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1. UVOD

U danasnje vrijeme otpad u proizvodnji hrane postaje sve veci izazov u postizanju odrzive
buduénosti. S obzirom da u svijetu svake godine nastaju velike koli¢ine agro-industrijskog
otpada, istrazuju se razli¢ite mogucnosti njegove primjene s ciljem potpunog iskoriStavanja
njegovog potencijala, Sto ukljucuje proizvodnju stocne hrane, biogoriva, ekoloski prihvatljivog
gradevinskog materijala, industrijski vaznih enzima, biorazgradivih polimera, limunske ili
mlijec¢ne kiseline, aroma, pigmenata, askorbinske kiseline, fruktooligosaharida i1 pektina. Osim
navedenoga, u zadnje vrijeme sve viSe znanstvenih istraZzivanja posvecuje se izdvajanju
bioaktivnih spojeva, posebice polifenola iz biljnog agro-industrijskog otpada i njihovoj daljnjoj

implementaciji u razli¢ite funkcionalne prehrambene proizvode.

Kakao (Theobroma cacao L.) 1 orah (Juglans regia L.) su biljne vrste koje imaju znacajnu
primjenu u prehrambenoj industriji, posebice konditorskoj. Njithovom preradom generiraju se
relativno velike koli¢ine agro-industrijskog otpada. Ljuska kakaovog zrna nastaje kao
nusproizvod u proizvodnji ¢okolade, a s obzirom na kemijski sastav predstavlja znacajan izvor
vlakana, polifenola i metilksantina. Preradom oraha zaostaju ljuska 1 pregrada te vanjska zelena
mesnata ljuska. Ljuska oraha predstavlja izvor galne 1 elaginske kiseline kao bioaktivnih,

polifenolnih spojeva.

Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti koji se u biljkama sintetiziraju kao obrambene
komponente protiv fizioloSkih i okoliSnih ¢imbenika (Rasouli 1 sur., 2017). Najzastupljeniji su
u vanjskim biljnim tkivima koja se ¢esto odbacuju tijekom prerade neke biljne sirovine. Uz
polifenole, za ljusku kakaovog zrna znacajni su metilksantini - purinski alkaloidi s brojnim
pozitivnim u¢incima na ljudsko zdravlje. Brojna znanstvena istrazivanja usmjerena su upravo
na optimiranje uvjeta ekstrakcije bioaktivnih spojeva iz biljnog agro-industrijskog otpada

konvencionalnim i inovativnim tehnikama.

Konvencionalne tehnike ekstrakcije podrazumijevaju uporabu otapala sa ili bez primjene
topline, dok se u inovativnim ekstrakcijama primjenjuje specificna tehnologija koja se temelji

na unosu odredenih oblika energije u matriks uzorka (Bursa¢-Kovacevi¢ i sur., 2018).

Cilj ovoga rada je istraziti ljusku kakaovog zrna te ljusku oraha kao potencijalne inovativne
izvore polifenola 1 metilksantina te ispitati u¢inkovitost konvencionalnih 1 inovativnih tehnika

ekstrakcije u izdvajanju istih.






2. TEORIJSKI DIO

2.1. AGRO-INDUSTRIJSKI OTPAD

U danasnje vrijeme, globalni napori u borbi za prehranjivanje rastu¢eg svjetskog stavnovnistva
nemaju jedino za cilj povecati svjetsku proizvodnju hrane, ve¢ sve viSe smanjiti gubitke i otpad
u proizvodnji hrane u zemljama u razvoju i u razvijenim zemljama (Manoj i sur., 2020). Izrazi
»gubitci® 1 ,,0tpad* u proizvodnji hrane obi¢no se koriste za opisivanje ukupnih gubitaka i
otpada unutar razliCitih segmenata lanca opskrbe hranom: berbe, prerade, proizvodnje,
distribucije 1 potrosnje (Vilarino 1 sur., 2017). Gubici u proizvodnji hrane odnose se na
smanjenje mase jestive hrane koja nastaje u proizvodnji, fazi nakon berbe 1 obrade u lancu
opskrbe hranom te prije potroSnje. Otpad u proizvodnji hrane odnosi se na hranu koja je dobre
kvalitete 1 pogodna za prehranu ljudi, ali se ne konzumira jer se odbacuje na kraju lanca
proizvodnje 1 opskrbe (Lipinski 1 sur., 2013). Organizacija za prehranu i poljoprivredu
Ujedinjenih naroda (FAQO) procijenila je 2011. godine da se priblizno 1,3 milijardi tona hrane
godiSnje na globalnoj razini izgubi ili postane otpad Sto iznosi 24 % ukupno proizvedene hrane
(Vilarino 1 sur., 2017; Lauri i sur., 2012). Do gubitaka 1 otpada u proizvodnji hrane moze do¢i
u bilo kojem segmentu proizvodno - opskrbnog lanca. Tijekom berbe nastane priblizno 20 %
gubitaka 1 otpada, dok tijekom proizvodnje nastaje 24 - 30 % globalnog gubitka 1 otpada u
proizvodnji hrane, a u fazi potros$nje 30 - 35 % (Lauri 1 sur., 2012; Lipinski 1 sur., 2013). U
pogledu gubitaka u proizvodnji hrane odabranih prehrambenih sirovina, najve¢i gubici
ostvaruju se u proizvodnji voca i povréa (39 - 44 %), zatim slijede korijeni 1 gomolji s 33 % te
zitarice (20 - 22 %), dok u proizvodnji mesa nastane relativno mali udjel gubitaka i otpada

(Lauri 1 sur., 2012).

Agro-industrijskim otpadom smatra se otpad koji nastaje tijekom proizvodnje hrane, a kako bi
se smanjila njegova koli¢ina potrebno je razviti i primjenjivati adekvatnu strategiju
gospodarenja istim. Organizacija za prehranu i poljoprivredu Ujedinjenih naroda (FAO) 2013.
godine predstavila je plan ciljanog smanjenja gubitaka i otpada hrane za pola do 2030. godine
na globalnoj razini (Omolayo i sur., 2021). Na osnovu toga, mnoge drzave istrazuju nacine
smanjenja gubitaka i otpada u proizvodnji hrane na lokalnoj i regionalnoj razini (Omolayo i

sur., 2021).

U literaturi se, u kontekstu gospodarenja otpadom iz proizvodnje hrane, koristi ,,obrnuta
piramida“ kao hijerarhija za maksimalno smanjenje koli¢ine otpada prema kojoj se prvenstveno

predlaze: (i) prevencija kroz minimalizaciju viska hrane i otpada od hrane, zatim (ii)



preraspodjela, doniranje i redistribucija viska hrane, a potom (iii) prenamjena bacene hrane u
sto¢nu hranu. Nize prioritetna namjena ukljucuje (iv) industrijsku upotrebu ostataka hrane i
kompostiranje, nakon ¢ega slijedi (v) odlaganje, kao naCin zbrinjavanja s najnizim prioritetom

(Agencija za zastitu okolisa Sjedinjenih Drzava, 2019).

U prehrambenoj industriji nastaju velike koli¢ine otpada u proizvodnji voc¢a i povréa (Slika 1)
kao Sto su kora krumpira, jabuke ili citrusa, pulpa ili sjemenke. Nakon ekstrakcije ulja iz
sjemenki, zaostaje velika koli¢ina preradenih ostataka koji su poznati kao uljne pogace. Taj
agro-industrijski otpad je relativno jeftin, a sadrzi veliku koli¢inu sastojaka koji imaju

.....

poput slame, ljuske ili mekinja.

