene vrijednosti ukupnih fenola u srebrnoj pokozici (Tablica 3) nalaze se u
rasponu od 7,23 i 9,32 mg gX. Najmanja koli¢ina fenola (7,23 mg g*) dobivena je upotrebom
50 %-tnog etanola pri temperaturi od 50 °C tijekom 5 minuta ekstrakcije. Primjenom 70 %-

tnog etanola pri temperaturi od 70 °C i vremenu od 15 minuta ekstrahira se najveca koli¢ina
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fenola (9,32 mg g*). Na temelju dobivenih rezultata (Slika 9) moze se utvrditi da je 70 %

etanol uc¢inkovitije otapalo od 50 % etanola bez obzira na primjenjeno vrijeme i temperaturu.

Tablica 3. Maseni udjeli ukupnih fenola (UF) u uzorcima srebrne pokozice odredeni UV/Vis

spektrofotometrijom nakon ekstrakcije potpomognute mikrovalovima.

Cu):g‘flf; ¢ (etanol)/% | T/°C | tmin As+SD | w(UF)(mgg?) +SD
1MS 5 0,373 £ 0,004 7,23 + 0,08
2MS >0 15 0,398 + 0,003 7,71 £ 0,06
3MS >0 5 0,407 £ 0,003 7,99 + 0,06
4 MS 0 15 0,432 + 0,004 8,39 + 0,08
5MS 5 0,443 + 0,004 8,60 + 0,08
6 MS >0 15 0,454 + 0,005 8,81+ 0,10
7MS " 5 0,465 + 0,006 9,04+ 0,11
8 MS 0 15 0,480 £ 0,005 9,32+ 0,09

N =2, SD = standardna devijacija

Bravo 1 suradnici (2013) su pokazali da povecanje volumnog udjela etanola u vodenoj
fazi, ili koristenje 100 %-tnog etanola dovodi do slabije ekstrakcije fenola iz taloga kave kao i
na njihovu nizu antioksidacijsku aktivnost u usporedbi s vodom ili vodenim otopinama niskog
volumnog udjela etanola (Mussatto i sur., 2011b). Kao razlog neucinkovitosti ¢istog etanola
navodi se njegovo svojstvo da talozi visokomolekularne melanoide, koji nakon §to se vezu za
fenolne spojeve onemogucavaju njihovu u¢inkovitu ekstrakciju (Bravo i sur., 2013).

Ekstrakcijom srebrne pokozice primjenom 60 %-tnog etanola na temperaturama od 60
do 65 °C i vremenu od 30 minuta, Ballesteros i suradnici (2014) dobivaju vec¢i udio ukupnih
fenola (12,77 - 13,00 mg g™) u odnosu na vrijednosti dobivene u ovom radu. Iriondo-DeHond
(2019a) dobiva i jos veéi udio fenola (1,56 %) u pokozici, dok Andrade i suradnici (2012)
biljeze vrlo Sirok raspon vrijednosti (0,61 do 15,1 %). 1z navedenog proizlazi da se razlike u
dobivenim vrijednostima mogu objasniti razlikom s obzirom na upotrebljene ekstrakcijske
parametre kao i samu metodu ekstrakcije.

Nadalje, vidljivo je da poveéanje temperature i vremena ekstrakcije i kod 50 1 70 %-

tnog etanola utjece i na povecanja sadrzaja fenola iz srebrne pokozice (Slika 9) te se moze
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zakljuditi da visa temperatura (70 °C) i dulje vrijeme (15 minuta) ekstrakcije doprinose boljoj
ekstrakciji fenola, u odnosu na nizu temperaturu (50 °C) i krace vrijeme (5 min). Naime,
poviSenje temperature doprinosi smanjenju viskoznosti i povrSinske napetosti otapala $to
uzrokuje povecanje brzine prijenosa mase iz matriksa uzorka u otapalo (Bel$¢ak-Cvitanovi¢ i
Komes, 2017). Tako je i istraZzivanje Narite i Inouye (2012) pokazalo da se poviSenjem
temperature u rasponu od 25 - 240 °C povecava i udio ukupnih fenola iz pokozice

ekstrahirane vodom. Pri 240 °C dobivaju 130 mg g™, a kod 25 °C 6 mg g* ukupnih fenola.

50°C/5 min 50°C/15 min 70°C/5 min 70°C/15 min

10

w (UF)/(mg g %)

N

o

m50% EtOH m70% EtOH

Slika 9. Utjecaj temperature (50 i 70 °C), vremena (5 i 15 min) i volumnog udjela etanola (50
i 70 %) na prinos ukupnih fenola (UF) ekstrahiranih iz uzoraka srebrne pokozice pomocéu

mikrovalova.

Usporedbom vrijednosti ukupnih fenola u espresso kavi (Tablica 4) s onima
odredenim u srebrnoj pokozici (Tablica 3) primjecuje se da je kava bogatija fenolima, §to je i
ocekivano budu¢i da se tijekom przenja zrna formiraju razli¢iti fenolni spojevi, od
klorogenske, kafeinske, ferulinske, izoferulinske do sinapinske kiseline (Buffo i Cardelli-
Freire, 2004). Naime dobivene vrijednosti ukupnih fenola u kavi su 9 puta vece i krecu se
izmedu 57,79 i 70,98 mg g (Tablica 4). Raspon ovih dobivenih vrijednosti je nesto veéi od
onih nadenih u radu Perez -Martinez i suradnika (2010), koji nakon ekstrakcije kave s vodom
na 98 °C dobivaju od 37 do 55 mg g ukupnih fenola. Prema Zuorro i Lavechia (2013)
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fenolni spojevi pokazuju bolju topljivost u otapalima manje polarnosti u odnosu na vodu, pa

se i 70 %-tni etanol upotrebljen u ovom radu pokazao efikasnijim.

Tablica 4. Maseni udjeli ukupnih fenola (UF) u uzorcima espresso kave odredeni UV/Vis

spektrofotometrijom nakon ekstrakcije potpomognute mikrovalovima.

Cu):g‘flf; ¢ (etanol)/% | T/°C | tmin As+SD | w(UF)(mgg?) +SD
9 MS 5 0,119 £ 0,002 69,75 + 1,30

10 MS >0 15 0,112 + 0,003 65,77 + 1,73

11 MS >0 5 0,099 + 0,006 57,79 + 3,47

12 MS 0 15 0,104 + 0,006 60,50 + 3,90

13 MS 5 0,116 + 0,006 68,22 + 3,47

14 MS >0 15 0,121 + 0,005 70,98 + 3,04

15 MS " 5 0,109 + 0,006 63,93 + 3,47

16 MS 0 15 0,115+ 0,003 67,61 + 173

N =2, SD = standardna devijacija

Dybkowska i suradnici (2017) su utvrdili da sadrzaj fenola i antioksidacijska aktivnost
ovise o podrijetlu kave i stupnju przenja. Najveci sadrzaj fenola je pronaden u kavi s nizim
stupnjem przenja (39,27 - 43,0 mg g1) a u kavi sa srednjim i visokim stupnjem przenja
vrijednosti fenola iznose 34,06 - 38,43 mg gt i 29,21 - 36,89 mg g*.

Za razliku od ekstrakcije fenola iz srebrne pokozice €iji se prinos povecavao porastom
temperature kod uzoraka kave se primjecuje suprotan efekt (Slika 10). Naime, porastom
temperature se neznatno smanjuje koli¢ina fenola ekstrakcijom i s 50 i s 70 %-tnim etanolom
pa se moze pretpostaviti da su fenolni spojevi u kavi podlozniji termickoj razgradnji u odnosu

na srebrnu pokozicu.
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Slika 10. Utjecaj temperature (50 i 70 °C), vremena (5 i 15 min) i volumnog udjela etanola
(50 i 70 %) na prinos ukupnih fenola (UF) ekstrahiranih iz uzoraka espresso kave pomocéu

mikrovalova.

Promatrajuéi utjecaj produljenja vremena ekstrakcije na udio fenola (Tablica 4) vidi se
da ono, sli¢no kao i kod uzoraka srebrne pokozice, ne utjece znacajno na njihov prinos. Prema
Zuorro i Lavechia (2013) produljenje vremena ekstrakcije radi dobivanja Sto vece koli€ine
fenola nije ni ekonomski ni tehnicki opravdano jer se vecéina fenola u kavi ekstrahira nakon
odredenog vremena te se daljnjim produljenjem ovog parametra ne dobiva znac¢ajnija koliina

od one koja je ve¢ ekstrahirana.

4.2. ODREPIVANJE UKUPNIH FLAVONOIDA U UZORCIMA KAVE | SREBRNE
POKOZICE

Iz bazdarnog dijagrama (Slika 11), odnosno dobivene jednadzbe pravca odredene su
masene koncentracije, a potom i maseni udjeli ukupnih flavonoida u uzorcima kave i srebrne
pokozice. U Tablici 5 prikazane su izmjerene vrijednosti apsorbancija i masenih

koncentracijama rutina na temelju kojih je izraden bazdarni dijagram.
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Tablica 5. Masene koncentracije otopina rutina i pripadajuc¢ih apsorbancija izmjerenih

UV/Vis spektrofotometrom na 4 = 510 nm.

STANDARDNA OTOPINA y (rutin)/(mg L) A+SD
0 0 0,000 = 0.000
1 1 0,008 + 0,003
2 3 0,028 + 0,005
3 5 0,048 + 0,003
4 10 0,101 + 0,008
5 13 0,130 + 0,001
6 18 0,189 +0,001

N =2, SD = standardna devijacija

0,2

y = 0,0105x - 0,0027

0,16 R? = 0,9989

0,12
0,08

0,04

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
y (rutin)/(mg L)

Slika 11. Bazdarni dijagram rutina.

Rezultati su pokazali (Tablica 6, Slika 12) da 70 %-tni etanol, temperatura od 70 °C i
vrijeme od 15 minuta daju najvise vrijednosti ukupnih flavonoida (8,31 mg g*) kod uzoraka
srebrne pokozice. Najslabiji ekstrakcijski u¢inak je postignut primjenom 50 %-tnog etanola
pri temperaturi od 50 °C i vremenu od 5 minuta. Izmjerena vrijednost iznosila je 5,85 mg g.

Tan i suradnici (2016) su za pokozicu Robusta kave ekstrahiranu na 80 °C, tijekom 60
minuta uz vodenu otopinu etanola (1:1) dobili 8,09 mg g* ukupnih flavonoida, sto se

podudara s vrijednostima dobivenim u ovom radu koriStenjem 70 %-tnog etanola uz
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temperaturu od 70 °C i vrijeme od 15 minuta. Iriondo-DeHond i suradnici (2019b) pronalaze
znatno nize vrijednosti flavonoida za Robusta (0,063 %) i Arabica (0,034 %) pokozicu u
odnosu na rezultate dobivene u ovom radu. Ocigledno je da je voda upotrebljena kao
ekstrakcijsko sredstvo u radu Iriondo-DeHond i suradnika (2019b) utjecala i na niZi prinos
flavonoida. Budu¢i da su flavonoidi nepolarniji organski spojevi u odnosu na fenole za
njihovu ekstrakciju su se vodene otopina etanola pokazale efikasnijim nego sama voda (Bravo
i sur. 2013).

Tablica 6. Maseni udjeli ukupnih flavonoida (UFL) u uzorcima srebrne pokozice odredeni

UV/Vis spektrofotometrijom nakon ekstrakcije potpomognute mikrovalovima.

Cu)sgfll:: o (etanol)/% | T/°C t/min Asr = SD w(UFL)(mg g) = SD
1 MS 50 5 0,071 + 0,003 5,85+ 0,22
2MS 50 15 0,078 + 0,004 6,41 +0,33
3MS . 5 0,091 = 0,006 6,36 + 0,56
4 MS 15 0,075 + 0,005 6,12 + 0,40
5MS 50 5 0,086 =+ 0,005 7,0 £0,39
6 MS . 15 0,093 = 0,006 7,60 + 0,46
7MS . 5 0,089 + 0,006 8,24 £ 0,50
8 MS 15 0,102 + 0,004 8,31 +0,33

N =2, SD = standardna devijacija

Spigno i suradnici (2007) smatraju da dodatak vode k polarnim otapalima, poput
etanola, metanola i acetona dovodi do stvaranja jos efikasnijeg polarnog medija, pa se zato
moze zakljuciti zasto su u ovom radu dobivene vece vrijednosti flavonoida u odnosu na
istrazivanja Iriondo-DeHond i suradnika (2019b) koji su kao ekstrakcijsko otapalo koristili
¢istu vodu.