INDUSTRIJA INDUSTRIJA VOCAI
ZITARICA POVRCA
= Slama = Kora
- Ljusl-:e. = Pulpa
= Mekinje = Sjemenke
= Prekrupa = Trulo voce 1 povrce
= Otpadna voda

POLJOPRIVREDNI MLIJECNA
OSTACI INDUSTRIJA I OSTALO
= Klip kukuruza = Sirutka
= Bagasa = Stepka
= Melasa = Uljne pogace
= CSL (engl. Com Steep = Kuhinjski otpad
Liquor) = Pilece perje
= Tekuci otpad od manioke = Ostaci ribe
= Sojina pogaca

Slika 1. Neke vrste agro-industrijskog otpada (Panesar i sur., 2015)

2.1.1. Moguc¢nosti primjene agro-industrijskog otpada

Proizvodnja sto¢ne hrane jedan je od naj¢es¢ih nacina ponovnog koriStenja agro-industrijskog
otpada (Ajila 1 sur., 2012). Iako je agro-industrijski otpad jeftin izvor hranjivih sastojaka,

mnogo je ogranic¢enja za njegovu upotrebu u prehrani zivotinja poput: udjela proteina i njihove



bioloske vrijednosti, probavljivosti, energetske vrijednosti, udjela vitamina i minerala, udjela
vlakana te prisutnosti za Zivotinje potencijalno toksi¢nih spojeva. Kada agro-industrijski otpad
nije primjenjiv za prehranu zivotinja, zbrinjava se postupkom kompostiranja koje
podrazumijeva konverziju biljnog supstrata u stabilan produkt — kompost, uz pomo¢ zajednice
razli¢itih mikroorganizama te je prac¢eno oslobadanjem plinova (ugljikov dioksid 1 amonijak),

topline 1 vode (Kuci¢ Grgic i sur., 2019).

Danas se velika paznja pridaje razvoju ekoloski prihvatljivih pesticida, tzv. biopesticida za
suzbijanje StetoCina 1 osiguranje odrzive poljoprivredne proizvodnje. Neke vrste agro-
industrijskog otpada (odbaceni krumpir, srebrna pokozica kave i bagasa Secerne trske) mogu se
koristiti u proizvodnji spora Beauveria bassiana za dobivanje biopesticida primjenjivih za

kontrolu Stetnika banane, Sec¢erne trske, soje 1 kave (Santa 1 sur., 2005).

Agro-industrijski otpad takoder se koristi za proizvodnju razlicitih vrsta biogoriva, kao

alternativa fosilnim gorivima, od kojih se naj¢es¢e koristi bioetanol (Sadh i sur., 2018).

Takoder, agro-industrijski otpad moze se koristiti 1 u proizvodnji ekoloski prihvatljivog
gradevinskog materijala. Ljuska ili talog kave te bagasa pokazuju potencijal kao alternativni

aditivi glinenim opekama (Yasodha, 2018).

Agro-industrijski otpad poput pSenicne slame, bagase, rizinih mekinja, pSeni¢nih mekinja itd.
sadrzi velike koli¢ine prirodnog izvora ugljika pa se moze koristiti za proizvodnju industrijski

vaznih enzima (Jecu, 2000).

Osim navedenoga, agro-industrijski otpad ima primjenu i u proizvodnji biorazgradivih
polimera, koje sintetiziraju razni mikrooragnizmi, primjerice iz hidrolizata rizine slame (Sindhu

1sur., 2013).

S obzirom da limunska kiselina ima Siroku primjenu u prehrambenoj industriji, veliki je interes
znanstvenika za pronalaZzenjem jeftinih sirovina za njezinu proizvodnju. Proizvodnja limunske
kiseline, ali 1 drugih organskih prehrambenih kiselina, poput mlije¢ne, fermentacijom iz agro-
industrijskog otpada najekonomicniji je 1 naj¢es¢i nacin, a mogu se koristiti razliCite vrste agro-
industrijskog otpada, poput otpada iz prerade ananasa, komina jabuke i kore citrusa (Torrado i
sur., 2011). Istrazivanje Couto i Sanroman (2006) pokazalo je da se mlije¢na kiselina moze

proizvesti od bagase Secerne trske ili otpada nakon prerade mrkve.

Isto tako, mnoga istrazivanja usmjerena su i na primjenu agro-industrijskog otpada u

proizvodnji pigmenata visoke stabilnosti i1 Cistoce, pri ¢emu se najceS¢e koriste razliciti
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nusproizvodi prerade voca. Zbog svog prirodnog podrijetla, mikrobno proizvedeni pigmenti
imaju nekoliko prednosti u odnosu na sintetske, poput biorazgradivosti, niske toksi¢nosti te
ekoloske prihvatljivosti (Yusuf 1 sur., 2017). Monascus purpureus ima dobru sposobnost
fermentacije agro-industrijskog otpada za proizvodnju Zutih pigmenata (Yusuf 1 sur., 2017).
Takoder, pigmenti se mogu i izdvajati iz biljnog agro-industijskog otpada. Zbog svoje
hidrofilnosti, betalain iz kore cikle moze se ekstrahirati vodom ili vodenom otopinom metanola

odnosno etanola (Zin 1 sur., 2020).

Budu¢i da je vanilin jedna od najvaznijih aroma u prehrambenoj industriji, posljednjih godina
znanstvena istrazivanja usmjerena su na pronalazak ekonomicnih, ekoloski prihvatljivih i
odrzivih nacina proizvodnje iz agro-industrijskog otpada. U tu svrhu koriste se nusproizvodi

zitarica kao Sto su kukuruz, riza i pSenica te pulpa Secerne repe (Yusuf'i sur., 2017).

Potencijal agro-industijskog otpada istrazuje se i u smislu proizvodnje prebiotika kao zamjena
konvencionalnim supstratima u postupcima enzimske sinteze, a posebice se u tom smislu
istrazuje proizvodnja fruktooligosaharida zbog njihove poznate i dokazane prebiotiCke
ucinkovitosti. U tu svrhu mogu se iskoristiti nusproizvodi bogati saharozom (melasa Se¢erne
trske, melasa Secerne repe 1 nusproizvod datulja), kore razli¢itog vo¢a (manga, banane, ananasa

1 narance) 1 druga biljna tkiva (lis¢e banane, kukuruza i Se€erne trske) (Arfelli i sur., 2016).

Kora citrusa 1 pulpa Secerne repe sadrze znaCajne koli¢ine pektina koji se moze iskoristiti u
proizvodnji dzemova, zelea i jestivih filmova ili kao funkcionalni dodatak, odnosno za
obogacivanje prehrambenih proizvoda topljivim vlaknima ili kao prebioticki sastojak (Rastall

1 sur., 2005).

Biljni agro-industrijski otpad danas se sve viSe koristi za proizvodnju bioaktivnih spojeva koji
imaju Siroku primjenu i brojne pozitivne u¢inke na ljudsko zdravlje te se mogu koristiti za
obogacivanje prehrambenih proizvoda, kao i za proizvodnju dodataka prehrani. Stoga je u

Tablici 1 prikazan popis znanstvenih istrazivanja na tu temu.

Za proizvodnju bioaktivnih spojeva posebno su zanimljivi nusproizvodi industrije voca i povréa
jer su jeftini i dostupni u velikim koli¢inama. Kora slatke 1 gorke narance, limuna i mandarine
znacajni su izvori fenolnih kiselina i flavonoida, posebice polimetoksiflavona, flavanona i
glikoziliranih flavanona (Castro-Vazquez 1 sur., 2016). Ti bioaktivni spojevi imaju
antialergijsko, protuupalno, antimikrobno i antikancerogeno djelovanje (Benavente-Garcia i

Castillo, 2008).



Tablica 1. Pregled izdvajanja bioaktivnih spojeva iz nekih vrsta biljnog agro-industrijskog otpada

Ljuska crvenog luka

“‘.

Kora krumpira

Pokozica i sjemenke
rajcice

Komina crnog grozda

Kvercetin, kvercetin-3-
glukozid, izoramnetin 1
kemferol

Kvercetin 1 njegovi derivati

Flavonoidi, ferulinska
kiselina, klorogenska
kiselina

Polifenoli

Likopen

Polifenoli

Ekstrakcija metanolom, 145
min, 44 °C

Ekstrakcija vodom i glicerolom
uz suotapalo 2-hidroksipropil-£-
ciklodekstrin

Ekstrakcija hidroalkalnom
otopinom, 120 min, 75 °C

Ekstrakcija 96 % - tnim
etanolom, 8 h, sobna
temperatura

Ekstrakcija etilnim acetatom, 15
min, sobna temperatura

Maceracija 80 % - tnim
etanolom, 48 h, sobna
temperatura

Ekstrakcija etanolom, omjer
otapala i uzorka 9:1, pH = 1,5,
180 min

Dodatak pseni¢nom kruhu za
povecanje antioksidacijskog
kapaciteta

Obogacivanje jogurta

Sprjecavanje oksidacije
sojinog ulja

Sprjecavanje oksidacije lipida
1 bjelanCevina u filetima
skuse

Proizvodnja jestivih filmova

Sprjecavanje oksidacije lipida
u pileCem mesu

Sprjecavanje oksidacije
djevicanskog maslinovog ulja
1 suncokretovog ulja

Piechowiak i sur.,
2020

Mourtzinos i sur.,
2018

Rodriguez i sur.,
2014

Farvin i sur.,
2011

Gomez-Estaca 1
sur., 2015

Shirahigue i sur.,
2011

Lafka i sur., 2007



Kora jabuke, osim $to ima sposobnost inhibicije oksidacije lipida, sadrzi 1 fitokemikalije
antikancerogenih svojstava (Knekt 1 sur., 2002). Pozitivni u¢inci na zdravlje posljedica su
prisutnosti razli¢itih polifenolnih spojeva ¢iji antioksidacijski kapacitet je pet do Sest puta veci
nego u pulpi jabuke (Leccese 1 sur., 2009). Kora jabuke takoder sadrzi jedinstvene flavonoide,
poput kvercetin glikozida, kojih nema u pulpi (Rupasinghe 1 Kean, 2008). Komina narancasto
— ljubicasto - crvene mrkve sadrzi fenolne kiseline koje imaju veliki antioksidacijski potencijal,
a antocijanini imaju preventivno djelovanje na kardiovaskularne bolesti te sprjeavaju

oksidaciju lipida (Arscott i Tanumihardjo, 2010).
2.1.2. Ljuska kakaovog zrna

Kakaovo zrno je sjemenka ploda kakaovca (Theobroma cacao L.), a njegova proizvodnja u
sezoni 2018./2019. iznosila je 4,8 milijuna tona (ICCO, 2019). Najve¢i proizvodaci kakaovog
zrna su Obala Bjelokosti 1 Gana koje ¢ine 60 % svjetske proizvodnje, slijedi Ekvador sa 7 %,

dok je u Aziji najveci proizvoda¢ Indonezija (Slika 2).

Q m Obala Bjelokosti

n Gana
Ekvador
B Kamerun

B

¥  Nigerija
Indonezija
® Brazil
® Peru
m  Afrika Dominikanska Republika
¥ Amerika Kolumbija
¥  AzijjaiOceanija Ostatak svijeta

Slika 2. Udjel proizvodnje kakaovog zrna na kontinentima (A) i u drzavama (B) tijekom

sezone 2018./2019. (ICCO, 2019)

Kakaova zrna smjeStena su unutar mahune (ploda) i obavijena su bijelom, ljepljivom i sluzavom
pulpom (Slika 3). Ovalnog su oblika, a sastoje se od vanjske ljuske (testa) koja obavija dva
kotiledona i malu klicu (Okiyama i sur., 2017). Nakon berbe plodova, kakaova zrna izdvajaju
se zajedno s pulpom i podvrgavaju fermentaciji, nakon koje slijedi faza susenja. U proizvodnji
cokolade, fermentirana i osuSena kakaova zrna prze se, prilikom ¢ega se izdvaja vanjska ljuska
zrna, dok kotiledoni odlaze na daljnju preradu. Ljuska kakaovog zrna ¢ini 10 - 17 % ukupne
mase zrna (Hashimoto 1 sur., 2018), a u neSto manjem udjelu izdvaja se kao nusproizvod s
obzirom da se nikada u cijelosti ne ukloni sa zrna. Ljuske su vlaknasti materijali vrlo velike

¢vrstoce pa u daljnjoj preradi kakaovog zrna mogu znacajno otezati mljevenje ili pak oStetiti



strojeve (Figueroa i sur., 2019) te je njihovo izdvajanje u postupku prerade kakaovog zrna vrlo
vazno. Prema Codex Alimentariusu, u kakaovim proizvodima nije dopusten udjel kakaove

ljuske vec¢i od 5 % (Beckett, 2018).

Kakaovo zmo
Kotiledon

- Ljuska
Plod kakaovca kakaovog
zrma

Slika 3. Dijelovi ploda kakaovca i1 kakaovog zrna (Rojo-Poveda i sur., 2020)

Uzimaju¢i u obzir udjel ljuske u zrnu 1 podatke o proizvodnji kakaovog zrna, u svijetu se u
prosjeku proizvede vise od 700 000 tona ljuske godiSnje, a od toga samo u Europi proizvede se

vise od 250 000 tona godisnje (Rojo-Poveda i sur., 2020).

Ljuska kakaovog zrna konvencionalno se koristi u poljoprivredi za malCiranje tla u voénjacima,
vrtovima, urbanim krajolicima, a povremeno i u organskoj proizvodnji povrca kako bi se suzbio
rast korova (Bond i Grundy, 2001). Takoder, moze se djelomi¢no koristiti kao dodatak
uobic¢ajenoj zivotinjskoj prehrani, a buduc¢i da sadrzi teobromin moze imati negativan ucinak
na neke vrste zivotinja (Andrade 1 sur., 2010). Nadalje, moze se koristiti za proizvodnju etanola,
bioplina, kao adsorbens te za proizvodnju biofilamenata koji se koriste u 3D printanju razlicitih

predmeta za kucanstvo 1 biomedicinske svrhe (Tran 1 sur., 2017).