Promatrajuéi utjecaj temperature na prinos flavonoida (Slika 12) iz uzoraka srebrne
pokozice vidi se da se povisenjem temperature povecava i udio flavonoida kod svih
analiziranih uzoraka, osim kod 2 i 4 MS gdje se udio od 6,41 mg g neznatno smanjio na 6,12

mg g . Sli¢no, s produljenjem vremena ekstrakcije vidljivo je da raste i prinos flavonoida
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(Slika 12) a izuzetke &ine uzorci 3 i 4 MS kod kojih se koli¢ina flavonoida neznatno smanjila,

$6,36 mgg*na6,12mgg?

9
8
7
L6
g 5
=
< 4
LL
2 3
=
1
0

50°C/5 min 50°C/15 min 70°C/5 min 70°C/15 min
m50% EtOH m70% EtOH

Slika 12. Utjecaj temperature (50 i 70 °C), vremena (5 i 15 min) i volumnog udjela etanola
(50 1 70 %) na prinos ukupnih flavonoida (UFL) ekstrahiranih iz uzoraka srebrne pokozice

pomocu mikrovalova.

Uzimajuci u obzir prije spomenute rezultate Iriondo-DeHond i suradnika (2019b) i
rezultate dobivene u ovom radu moze se zakljuciti da se ekstrakcija fenola i flavonoida
potpomognuta mikrovalovima iz pokozice pokazala uspjesnijom od konvencionalne metode
ekstrakcije a k tome s ekonomskog stajaliSta zahtjeva minimalan utroSak vremena s ve¢im
prinosom ekstrahirane tvari, uz upotrebu manjih volumena otapala, niske cijene.

U odnosu na srebrnu pokozicu, sadrzaj flavonoida u espresso kavi je znatno veéi a
dobivene vrijednosti kreéu se izmedu 30,16 i 64,88 mg g * (Tablica 7). Usporedbom ovih
rezultata s onima dobivenim u drugim istrazivanjima vidi se da ,,Karoma“ kava sadrzi visoke
udjele flavonoida. Tako Kreicbergs i suradnici (2011) u zrnima przene kave pronalaze valilin,
flavonoid prisutan u koli¢ini od 100 - 150 mg 100 g*. Osim vanilina od ostalih flavonoida
odredeni su Katehin i epikatehin u koli¢inama od 30 - 80 mg 100 g% i 11 - 30 mg 100 g*.
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Tablica 7. Maseni udjeli ukupnih flavonoida (UFL) u uzorcima espresso kave odredeni

UV/Vis spektrofotometrijom nakon ekstrakcije potpomognute mikrovalovima.

8;2?5: o (etanol)/% | T/°C t/min Asr = SD w(UFL)(mg g) = SD
9 MS 50 5 0,028 + 0,004 59,92 + 7,01

10 MS 50 15 0,025 + 0,003 54,96 + 5,61

11 MS . 5 0,022 + 0,004 49,01 + 8,41

12 MS 15 0,017 + 0,005 38,10+ 9,82

13 MS 50 5 0,017 + 0,003 39,09 + 5,61

14 MS . 15 0,013 = 0,004 30,16 + 7,01

15 MS . 5 0,027 + 0,001 58,93 +2.81

16 MS 15 0,026 + 0,004 60,92 +2.81

N =2, SD = standardna devijacija

Na sadrzaj flavonoida znacajno utjece stupanj przenja kave pa je shodno tome vecéa
koli¢ina flavonoida odredena u jako przenim zrnima kave (1,41 mg g). S druge strane
Gatechew 1 Chun (2016) su utvrdili da uzorci tretirani pri viSim temperaturama i
vrijednostima tlaka (220 °C/60 bar) daju nize vrijednosti ukupnih flavonoida (15 - 43 mg g?)
u odnosu nize temperature i tlak (180 °C/30 bar). To je vidljivo i u ovom radu kod uzoraka 11
i 12 MS u odnosu na 9 i 10 MS kod kojih temperatura od 70 °C dovodi do smanjenja udjela
flavonoida (Tablica 7). Qiao i suradnici (2014) su utvrdili da se degradacija kvercetina uz 80
%-tni etanol smanjuje povisenjem temperature tako da razlog povecanog sadrzaja flavonoida
na temperaturi od 70 °C (uzorci 15 i 16 MS) u odnosu na onu od 50 °C (uzorci 13 i 14 MS)
moze biti uvjetovana upotrebom 70 %-tnog etanola.

Dakle, za razliku od flavonoida u srebrnoj pokozici, najslabiji ekstrakcijski uéinak
flavonoida iz kave dobiven je primjenom 70 %-tnog etanola, na temperaturi od 50 °C i
vremenu od 15 minuta (Slika 13), $to ukazuje na razli¢itost u flavonoidnom sastavu kave i
pokozice. Medutim, 70 %-tni etanol u kombinaciji s temperaturom od 70 °C djeluju vrlo
efikasno kod ekstrakcije flavonoida pa je tako kod uzorka 16 MS zabiljeZena najveca koli¢ina

flavonoida (60 mg g1).
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Slika 13. Utjecaj temperature (50 i 70 °C), vremena (5 i 15 min) i volumnog udjela etanola
(50 i 70 %) na prinos ukupnih flavonoida (UFL) ekstrahiranih iz uzoraka espresso kave

pomocu mikrovalova.

Takoder, produljenjem vremena ekstrakcije s 5 na 15 min se smanjivala i koli¢ina
flavonoida, osim kod uzorka 15 i 16 MS, kod kojih je uogen neznatan porast vrijednosti, s
58,93 mg g na 60,92 mg g*. Prema Duy Le i suradnicima (2019) kad vrijeme ekstrakcije
prijede odredenu granicu umjesto daljnjeg ekstrahiranja flavonoida dolazi do njihove
razgradnje, $to u konacnici rezultira i njihovim manjim prinosom.