Ipak, zbog bogatog kemijskog sastava (Tablica 2) sve viSe se istrazuje potencijal ljuske
kakaovog zrna za ponovnu primjenu u prehrambenoj industriji. Jozinovi¢ i suradnici (2017)
proizveli su kukuruzni snack - proizvod obogacen ljuskom kakaovog zrna postupkom
ekstruzije, a Sanchez Mundo i suradnici (2017) uspje$no su iskoristili brasno ljuske kakaovog
zrna u proizvodnji muffina 1 keksa. Takoder, ljuska kakaovog zrna u kombinaciji sa zainima
moze se iskorisiti u pripremi napitka (Munichiello, 2016). Topljiva vlakna ljuske kakaovog
zrna mogu se potencijalno iskoristiti kao zamjena za mast u ¢okoladnim muffinima ili se mogu
upotrijebiti u pripremi pSeni¢nog kruha (Martinez-Cervera 1 sur., 2011). Aladedunye (2014)
predlozio je dodatak ekstrakta ljuske kakaovog zrna u ulja koja se koriste za przenje radi

usporavanja oksidacije.



Tablica 2. Kemijski sastav ljuske kakaovog zrna

Proteini 20,9
Masti 2,3
Ugljikohidrati 7,9
Ukupna vlakna 55,1 Rojo-Poveda i sur.,
Netopljiva vlakna 423 2020
Topljiva vlakna 12,8
Voda 5,9
Pepeo 7,9
Pektin 7.5 Vrlesnzlgrllrll 1sur.,
Kalcij 0,23
Magnezij 0,48
Kaljj 1,71
Natrij 0,016
) ) Zeljezo 0,048 _
Minerali Chung i sur., 2003
Bakar 0,004
Selen 0,0002
Kobalt 0,0001
Cink 0,001
Krom 0,005
Ukupni? 4,182
Polifenoli ~ Flavonoidi® 0,549 Nsor-Atindana i sur.,
Bioal?tiv.ni Tanini® 1.290 2012
spojevi :
Metilksantini Teobro‘mm 1,09 Barbosa-Pereira i
Kafein 0,42 sur., 2018

@ jzrazeno kao ekvivalent galne kiseline; ® izrazeno kao ekvivalent katehina

2.1.3. Ljuska oraha

Orah (Juglans regia L.) se u svijetu intenzivno uzgaja zbog iznimno bogatog nutritivnog sastava
1 raznovrsne primjene u prehrambenoj industriji. Ukupna proizvodnja oraha u svijetu u 2019.
godini iznosila je oko 4,5 milijuna tona (FAO, 2020). Daleko najve¢i proizvodaci su azijske
zemlje s priblizno 71 % svjetske proizvodnje medu kojima je dominantna Kina (60 %), a u

Europi je najveci proizvoda¢ Turska (Slika 4).



u Afrika
» Amerika
» Azija

» Europa

» Oceanija

= Uzbekistan
» Rumunjska
= Francuska

n SAD

= Kina

u lran

= Turska

» Meksiko

= Ukrajina

u Cile

Slika 4. Udjel proizvodnje oraha na kontinentima (A) 1 u drzavama (B) tijekom 2019. godine

(FAO, 2020)

Plod oraha (Slika 5) sastoji se od zelene mesnate, glatke ljuske koja je nejestiva, a kada se ta

ljuska ukloni ostaje smeda ljuska u kojoj se nalazi jezgra (sjemenka) koju obavija tanka kozica

(Jahanban-Esfahlan i Amarowicz, 2018).

Slika 5. Dijelovi ploda oraha (Queiros i sur., 2019)

Ljuska je srediS$nji dio ploda oraha 1 morfoloski predstavlja endokarp te ¢ini i do 67 % ukupne

mase oraha (Ayrilmis 1 sur., 2013). S obzirom na svjetsku proizvodnju oraha, moze se

procijeniti da njihovom preradom zaostane godiSnje priblizno 1,5 milijuna tona otpada u obliku

smede Cvrste ljuske (Ayrilmis i1 sur., 2013). Ljuska oraha lignocelulozne je prirode te u

njezinom sastavu dominiraju lignin, celuloza i hemiceluloza (Tablica 3).
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Tablica 3. Udjel dominantnih komponenata u sastavu ljuske oraha

Sastojak Udjel (%) Referenca
Lignin 52,3
Celuloza 25,5 Dermibas, 2005
Hemiceluloza 22,2

Ljuska oraha konvencionalno se koristi kao gorivo ili za ogrijev, ali takav nacin iskoriStavanja
nije energetski ucinkovit, niti ekoloski prihvatljiv (Ayrilmis i sur., 2013). Yang 1 suradnici
(2015) predlozili su razne metode hidrolize celuloze 1 hemiceluloze iz ljuske oraha kako bi se
dobili jednostavni Seceri koji se mogu koristiti u proizvodnji bioetanola. Takoder, ljuska oraha
moze se koristiti u proizvodnji aktivnog ugljena, prirodnih vlakana i praha koji se mogu koristiti
u razli¢itim industrijama (Khantwal i sur., 2016). Tako su Uddin i Nasar (2020) iskoristili prah

ljuske oraha kao adsorbent za uklanjanje metilen plave boje iz onecis¢ene vode.

Neka istrazivanja pokazala su da je ljuska oraha bogata fenolnim kiselinama i1 drugim

polifenolnim spojevima (Almonte-Flores i sur., 2015).

Primjena ljuske oraha u prehrambenoj industriji nedovoljno je istrazena, ali pretpostavlja se da

ekstrahirani polifenoli mogu posluziti kao potencijalni prirodni antioksidansi.

2.2. BIOAKTIVNI SPOJEVI

Bioaktivni spojevi definiraju se kao oni spojevi koji posjeduju biolosku aktivnost i sposobnost
moduliranja metabolickih procesa, Sto rezultira povoljnim u¢inkom na zdravlje konzumenta
(Shirahigue 1 Ceccato-Antonini, 2020). Aktivnost ovih spojeva ukljucuje antioksidacijsko
djelovanje, inhibiciju ili indukciju enzima, inhibiciju aktivnosti receptora te indukciju i
inhibiciju ekspresije gena (Correia i sur., 2012). Bioaktivni spojevi pripadaju razli¢itim
kemijskim skupinama spojeva te su izrazito heterogeni s obzirom na sastav, strukturu i svojstva.
Zbog toga, njihova podjela nije jednoznacna, odnosno, mogu se klasificirati na vise nacina.
Jedna od najces¢ih podjela prikazana je na Slici 6. Razlicita biljna tkiva i dijelovi biljaka, poput
ljuske, kostica, lis¢a, korijenja i stabljika mogu biti bogati i smatrati se izvorom razliCitih
bioaktivnih spojeva (Veneziani i sur., 2017), a u nastavku su opisane skupine bioaktivnih

spojeva zastupljene u ljusci kakaovog zrna 1 ljusci oraha.
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[ Bioaktivni spojevi ]
|

I [ 1 . :
[Polifenolni spojevi] [ Karotenoidi ] [ Tokoferoli ] [ Fitosteroh ] [Ofga::os;::)om ]

Flavanoli

=== Fenolne kiseline Tanini Stilbeni Lignani

Flavanoni ~ Hidroksicimetne ‘

kiseline
Flavonoli / Hidroksibenzojeve ‘

kiseline
Flavoni
Izoflavoni
Antocijanidini

Slika 6. Podjela bioaktivnih spojeva (Shirahigue i Ceccato-Antonini, 2020)
2.2.1. Polifenolni spojevi

Polifenolni spojevi su sekundarni biljni metaboliti koji u svojoj strukturi sadrze aromatski
prsten (hidrofobna domena) i jednu ili viSe hidroksilnih skupina (hidrofilna domena) vezanih
na njega (Vermerris i Nicholson, 2006). U biljnim materijalima su mnogobrojni i danas ih je
poznato vise od 8 000 (Crozier i sur., 2006). Unutar biljnog matriksa, bilo da se radi o biljnim
sirovinama ili nusproizvodima prerade istih, nalaze se u obliku monomera, oligomera i
polimera te vrlo ¢esto u konjugiranim oblicima poput estera ili glikozida. Oligomerni polifenoli
imaju stupanj polimerizacije u rasponu od 2 do 10, dok polimeri imaju stupanj polimerizacije

veci od 10 (De Camargo 1 sur., 2018).

Polifenolni spojevi poznati su po svojim fizioloSkim u¢incima koji u prvom redu ukljucuju
antioksidacijsko 1 modulacijsko djelovanje na imunoloski sustav i mikrobiotu (Kawabata i sur.,
2019). Osim toga, mogu imati i antibakterijsko, antiparazitno, antivirusno, protuupalno,
antikancerogeno 1 antihipertenzivno djelovanje (Suleria i sur., 2015). Djelovanje polifenola,
posebice antioksidacijsko, proizlazi iz njihove kemijske strukture. Broj i polozaj hidroksilnih

skupina, prisutnost dvostruke veze i1 sposobnost delokalizacije elektrona odreduju sposobnost
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polifenola da neutraliziraju slobodne radikale i doniraju atome vodika (Leicach i Chludil,
2014). Takoder, polifenoli mogu u¢i u interakciju s komponentama stani¢ne membrane,
enzimima, transkripcijskim faktorima i receptorima (Fraga i sur., 2010). Stoga se smatra da su
polifenolni spojevi najvazniji nehranjivi bioaktivni spojevi u ljudskoj prehrani (Zhang 1 Tsao,
2016). Pozitivan utjecaj polifenola na ljudsko zdravlje ovisi o konzumiranoj koli¢ini i
bioraspolozivosti. Udjel polifenolnih spojeva u pojedinim biljnim vrstama ovisi o brojnim
faktorima, kao Sto su ekoloski uvjeti (temperatura, vlaga, tlo, nadmorska visina 1 klimatski

uvjeti) 1 biotic¢ki utjecaji (biljojedi i ljudski faktori) (Boros i sur., 2010).

Biljni agro-industrijski otpad sadrzi znacajne koli¢ine polifenolnih spojeva. Konkretno,
nusproizvodi orasastih plodova, prerade Zitarica, uljarica, voca i povréa mogu biti bogatiji
polifenolima od produkata njihove prerade (De Camargo i sur., 2018) jer su polifenoli
koncentrirani u vanjskim dijelovima biljaka. Istrazivanje De Oliveira 1 suradnika (2017)
pokazalo je da polifenoli iz nusproizvoda prerade grozda mogu ucinkovitije smanjiti razinu

kolesterola i triglicerida od onih u crnom vinu.
2.2.1.1. Flavonoidi

Flavonoidi su najveca skupina polifenolnih spojeva u biljkama, a do danas ih je identificirano

vise od 6 400 (Harborne 1 Baxter, 1999).

Flavonoidi se u osnovnoj strukturi (Slika 7) sastoje od 15 ugljikovih atoma rasporedenih u tri
prstena (C6-C3-C6). A 1 B su aromatski prsteni, a C je povezan s 3 ugljikova atoma u oblik
heterociklickog prstena. Na temelju broja nezasi¢enih/zasi¢enih veza i supstituenta na C
prstenu, flavonoidi se dijele u 6 podskupina (Slika 6). U biljnim materijalima flavonoidi mogu
biti prisutni u slobodnom ili konjugiranom obliku, a uglavnom se nalaze kao glikozidi.
Glikanski dio molekule moze biti vezan na OH skupinu (O-glikozid) ili na ugljikov atom (C-
glikozid). Otkriveno je vise od 80 razli¢itth molekula Se¢era koji mogu biti vezani na
flavonoide, a uobicajeni glikozidi su glukozidi, glukuronidi, galaktozidi, arabinozidi i
ramnozidi (Hollman i Arts, 2000). Flavonoidi se takoder pojavljuju kao sulfatirani i metilirani
derivati te mogu tvoriti derivate s lipidima, aminima, karboksilnim 1 organskim kiselinama

(Duthie 1 sur., 2003).
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Slika 7. Osnovna struktura flavonoida (Luna-Guevara i sur., 2019)

Flavanoli ¢ine vrlo slozenu podskupinu flavonoida ukljucuju¢i monomerne (flavan-3-oli),
oligomerne (procijanidini) i vrlo slozene polimerne oblike, poznate kao kondenzirani tanini.
Struktura flavanola ima dva asimetri¢na atoma ugljika (C-2 1 C-3) koji su odgovorni za
postojanje Cetiri izomera molekule flavan-3-ola: katehin, epikatehin, galokatehin 1
epigalokatehin (Slika 8) (De Pascual-Teresa i sur., 2010). Katehin je najvazniji predstavnik iz
skupine flavanola. Flavan-3-oli mogu se lako kondenzirati u oligomerne procijanidine i

polimerne kondenzirane tanine (Hollman i Arts, 2000).

OH
A B
HO 0 HO 0
T/A/ ~N X \/\‘/ OH
NN oK N “~OH
OH OH

Slika 8. Kemijska struktura katehina (A) i epikatehina (B) (Kumar i Pandey, 2013)

Tanini se mogu naci u preko 500 razli€itih biljnih vrsta u kojima su locirani u korijenju, kori,
plodovima, liS¢u i/ili sjemenkama (Hassanpour i sur., 2011), a ¢ini ih heterogena skupina
spojeva relativno velike molekulske mase (do 20 000 Da) i sloZzene strukture (Olivas 1 sur.,
2015). Mogu se Kklasificirati u dvije velike skupine: (i) tanini koji se mogu hidrolizirati
(hidrolizabilni tanini) 1 (ii) oni koji se ne mogu hidrolizirati, tj. kondenzirani tanini (Chung i

sur., 1998).
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Tanini koji se mogu hidrolizirati (Slika 9A) su esteri Se¢ernog alkohola kao $to je glukoza i
galne kiseline (galotanini) ili heksahidroksidifenske kiseline (elagitanini) (Chung i sur., 1998).
Dijele se u tri podskupine: (i) jednostavne derivate galne kiseline, (ii) galotanine 1 (iii)
elagitanine (Amarowicz i Janiak, 2018). Oni se lako hidroliziraju s kiselinama, bazama ili
enzimima pri ¢emu se oslobadaju odgovarajuci ugljikohidrati i fenolne kiseline (Wang 1 sur.,
2013), ali se mogu 1 oksidativno kondenzirati i tvoriti polimere velikih molekulskih masa.
Najpoznatiji hidrolizabilni tanin je taninska kiselina, po strukturni galotanin, koja se sastoji od
molekule pentagaloil glukoze (glukoza esterificirana s 5 molekula galne kiseline) koja se moze
esterificirati s jo§ pet jedinica galne kiseline (Bravo, 1998). Relevantni izvori hidrolizabilnih
tanina su razli¢ito vo¢e poput jagoda, malina, kupina, arti¢oka, nara; oraSasti plodovi poput
pekan oraha, oraha i kestena te pica poput soka od nara, grozda, kao i1 konjak, crno vino 1 viski

(Lipinska i sur., 2014).