Vidljivo je kako su maseni udjeli flavonoida (Tablica 6 i 7), koji pripadaju podskupini
fenola, priblizavaju vrijednostima masenih udjela ukupnih fenola. Kao vjerojatni razlog
dobivanja ovakvih vrijednosti flavonoida je i prisutnost razli¢itih drugih bioaktivnih spojeva u
kavi i otpadu (Pandey i sur., 2000; Noigam i sur., 2012) koji tijekom spektrofotometrijskog
odredivanja flavonoida interferiraju s aluminijevim kloridom ¢ime doprinose poveéanju
apsorbancije, a samim time i ukupnom sadrzaju flavonoida. To nas navodi na zakljucak da je
potrebno pronaci selektivniji reagens od aluminijevog klorida u svrhu dobivanja
vjerodostojnijih rezultata ili provesti kromatografsku analizu kojom bi se utvrdio to¢an

fenolni, odnosno flavonoidni sastav.
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4.3. ODREPIVANJE SASTAVA | SADRZAJA MASNIH KISELINA U UZORCIMA
KAVE | SREBRNE POKOZICE

Nakon Soxhlet ekstrakcije u uzorcima kave i srebrne pokozice odreden je udio masti, a
potom i sastav masnih Kiselina. Rezultati pokazuju da se sadrzaj masti u kavi i srebrnoj
pokozici ne razlikuje znacajno (Tablica 8). Dobivena vijednosti od 8,93 % za kavu je nesto
niza u odnosu na vrijednosti (11 do 20 %) dobivene u radu Al-Hamamre i suradnika (2012),
dok udio masti od 9,09 % u srebrnoj pokozici premasuje vrijednosti (1,6 - 3,3%) pronadene u

radu Bessada i suradnika (2018).

Tablica 8. Udio masti u espresso kavi i srebrnoj pokozici.

UZORAK m (tikvica)/g | m (tikvica + uzorak)/(g) = w (mast)/% = SD

SREBRNA
POKOZICA 1 128,1546 128,6428
SREBRNA 9,09 + 0,9546
POKOZICA 2 127,8118 128,2098
KAVA 1 121,6360 122,1083

8,93+ 0,7354
KAVA 2 124.5902 125,0105

N =2, SD = standardna devijacija

Prema Ilickovi¢ i suradnicima (2011) udjel masti ovisi o upotrebljenom otapalu pa
tako talog kave ekstrahiran petroleterom daje manji prinos (10,44 %) u odnosu na heksan
(11,85 %). Osim otapala, 1 vrijeme ekstrakcije znacajno utjeCe na udjel masti pa tako prema
Al-Hamamre i suradnicima (2012) duze vrijeme ekstrakcije kave s etanolom, izopropanolom,
kloroformom, pentanom i acetonom dovodi do porasta udjela masti. Medutim, nakon
postizanja optimalnog vremena, svako daljnje produljenje vremena dovodi do smanjenja
udjela masti.

Nakon transesterifikacije ekstrakata u metilne estere masnih kiselina (poglavlje 3.5.5.)
u uzorcima kave i srebrne pokozice odreden je udio masnih kiselina (Tablice 9 i 10). Rezultati
pokazuju (Tablica 9) da su u uzorcima srebrne pokozice identificirane sljedece zasicene
masne Kkiseline: C14:0 (miristinska), C15:0 (pentadekanska), C16:0 (heksadekanska ili
palmitinska kiselina), C17:0 (heptadekanska), C18:0 (stearinska kiselina), C20:0
(eikosanoidna ili arahidska kiselina), C21:0 (heneikozanska), C22:0 (dokosanoidna ili
behenijska kiselina), C21:0 (heneikozanska), C:23 (trikozanska), C24:0 (lignocerinska).
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Tablica 9. Sastav i udio masnih kiselina u uzorcima srebrne pokozice.

MASNE KISELINE - NUSPROIZVOD 1

ZasicCene Mononezasi¢ene Polinezasi¢ene
w /% w /% w /%
C14:0 0,90 C16:1n7 0,19 C18:2n6 cis 16,03
C15:0 0,20 C18:1n9 cis 7,12 C18:3n3 0,67
C16:0 18,96 C20:1n9 0,24
C17:0 0,24
C18:0 5,13
C20:0 18,43
C21:0 0,39
C22:0 20,90
C23:0 0,60
C24:0 5,10
MASNE KISELINE - NUSPROIZVOD 2
Zasicene Mononezasi¢ene Polinezasi¢ene
w /% w /% w /%
C14:0 0,89 C16:1n7 0,22 C18:2n6 cis 15,16
C15:0 0,20 C18:1n9 cis 7,18 C18:3n3 0,63
C16:0 18,55 C20:1n9 0,23 C20:5n3 0,16
C17:0 0,27 C22:1n9 0,11
C18:0 5,06
C20:0 18,36
C21:0 0,36
C22:0 21.16
C23:0 0,45
C24:0 5,13

Medu njima je najzastupljenija behenijska kiselina s udjelom 21,03 % a zatim slijede
palmitinska i arahidska s udjelima 18,75 % i 18,40 %. U najnizim koli¢inama su nadene
heptadekanska (0,255 %) i pentadekanska (0,20 %) kiselina. Od nezasi¢enih masnih Kiselina
srebrna pokozica sadrzi Cl18:1n9 cis (oleinska), C20:1n9 (gondoi¢na), C16:1n7
(palmitoleinska), C22:1n9 (eru¢na) kao monozasicene i C18:2n6 cis (linolna), C18:3n3

(linolenska) i C20:5n3 (eikozapentaenska) kao polinezasi¢ene.
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Najzastupljenija mononezasi¢ena masna kiselina je oleinska (7,15 %), dok je eru¢na
(0,11 %) zastupljena u najmanjoj koli¢ini. Od polinezasi¢enih, linolna je odredena u najvecoj
koli¢ini (15,59 %), a eikozapentaenska u najmanjoj (0,16 %).

Prema istrazivanju lriondo-DeHond i suradnika (2019a) u sastavu srebrne potkozice
dominiraju zasi¢ene masne kiseline s udjelom od 67 %, slijede ih polinezasi¢ene (26%), dok
su najmanje zastupljene mononezasicene masne kiseline (7 %). U odnosu na rezultate
prikazane u Tablici 9, Iriondo-DeHond i suradnici (2019a) dobivaju nesto vece vrijednosti
palmitinske (26 %) i linolne (21 %), te nesto nize dokosanoidne (19 %) i eikosanoidne (12 %)
kiseline.

Kao i Iriondo-DeHond i suradnici (2019a) tako i Bessada i suradnici (2018) u srebrnoj
pokoziCi pronalaze zasi¢ene masne kiseline u najvecem udjelu (65 %), potom ih slijede
polinezasi¢ene (28 %) te mononezasi¢ene masne kiseline (7 %). Medutim, u njihovom
istrazivanju linolna je najzastupljenija masna kiselina (24 %), a zatim slijede palmitinska (22
%), dokosanoidna (15 %) i eikosanoidna (14 %). Suprotno spomenutim istrazivanjima u
ovom radu je dokosanoidna kiselina najzastupljenija. Sli¢no prethodnim radovima, Alves i
suradnici (2017) dobivaju visoke udjele linolenske (29 %), palmitinske (28 %), a slijede ih
dokosanoidna i eikosanoidna (11%).

Medu zasi¢enim masnim kiselinama u espresso kavi ,,Karoma® su identificirane
(Tablica 10) C14:0 (miristinska), C16:0 (palmitinska), C17:0 (heptadekanska), C18:0
(stearinska), C20:0 (eikosanoidna), C21:0 (heneikozanska), C22:0 (dokosanoidna) i C23:0
(trikozanska). Najzastupljenija je palmitinska (34,1 %), a najmanje dokosanoidna masnha
kiselina (0,04 %) koja se pokazala najzastupljenijom u pokozici (20,9 %).

Od nezasicenih masnih kiselina identificirane su C18:1n9 cis (oleinska), C20:1n9
(gondoi¢na), C22:1n9 (eru¢na) kao mononezasi¢ene i C18:2n6 cis (linolna), C18:3n3
(linolenska) i C20:2n6  (cis-11,14-cikosadienoi¢na) kao  polinezasi¢ene. Medu
mononezasi¢enim masnim kiselinama najzastupljenija je oleinska (11,53 %), dok je eru¢na
(0,08 %) nadena u najmanjoj koli¢ini, vrlo slicnog udjela kao i u pokozici (0,11 %). Od
polinezasi¢enih masnih kiselina najzastupljenija je linolna (41,56 %), dok je cis-11,14-

eikosadienoic¢na (0,05 %) prisutna u najmanjoj kolicini.
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Tablica 10. Sastav i udio masnih kiselina u uzorcima espresso kave.

Zasicene

w /%
C14:0 0,08
C16:0 34,24
C17:0 0,09
C18:0 7,42
C20:0 2,56
C21:0 0,07
C22:0 0,04
C23:0 0,10

Zasicene

w /%
C14:0 0,08
C16:0 33,96
C17:0 0,09
C18:0 7,35
C20:0 2,61
C21:0 0,07
C22:0 0,04
C23:0 0,10
C24:0 0,20

Za razliku od pokozice u kojoj je linolna kiselina nadena u koli¢ini od 15,6 %, u kavi
je ima 41,4 %. Takoder, rezultati su pokazali da u kavi prevladavaju nezasi¢ene masne
kiseline u odnosu na zasicene, $to nije i slucaj s pokozicom, kod koje su zastupljenije zasi¢ene
kiseline Medutim, za razliku od pokoZice, u kavi nije odredena eikozapentaenske kiseline
poznate po svojim blagonaklonim svojstvima po ljudsko zdravlje uklju¢uju¢i koronarne
sréane bolesti, reumatoidni artritis, demenciju i depresiju (Russell i Burgin-Maunder, 2012).

U istrazivanju Speera i suradnika (2006) je pokazano da u Robusta i Arabica kavi
prevladavaju linolna (43,9 - 49,3 % za Robustu i 52,2 - 54,3 % za Arabicu) i palmitinska (27,2
- 32,1 % za Robustu i 26,6 - 27,7 % za Arabicu) masna kiselina. Takoder, identificiran je
visok udjel stearinske (5,8 - 7,2 % za Robustu i 5,6 - 6,3 % za Arabicu), oleinske (9,7 - 14,2 %

MASNE KISELINE - KAVA 1

Mononezasi¢ene
w /%
C18:1n9 cis 11,56
C20:1n9 0,38
C22:1n9 0,10

MASNE KISELINE - KAVA 2

Mononezasi¢ene
w /%
C18:1n9 cis 11,50
C20:1n9 0,40
C22:1n9 0,06
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Polinezasi¢ene
w /%
C18:2n6 cis 41,19
C18:3n3 0,62
C20:2n6 0,05
Polinezasi¢ene
w /%
C18:2n6 cis 41,56
C18:3n3 0,64



za Robustu i1 6,7 - 8,2 % za Arabicu) te ne$to manje koli¢ine eikosanoidne (2,7 -4,3 % za
Robustu i 2,6 - 2,8 % za Arabicu) i dokosanoidne (0,3 - 0,8 % za Robustu i 0,5 - 0,6 % za
Arabicu), dok su miristinska, linolenska lignocerinska masna kiselina pronadene u tragovima.

Martin i suradnici (2000) su takoder dobili linolnu kiselinu kao najzastupljeniju s
udjelom od c¢ak 44,1 %, a zatim je slijedi palmitinska Kiselina (33,3 %). Miristinska,
palmitoleinska i dokosanoidna masna kiselina nadene su u udjelima nizim od 1 % S$to se
podudara s rezultatima ovog istrazivanja. Nadalje, Dong i suradnici (2015) su svojim
istrazivanjem potvrdili ve¢ gore spomenule Cinjenice da u kavi prevladavaju linolna i
palmitinska, dok su u manjim koli¢inama nadene linolenska, dokosanoidna, eikosanoidna,
miristinska i trikozanska masna kiselina. S obzirom na navedeno, te usporedbom rezultata
dobivenih u ovom radu moze se pretpostaviti da razlike u sastavu i koli¢ini masnih kiselina
ovise u prvom redu o vrsti kave, kao i njenom nusproizvodu nastalom tijekom postupka

proizvodnje iste.