Kondenzirani tanini ili proantocijanidini (Slika 9B) nastaju polimerizacijom monomera flavan-
3-ola, kao Sto su katehin, epikatehin, galokatehin ili leukocijanidin i1 vezu se preko C-C veza, a
ponekad preko C-O-C veza kojima nedostaju ugljikohidratne jezgre (Gu i sur., 2003).
Kondenzirani tanini mogu se nac¢i u vocu poput aronije, brusnica, borovnica, Sljiva, crnog
ribizla, jagoda 1 jabuka; zatim u ljusci kakaovog zrna, crvenom grahu; oraSastim plodovima
poput ljesnjaka, pekan oraha, pistacija i badema; u pi¢ima poput crnog vina i piva te u za¢inima
kao §to su cimet i curry (Prior i Gu, 2005).
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Slika 9. Kemijska struktura elagitanina (A) i proantocijanidina (B) (Reis Giada, 2013)
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2.2.2. Metilksantini

Metilksantini su metilirani derivati ksantina koji se proizvode u biljkama i Zivotinjama 1 moze
th se na¢i u vecini ljudskih tekucina i tkiva (Zrenner i1 sur., 2006). Te purinske baze su
heterociklicki kompleksi koji nastaju spajanjem pirimidinskih 1 imidazolnih prstenova (Talik i
sur., 2012). Medu najpoznatijim metilksantinima su: 3,7-dimetilksantin, 1,3,7-trimetilksantin i

1,3-dimetilksantin, poznatiji kao teobromin (Slika 10), kafein i teofilin (Carrageta i sur., 2018).

il O il
JOP
|

CH,

Slika 10. Kemijska struktura teobromina, najdominantnijeg metilksantina u ljusci kakaovog

zrna (Carrageta i sur., 2018)

Izvori metilksantina u prehrani su kakaovi proizvodi, kava i ¢aj. Udjel teobromina u suhoj tvari
kakaovog zrna krece se u rasponu od 1 do 2.9 %, dok je udjel kafeina znatno nizi, oko 0,23 %
(Vega 1 Kwik-Uribe, 2012). Metilksantini djeluju na sredisSnji ziv€ani sustav i krvozilni sustav
povecavajuci protok krvi kroz koronarne arterije, gastrointestinalni, miSi¢ni te respiratorni

sustav, Sto relaksira bronhijalne misic¢e (Spiller, 1998).
2.2.3. Antioksidacijski potencijal bioaktivnih spojeva

Slobodni radikali su atomi ili molekule kojima u posljednjoj orbitali nedostaje elektron $to ih
¢ini nestabilnima 1 visoko reaktivnima. Oni postizu ravnotezu primanjem elektrona drugih
molekula (Fernandes i sur., 2018). Te reaktivne molekule stvaraju se tijekom normalnog
stanicnog metabolizma, a neki od primjera su superoksidni anion, hidroksilni radikal i
hidroperoksidni radikal (Ayala 1 sur., 2014). ViSak slobodnih radikala ima Stetne ucinke na

vazne stani¢ne makromolekule, poput lipida, proteina i nukleinskih kiselina (Pizzino 1 sur.,

2017).

Antioksidansi su kemijski spojevi sposobni neutralizirati slobodne radikale ili smanjiti
oStecenja koja oni uzrokuju (Kumar i sur., 2018). Antioksidacijsko djelovanje moze se posti¢i
izravnim doniranjem elektrona slobodnim radikalima i njihovom stabilizacijom ili regulacijom

aktivnosti transkripcijskih faktora koji sudjeluju u regulaciji ekspresije gena detoksikacijskih i

16



antioksidacijskih enzima kao Sto su superoksid dismutaza, katalaza i glutation peroksidaza

(Lingappan, 2018).

Upravo se flavonoidi smatraju jednima od najjacih biljnih antioksidanasa, a izvrsno
antioksidacijsko djelovanje ovih spojeva povezano je s: (i) prisutnos¢u hidroksilnih skupina na
polozaju 3' 1 4' B prstena, koje daju visoku stabilnost formiranom radikalu i omogucuju
delokalizaciju elektrona, 1 (i1) 2,3-dvostruke veze u prstenu C, zajedno s karbonilnom skupinom
na polozaju 4 atoma, Sto omogucuje delokalizaciju elektrona iz prstena B. Pored toga, slobodne
hidroksilne skupine na polozaju 3 prstena C i na polozaju 5 prstena A, zajedno s karbonilnom
skupinom na poloZaju 4 takoder su vazne za antioksidacijsko djelovanje ovih spojeva (Slika
11) (Sanchez-Moreno, 2002). Antioksidacijska ucinkovitost flavonoida smanjuje se
supstitucijom hidroksilnih skupina sa Se¢erima (glikozilirani oblici flavonoida) (Rice-Evans i

sur., 1996).

NN N AN
" N TOH 3 OH
| T
OH O OH | O
OH

Slika 11. Strukturne skupine vazne za antioksidacijsko djelovanje flavonoida (Kazazi¢, 2004)

Iako je antioksidacijsko djelovanje tanina znatno slabije izrazeno u wusporedbi s
antioksidacijskim djelovanjem flavonoida, istrazivanja su pokazala da je antioksidacijsko
djelovanje tanina povezano s njihovim stupnjem polimerizacije (Reis Giada, 2013). U

kondenziranim 1 hidrolizabilnim taninima velike molekulske mase antioksidacijsko djelovanje
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moze biti 15 do 30 puta jace od onoga koje se pripisuje jednostavnim polifenolnim spojevima

(Sanchez-Moreno, 2002).

Metilksantinima, takoder se pripisuju antioksidacijska svojstva. Istrazivanja pokazuju da je
kafein ucinkoviti hvata¢ hidroksilnih i1 alkoksilnih radikala (Leon-Carmona i Galano, 2011) Sto
ima za posljedicu antioksidacijsko djelovanje i zastitu stanica od oSte¢enja putem smanjenja

peroksidacije lipida (Grucka-Mamczar i sur., 2009).

2.3. EKSTRAKCIJA
Ekstrakcija je prvi korak u analizi biljnog materijala jer omogucuje izdvajanje i karakterizaciju
zeljenih komponenata. Prije ekstrakcije biljni materijal priprema se pranjem, suSenjem i

mljevenjem kako bi se dobio homogeni uzorak i povecao kontakt povrsine uzorka s otapalom

(Sasidharan 1 sur., 2010).

Za ekstrakciju polifenola najesce se koristi voda u kombinaciji s organskim otapalima
(acetonom, etanolom, metanolom ili etil acetatom). Izbor otapala za ekstrakciju ovisi o vrsti i
svojstvima komponente koju se zeli ekstrahirati. Prilikom izbora potrebno je uzeti u obzir: (i)
polarnost; (ii) to¢ku kljucanja - treba biti Sto niza da olakSa odvajanje otapala od komponente;
(i11) reaktivnost - otapalo ne smije reagirati s ekstraktom, niti se smije razgradivati; (iv)
viskoznost - otapalo mora biti niske viskoznosti; (v) stabilnost otapala na toplinu, kisik 1 svjetlo;
(vi) sigurnost otapala pri upotrebi - po mogucénosti nezapaljivo, neSkodljivo za tehnicara i
konzumenta te prilikom odlaganja ne smije ugrozavati okolis; (vii) dostupnost otapala; (viii)
cijena otapala - po mogucénosti §to jeftinije; (ix) pogodnost otapala za ponovnu upotrebu (Albu

1 sur., 2004).