4.4. KARAKTERIZACIJA PEKTINA EKSTRAHIRANOG 1Z SREBRNE POKOZICE

4.4.1. Odredivanje boje pektina

Uzorcima pektina ekstrahiranim i izoliranim iz srebrne pokozice (poglavlje 3.5.6.)
odredeni su parametri boje po po CIE L, a, b sistemu (poglavlje 3.5.6.1.). Rezultati su
pokazali da su uzorci pektina dobiveni ekstrakcijom s H>SOs svjetliji u odnosu na jabucni
pektin kao standard, dok su ostali uzorci tamniji od standarda pri ¢emu je pektin ekstrahiran s
CH3COOH kao najslabijom kiselinom najtamniji s AL vrijedno$¢u od - 23,3 (Tablica 11).

Nadalje, s obzirom na negativne Aa vrijednosti moze se zakljuciti da su uzorci pektina
zeleniji u odnosu na standard. Takoder, i Ab vrijednosti su se pokazale negativnima §to
ukazuje da su uzorci plaviji od standarda. Kao i kod AL vrijednosti, najvece vrijednosti Aa i
Ab postignute su upravo s H2SOa.

S obzirom da pektin ima znacajnu primjenu u proizvodnji gelova, njegova boja je od
velike vaznosti, @ 0Visi 0 tipu proizvoda koji se zeli dobiti. Primjerice, kod Zele proizvoda
pozeljnija je svjetlija boja pektina pa bi se u tu svrhu za njegovu ekstrakciju mogla upotrijebiti
sumporna kiselina. U proizvodnji marmelada prihvatljiviji je tamniji pektin pa bi se u tom

slucaju kao ekstrakcijsko sredstvo mogla upotrijebiti octena kiselina (May, 1990).

46



PEKTIN
otapalo
H2SO4
H2C204
HNOs3
CH3COOH
HCI

JABUCNI
PEKTIN

L+SD
78,04 + 0,96
70,13 £ 1,19
54,21 + 0,66
46,28 £3.11
55,58 £2,99

69,55

a+SD
2,50 £0,29
3,91 +£0,22
5,90 + 0,42
5,61+0,51
5,5+0,28

6,52

N =2, SD = standardna devijacija

b+SD
11,52+ 1,20
15,32+ 0,13
16,73 + 0,89
15,62 + 1,52
15,0 £ 0,65

19,13

PARAMETRI BOJE
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AL £SD
8,42+ 0,96
-0,84 £ 0,82
-16,34 + 0,74
-23,27+ 3,11
-16,46 = 0,57

/

Aa =+ SD
-4,03 + 5,69
-2,62 +£0,22
-0,73 £0,28
-0,91 £ 0,51
-1,02+£0,28

/

Tablica 11. Parametri boje odredeni u uzorcima pektina ekstrahiranih iz srebrne pokozice primjenom razli¢itih kiselina.

Ab = SD
-8,16 £ 1,96
-3,81+0,13
-2,94+ 0,13
-3,52 £ 1,52
-4,13 £ 0,65

/

AE = SD
12,46 +2,03
4,73 + 0,37
16,62 £ 0,70
23,57 £3,32
17,01 £ 0,69

/



4.4.2. Odredivanje sadrzaja galakturonske kiseline

U cilju odredivanja udjela galakturonske kiseline u uzorcima pektina ekstrahiranog iz
srebrne pokozice, metodom refluksiranja, primjenom razlicitih kiselina izraden je bazdarni
dijagram (Tablica 12 i Slika 14), a iz dobivene jednadZzbe pravca (Slika 14) izraCunati su

maseni udjeli galakturonske kiseline (Tablica 13)

Tablica 12. Masene koncentracije otopina galakturonske kiseline i pripadajuce vrijednosti

apsorbancija izmjerenih UV/Vis spektrofotometrom na 1=525 nm.

STANDARDNA OTOPINA  y (galakturonska kiselina)/(mg L) A+SD
0 0 0,000 = 0,000
1 1,6 0,089 = 0,003
2 3,2 0,148+0,001
3 6,4 0,329 +0,003
4 9,6 0,480 +£0,002
5 12,9 0,660 +£0,001

N =2, SD = standardna devijacija

0,8

y = 0,051x - 0,0019
0,6 R? =0,9988

0 2 4 6 8 10 12 14

y (galakturonska kiselina)/(mg L)

Slika 14. Bazdarni dijagram galakturonske kiseline.
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Iz Tablice 13 vidljivo je da se udjeli galakturonske kiseline u pektinskim ekstraktima
nalaze u Sirokom rasponu ovisno o kiselini primjenjenoj kod ekstrakcije pokozice. Rezultati
pokazuju da je ekstrakcija klorovodi¢cnom kiselinom rezultirala najve¢im udjelom
galakturonske kiseline (57,86 %). Nakon klorovodi¢ne i nitratna kiselina pokazuje znacajan
ekstrakcijski u¢inak (50,8 %), a zatim je slijede octena (44,92 % ) i oksalna (37,56 %) (Slika
15).

Tablica 13. Maseni udjeli galakturonske Kkiseline u uzorcima pektina ekstrahiranih iz srebrne

pokozice primjenom razlicitih kiselina.

PEKTIN A +SD w (galakturonska kiselina/% = SD
H2S04 0,038 = 0,004 2,90+ 0,26
H2C204 0,254 + 0,002 37,56 £ 0,31
HNOs 0,344 + 0,005 50,80 £ 0,73
CHsCOOH 0,304 = 0,005 44,92 £ 0,73
HCI 0,385 + 0,005 57,86 £ 0,73

N =2, SD = standardna devijacija

S druge strane, pektinski uzorci dobiveni ekstrakcijom s sumpornom kiselinom sadrze
vrlo niske udjele galakturonske kiseline (2,90 %), Sto znaci da se ova kiselina ne moze
koristiti u ekstrakciji srebrne pokozice buduci da ne zadovoljava kriterije primjene pektina
kao prehrambenog aditiva (Pravilnik, Narodne Novine 2019). Naime, udio galakturonske
kiseline mora biti veci od 65 %.

Pektin ekstrahiran upotrebom drugih kiselina pogotovo klorovodicne 1 nitratne
sadrzava galakturonsku kiselinu, koja se s udjelima priblizava vrijednosti od 65 %. Budu¢i da
srebrna pokozica kao i neki drugi nusproizvodi prehrambene industrije (Ninc¢evi¢ Grassino i
sur. 2016; Mari¢ i sur. 2018) sadrze razlicite kemijske spojeve u svojim kompleksnim
strukturama, moguce je da 1 tijekom ekstrakcije pektina dolazi do ekstrakcije drugih organskih
spojeva koji interferiraju zajedno s galakturonskom kiselinom te doprinose ukupnom
povecanju apsorbancije, a time i koncentracije Zeljenog analita. Iz navedenih pretpostavki
moze se zakljuciti kako bi se trebale primjeniti i neke od inovativnih metoda ekstrakcije,
poput ekstrakcije mikrovalovima ili ultrazvukom kojima bi se smanjilo vrijeme tretiranja

uzorka, a time i smanjila moguénost ekstrakcije nezeljenih spojeva.

49



70

60

50

40

30

20

10

w (galakturonska kiselina)/%

0

msumporna kiselina ®octena kiselina = Kklorovodi¢na kiselina = nitratna kiselina ®oksalna kiselina

Slika 15. Ovisnost masenih udjela galakturonske o kiselinama primjenjenim pri ekstrakciji

pektina iz srebrne pokozice.

Avallone i suradnici (2000) su refluksiranjem ekstrahirali pektin iz sluzavog sloja
(unutarnji mezokarp) koji okruzuje pulpu kave (vanjski mezokarp) pomocu 1 mol L nitratne
kiseline pri 90 °C, 45 min, a dobiveni svijetlosivi fino usitnjen prah je sadrzavao nesto veé¢u
vrijednost galakturonske kiseline (59 %) u odnosu na onu dobivenu u ovom radu (50,80 %).

Nadalje, Garcia i suradnici (1991) su proveli istrazivanje u kojem su presanjem pulpe
razli¢itih vrsta kave dobili sok koji su mijesali s zakiseljenim etanolom kako bi se istaloZile u
alkoholu netopljive tvari. Nakon proc¢iS¢avanja i preSanja, dobiveni Cvrsti ostatak se
ekstrahirao 1 h vodenom otopinom klorovodi¢ne kiseline (pH = 2), a dobiveni pektinski
ekstrakt je sadrzavao izmedu 46,6 i 91,19 % anhidrogalakturonske kiseline, ovisno o vrsti
kave i na¢inu proc¢is¢avanja.

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da bi se nitratna 1 klorovodi¢na
mogle upotrijebiti za ekstrakciju pektina iz srebrne pokozZice buduc¢i da se njihovom
primjenom udio galakturonske kiseline priblizava onoj od 65 %. Medutim potrebno je
provesti daljnja istrazivanja u kojima bi se optimirala metoda ekstrakcije i sami parametri

procesa.
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4.4.3. Odredivanje sadrzaja Secera

U Tablici 14 prikazane su vrijednosti masenih koncentracija glukoze s izmjerenim
vrijednostima apsorbancija koje su koristene u izradi bazdarnog dijagrama (Slika 16). Iz
jednadzbe pravca odredene su nepoznate masene koncentracije Secera, odnosno maseni udjeli

Secera u uzorcima pektina (Tablici 15).

Tablica 14. Masene koncentracije otopina glukoze i pripadajuéih vrijednosti apsorbancija

izmjerenih UV/Vis spektrofotometrom na A = 492 nm.

STANDARDNA OTOPINA y (glukoza)/(mg L) A+ SD
0 0 0,000 £ 0,000
1 0,33 0,061 0,007
2 0,67 0,123£0,003
3 1,33 0,201+0,004
4 2,67 0,359£0,010
5 4,0 0,561+0,007
6 5,33 0,73240,007

N =2, SD = standardna devijacija

0,8

y = 0,0628x + 0,0153
R: = 0,998

0 2 4 6 8 10 12 14
y (glukoza)/(mg L)

Slika 16. Bazdarni dijagram glukoze.
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Rezultati su pokazali (Tablica 15 i Slika 17) da se ne samo kod odredivanja
galakturonske kiseline, ve¢ i Secera u uzorcima pektina ekstrakcijom s sumpornom kiselinom
dobivaju najnizi udjeli (11,68 %). Medutim, uzorci tretirani octenom kiselinom pokazuju
druk¢iji trend nego kod odredivanja galakturonske kiseline. Ti uzorci sadrze najvece koli¢ine
Secera (42,38 %). Nadalje, mozZe se uociti da uzorci kod kojih je za ekstrakciju koriStena
klorovodic¢na kiselina imaju visok udjel galakturonske kiseline, ali znatno nizi udjel Secera od
uzoraka ekstrahiranih ostalim kiselinama (17,78 %). Sli¢na korelacija prati i ostale pektinske

izolate poput onih ekstrahiranih s nitrathom i oksalnom kiselinom.

Tablica 15. Maseni udjeli Se¢era u uzorcima pektina ekstrahiranih iz srebrne pokozice

primjenom razlic¢itih kiselina.

PEKTIN A +SD w (Secera)/% = SD
H2SO 0,183 + 0,001 11,68 + 0,10
H2C204 0,414 + 0,001 27,78+ 0,10
HNOs 0,483 + 0,001 32,58+ 0,10
CHsCOOH 0,624 + 0,002 42,38 + 0,15
HCI 0,271 + 0,002 17,78 £ 0,15

N =2, SD = standardna devijacija

Vrijednost Secera od 32,58 % dobivena ekstrakcijom srebrne pokozice S nitratnom
kiselinom je skoro tri puta vece od vrijednosti dobivene (13,4 %) u istrazivanju Avellone i
suradnika (2000). Medutim, treba uzeti u obzir da su Avellone i suradnici (2000) kao sirovinu
koristili samo sluzavi sloj koji okruzuje pulpu kave. Takoder, osim ukupnih Secera, u
njihovom istrazivanju su odredeni i1 pojedinacni Seceri, a cine ih arabinoza kao
najzastupljenija, tegalaktoza, ksiloza, ramnoza, glukoza, manoza i fukoza.