Prema radu Chew i suradnika (2011) porast temperature tijekom ekstrakcije povecava
ucinkovitost ekstrakcije polifenola. Vrijeme ekstrakcije je takoder bitan parametar jer
dugotrajno vrijeme ekstrakcije moze utjecati na proces oksidacije polifenola (Dai 1 Mumper,

2010).
2.3.1. Konvencionalne tehnike ekstrakcije

Konvencionalne tehnike ekstrakcije temelje se na primjeni selektivnih otapala uz povisenu
temperaturu mijesaju¢i reakcijsku smjesu. Ukljucuju: (i) infuziju, (ii) dekokciju 1 (iii)

maceraciju.
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Infuzija je tehnika ekstrakcije bioaktivnih spojeva iz biljnog materijala u otapalu kao $to je

voda, ulje ili alkohol tako da materijal s vremenom ostane suspendiran u otapalu.

Dekokcija je tehnika ekstrakcije koja ukljuuje kontinuiranu vrucu ekstrakciju koriStenjem
odredene koli¢ine vode ili nekog drugog otapala. Osuseni, samljeveni ili biljni materijal u prahu
stavlja se u Cistu posudu, a zatim se ulije voda ili neko drugo otapalo i promijeSa. Tada se
tijekom postupka primjenjuje temperatura oko 100 °C kako bi se ubrzala ekstrakcija, a postupak

traje oko 30 minuta.

Maceracija se smatra tehnikom ekstrakcije u ustaljenom stanju. Usitnjeni biljni materijal stavi
se u zatvorenu posudu s otapalom i ostavi stajati na sobnoj temperaturi dva do tri dana, uz
povremeno mijesanje da se topljiva tvar otopi. Koristi se zatvorena posuda kako bi se sprijecilo
isparavanje ekstrakcijskog otapala. Nakon ekstrakcije smjesa se filtrira ili dekantira (Manousi
1sur., 2019). Kako bi se povecao prinos ekstrakcije, maceracija moze biti viSestruka. Dvostruka
ili trostruka maceracija pogodna je kada se ekstrahiraju komponente visoke vrijednosti i u
slucajevima kada koncentrirani macerat sadrzi ulje. Obi¢no je potrebno isparavanje drugog ili

treceg ekstrakta kako bi se smanjio ukupni volumen otapala (Handa 1 sur., 2008).

Glavni nedostaci konvencionalnih tehnika ekstrakcije su upotreba velikih koli¢ina organskih

otapala 1 dugo vrijeme ekstrakcije (Zhang i sur., 2018).
2.3.2. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Ultrazvuk predstavlja zvucne valove u podrucju od 20 do 2 000 kHz (Rodino i Butu, 2019).
Prolaskom takvih valova kroz tekuc¢i medij dolazi do pojave kavitacije, odnosno lokalno
izrazenih 1 naglih promjena u tlaku i temperaturi koji uzrokuju nastanak, rast i imploziju
mjehuri¢a plina u otapalu (Azmir i sur., 2013). To moZze prouzrociti daljnje mehanicke efekte,
poput disrupcije stanicnog materijala (Shams i sur., 2015). Osim toga, dio oslobodene energije
ultrazvukom se transformira u toplinu, §to za posljedicu takoder ima smanjenje viskoznosti
otapala, njegovo lakSe prodiranje u ¢vrsti materijal 1 pospjesivanje difuzije komponente koja se

ekstrahira.

Opcenito, ultrazvucna ekstrakcija provodi se pomocu ultrazvu¢ne kupelji 1 ultrazvucne sonde.
Ultrazvucna kupelj je ekonomicnija i jednostavnija za uporabu, ali niska ponovljivost
ekstrakcija provedenih u istoj ograni¢ava njezinu primjenu u postupku ekstrakcije (Kumar i

sur., 2020). Ultrazvucna sonda je pogodnija od ultrazvu¢ne kupelji zbog veceg ultrazvucnog
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intenziteta te se koristi kao snazno sredstvo za ekstrakciju bioaktivnih spojeva (Chemat i sur.,

2017).

Za ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz biljnog agro-industrijskog otpada obicno se koristi
ultrazvuk snage izmedu 20 1 120 kHz jer niska frekvencija visokog intenziteta proizvodi jako
smicanje 1 mehanicku silu poZeljnu za ekstrakciju, dok visoka frekvencija niskog intenziteta
proizvodi veliki broj reaktivnih radikala (Kumar 1 sur., 2020). Kao otapalo za ekstrakciju
polifenola iz agro-industrijskog otpada, najces¢e se koristi etanol jer ima najveci afinitet za
polifenole, lako je dostupan, dobiva se iz obnovljivih izvora te ima GRAS status (Rami¢ i sur.,

2015).

Moderne tehnike ekstrakcije kao §to je ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom imaju prednosti
pred konvencionalnim tehnikama koje uklju¢uju: manju potro$nju organskih otapala, krace
vrijeme ekstrakcije 1 vecu selektivnost (Zhang i sur., 2018). Medutim, ultrazvuk ponekad moze
imati negativan utjecaj na bioaktivne spojeve jer moze utjecati na stvaranje slobodnih radikala

koji uzrokuju nezeljene promjene na molekulama (Handa i sur., 2008).

Zbog navedenih prednosti, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom istrazuje se za ekstrakciju
bioaktivnih spojeva iz biljnog agro-industrijskog otpada, a neki primjeri s parametrima

ekstrakcije navedeni su u Tablici 4.
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Tablica 4. Pregled primjene ultrazvucne ekstrakcije bioaktivnih spojeva iz biljnog agro-industrijskog otpada

Ljuska makadamijinog

oraha

Komina
jabuke

Kora
mandarine

Kora nara

PokozZica
crvenog
grozda
Kora
krumpira

PokoZica i
sjemenke
rajcice
PSeni¢ne
mekinje

PR S%e §

Polifenoli

Flavonoidi

Proantocijanidini

Katehin

Hesperidin

Karotenoidi

Antocijani

Polifenoli

Karotenoidi

Polifenoli

50 % - tni
aceton

50 % - tni
etanol
50 % - tni
etanol

Metanol

58,8 % - tno
suncokretovo
ulje

Etanol 10,1 %
- tni HC1

80 % - tni
metanol

Etanol:heksan
50:50

70 % - tni
etanol

30 min

28 min

60 min

30 min

3h

30 min

10 min

25 min

35°C

30 °C

40 °C

51,5 °C

21°C

35°C

25°C

60 °C

GAE - ekvivalenti galne kiseline; RUE - ekvivalent rutina; CATE - ekvivalent katehina

50 Hz

24 kHz

60 kHz

20 kHz

2450 MHz

33 kHz

20 kHz

40 kHz

0,3255 mg
100g™!

2,17 mg g’!
4,24 mg
GAE g!

11,32 mg
100g™!