Istrazivanje Belalcezar Otalora (2013) je pokazalo da pulpa kave podvrgnuta
dvostupanjskoj ekstrakciji, u kiselim, a zatim i luznatim uvjetima sadrzava izmedu 70 i 95 %
Secera, a medu njima identificirane ramnoza, arabinoza, ksiloza, manoza, galakoza i glukoza

¢ine ¢ak 3 - 15 % ukupne kolicine.
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Slika 17. Ovisnosti masenih udjela Secera o kiselinama primjenjenim pri ekstrakciji pektina iz

srebrne pokozice.

Za razliku od kore rajcice gdje se dobivene vrijednosti SeCera iz pektinskog izolata
krec¢u izmedu 2,70 do 3,80 % (Ninéevi¢ Grassino i sur., 2016), u srebrnoj pokozici vrijednosti
dosezu ¢ak 42,38 % nakon ekstrakcije octenom kiselinom. O¢ito je da metoda ekstrakcije kao

i upotrebljeno otapalo, ali i vrsta biootpada dovodi do ovakvih znatnih razlika u koli¢ini

ukupnih Secera.

4.4.4. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Nepoznate masene koncentracije ukupnih fenola odredene su iz regresijskog pravca
dobivenog nakon izrade bazdarnog dijagrama (Tablica 2 i Slika 8), a kona¢ne vrijednosti su
izrazene kao g ukupnih fenola na 100 g uzorka.

Dobiveni rezultati (Tablica 16) ukazuju na jako niske vrijednosti ukupnih fenola u
uzorcima pektina izoliranih iz srebrne pokozice. Kre¢u su u rasponu od 0,13 do 0,56 % §to su
zanemarivo niske vrijednosti u usporedbi s koli¢inom prisutnom u pektinu izoliranom iz
limete (3,92 %) (Rosario Ayora i Talavera, 2017).

Kao i kod galakturonske kiseline i ukupnih Secera, uzorci tretirani sumpornom
kiselinom sadrze i najmanji udio ukupnih fenola (0,13 %) (Tablica 16). KoriStenje octene
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kiseline rezultiralo je najve¢im udjelom ukupnih fenola (0,56 %), a upotrebom klorovodi¢ne
(0,39 %) i nitratne (0,37 %) kiseline dobiveni su priblizno isti udjeli ukupnih fenola (Slika
18). Budu¢i da tamnija boja ekstrakata ukazuje na prisutnost fenola (Al Farsi i sur., 2018)

moze se pretpostaviti da se ekstrakcijom pektina s octenom kiselinom izolira i najveca

koli¢ina fenola jer su ti uzorci ujedno i najtamniji.

Tablica 16. Maseni udjeli fenola u uzorcima pektina ekstrahiranih iz srebrne pokozice

primjenom razlicitih kiselina.

PEKTIN A +SD w (ukupni fenoli)/% + SD
H2SO 0,035+ 0,001 0,131 + 0,008
H2C204 0,057 + 0,001 0,231 +0,013
HNOs 0,088 + 0,001 0,368 £ 0,006
CH3COOH 0,132 + 0,002 0,560 + 0,009
HCI 0,271 + 0,002 0,390 £ 0,012

N =2, SD = standardna devijacija

0,6
0,5
0,4

0,3

w (ukupni fenoli)/%

0,2

0,1

msumporna kiselina ®oksalna kiselina ® nitratna kiselina & klorovodi¢na kiselina ® octena kiselina

0

Slika 18. Ovisnost masenih udjela fenola o kiselinama primjenjenim pri ekstrakciji pektina iz
srebrne pokozice.
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Isto tako uzorci tretirani sumpornom kiselinom su najsvjetliji pa je to ujedno i razlog
zbog Cega je u njima naden najmanji udio fenola. Na temelju boje uzoraka prikazanih u
Tablici 11 te rezultata ukupnih fenola (Tablica 16) moze se utvrditi da koli¢ina fenola opada
s porastom svjetline uzoraka.

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuCiti da pektin izoliran iz srebrne
pokozice ne sadrzi znatne koli¢ine fenola §to znaci da su tijekom procesa prociSc¢avanja

pektinskih izolata etanolom i acetonom uspje$no uklonjeni.
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5. ZAKLJUCAK

Na osnovu dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1.

Najvece koli¢ine ukupnih fenola i flavonoida iz srebrne pokozice ekstrahirane su pri
volumnom udjelu etanola od 70 %, temperaturi od 70 °C i vremenu od 15 min. Najmanja
koli¢ina ekstrahirana je 50 %-tnim etanolom pri 5-minutnoj ekstrakciji i temperaturi od 50
°C.

Najvece koli¢ine ukupnih fenola u kavi ekstrahirane su pri volumnom udjelu etanola od
70 %, temperaturi od 50 °C i vremenu od 15 min. Najmanja koli¢ina ekstrahirana je 50 %-
tnim etanolom pri 5-minutnoj ekstrakciji i temperaturi od 70 °C. Najvece koli¢ine
flavonoida u kavi ekstrahirane su 70 %-tnim etanolom pri 70 °C i vremenu ekstrakcije od
15 minuta dok su najmanji prinosi postignuti takoder 70 %-tnim etanolom pri temperaturi
od 50 °C i vremenu od 15 minuta.

Udio masti u kavi je od 8,93 % dok u srebrnoj pokozici iznosi 9,09 %.

Najzastupljenije masne kiseline u srebrnoj pokozici su C22:0 i C20:0, dok u kavi
prevladavaju: C18:2n6> C16:0> C18:1n9 > C18:0.

Uzorci pektina srebrne pokozice ekstrahirani s H2SO4 su svjetliji u odnosu na standard a
ostali uzorci su tamniji od standarda neovisno o kiselini koja se koristila pri ekstrakciji.
Uzorci pektina su zeleniji i plavlji u odnosu na standard.

Pektinski uzorci ekstrahirani klorovodicnom kiselinom imali su najve¢i udio
galakturonske kiseline (57,86 %). Pektinski uzorci ekstrahirani sumpornom kiselinom
imali su najmanji udio galakturonske kiseline (2,9 %).

Najveci udjeli ukupnih Secera dobiveni su u pektinskim uzorcima ekstrahiranim s octenom
kiselinom (42,38 %), dok su najmanji udjeli dobiveni kod uzoraka ekstrahiranih sa
sumpornom kiselinom (11,68 %).

Pektinski ekstrakti imaju nizak udio ukupnih fenola (0,13 - 0,56 %).
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