3,12 mg
GAE g!

Dailey 1
Vuong, 2015

Virot i sur.,
2010

Mai sur.,
2008

Goula i sur.,
2017

Ghassempour 1
sur., 2008

Kumari i sur.,
2017

Luengo i sur.,
2014

Wang i sur.,
2008
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

U ovome radu koristene su ljuska kakaovog zrna (Theobroma cacao L.) i ljuska oraha (Juglans
regia L.) (Slika 12). Ljuska kakaovog zrna dobivena je iz prehrambene industrije Zvecevo d.d.,
kao nusproizvod prZenja kakaovog zrna u postupku proizvodnje ¢okolade. Dodatno je usitnjena
u mlincu za kavu za domacinstvo kako bi se dobila homogena frakcija za analize. Ljuska oraha
pripremljena je kao otpad iz domacinstva nakon izdvajanja jezgri oraha. Izdvojena ljuska
dodatno je usitnjena u kugli¢cnom mlinu (Mixer Mill MM 400, Retsch, Njemacka) uzastopnim

ciklusima u trajanju od 1 min do postizanja Zeljene homogenosti materijala za analize.

Slika 12. Sekundarne biljne sirovine koriStene za ekstrakcije bioaktivnih spojeva

(Anonymous 1; Anonymous 2)
3.1.1. Kemikalije

Sve koriStene kemikalije bile su visoke analiticke (p. a.) ili HPLC ¢istoce.

Priprema ekstrakata

= Etanol, 96 %, Kefo d.o.o0. (Zagreb, Hrvatska)

Karakterizacija bioaktivnog sastava ekstrakata spektrofotometrijskim metodama

Odredivanje udjela ukupnih polifenola

* Folin-Ciocalteau reagens; Kemika (Zagreb, Hrvatska)

= Natrijev karbonat, bezvodni; Kemika (Zagreb, Hrvatska)

= QGalna kiselina, > 97, 5 %; Sigma Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)
Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

= Metanol; J.T.Baker (Pennsylvania, SAD)
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= 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikal; Fluka (Buchs, Svicarska)
»  6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox); Fluka (Buchs,
Svicarska)
Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom
= Etanol, 96 %; Kefo d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

= Kalijev peroksodisulfat; Fluka (Buchs, Svicarska)

= 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina), diamonijeva sol (ABTYS);
Sigma Algrich/Merck (St. Louis, SAD)

»  6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox); Fluka (Buchs,
Svicarska)

QOdredivanje ukupnih proantocijanidina

= Amonijev zeljezo (II) sulfat dodekahidrat; Kemika (Zagreb, Hrvatska)
= Etanol, 96 %; Kefo d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)
= Klorovodic¢na kiselina (37 % - tna otopina); Kemika (Zagreb, Hrvatska)
= n-butanol; Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Odredivanje pojedinacnih bioaktivnih spojeva HPLC metodom

= Acetonitril, HPLC kvalitete, Fischer Scientific (Loughborough, Ujedinjeno
Kraljevstvo)
= Analiticki standardi bioaktivnih spojeva:
o Elaginska kiselina (> 97 %); Fluka Biochemika/ Sigma Aldrich/Merck,
(St. Louis, SAD)
o Epikatehin (> 90 %); Sigma Aldrich/Merck, (St. Louis, SAD)
o Galna kiselina (> 97,5 %); Sigma Aldrich/Merck, (St. Louis, SAD)
o Kafein (> 99 %); Fluka/Sigma Aldrich/Merck, (St. Louis, SAD)
o Protokatehinska kiselina (> 97 %); Acros Organics/Thermo Fisher
Scientific (Waltham, SAD)
o Teobromin (> 99 %); Sigma Aldrich/Merck, (St. Louis, SAD)
= Metanol, J.T.Baker (Pennsylvania, SAD)
= Mravlja kiselina; Carlo Erba (Val de Reuil, Francuska)
= Voda HPLC kvallitete (vodljivost < 10 uS)
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3.1.2. Pribor i aparatura

Priprema ekstrakata

Aparatura za filtraciju (Biichnerov lijevak, filter papir Whatman No.1, Erlenmeyerova
tikvica)

Laboratorijska centrifuga SL8 R s rotorom s utorima pod fiksnim kutem
(HIGHConic™III); Thermo Scientific (Massachusetts, SAD)

Laboratorijska vaga preciznosi 0,01g, GF- 3000 EC; A&D Instruments (Tokio, Japan)
Laboratorijski pribor: teflonski magnetici, silikonske cijevi, metalni stalci, parafinsko
ulje, gumene brtve, termometar

Laboratorijsko posude: tikvice s okruglim dnom, staklene c¢ase, staklene menzure,
magneti¢i, kapaljke, laboratorijska zZlica, odmjerne tikvice, vodeno hladilo, kristalizirke,
Falcon epruvete 50 mL

Magnetska mjeSalica Wise Stir SMHS-6; Witeg (Werthrim, Njemacka)

Ultrazvucna kupelj, EImasonic S 60 H; Elma (Singen, Njemacka)

Ultrazvucna sonda UW3100 (promjera 3 mm); Bandelin Electronic (Berlin, Njemacka)

Karakterizacija bioaktivnog sastava ekstrakata spektrofotometrijskim metodama

Laboratorijski pribor: mikropipete P200 i P1000 (Gilson, Francuska)

Laboratorijsko posude: staklene epruvete, mikropipete, pipete, kivete za
spektrofotometrijsko mjerenje s cepovima

Spektrofotometar, Genesys 10 Ss UV-Vis, Thermo Ficher Scientific (Waltham, SAD)
Tresilica (MX-S), DLAB Scientific Co. (Beijing, Kina)

Vodena kupelj, Termomedicinski aparati ,,Bodalec TKS-1 (Dugo Selo, Hrvatska)

Odredivanje pojedinacnih bioaktivnih spojeva u ekstraktima primjenom HPLC analize

Analiti¢ka vaga (New Classic ML204/01), Mettler-Toledo (Ziirich, Svicarska)

HPLC kolona Zorbax Extended C - 18 (250 x 4,6 mm, 5 um), Agilent Technologies
(Kalifornija, SAD)

HPLC vijale s pripadaju¢im navojnim Cepovima sa septom, Agilent Technologies
(Kalifornija, SAD)

Laboratorijski pribor: plasticne Sprice (2 mL), mikrofilteri (regenerirana celuloza)
veli¢ine pora 0,2 um (13/45) (Macherey-Nagel, Njemacka), ladice za vaganje
Laboratorijsko stakleno posude: reagens boce, pipete, laboratorijske ¢ase, odmjerne

tikvice, menzure
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= Tekucinski kromatograf Agilent Series 1 200, Agilent Technologies (Santa Clara,
Kalifornija, SAD) sastavljen od degazera, kvaterne pumpe, automatskog injektora s
autosamplerom, termostata kolone 1 DAD (engl. diode-array) detektora

= Ultrazvucna kupelj, Elmasonic S 60 H, Elma (Singen, Njemacka)

3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprema ekstrakata

Za potrebe istrazivanja provedene su razliCite vrste ekstrakcija ljuske kakaovog zrna i ljuske
oraha u vodenim otopinama etanola razli¢itih koncentracija (Slika 13). U svim ekstrakcijama
kao otapalo koriStene su vodene otopine etanola (96 %) volumnog udjela 50 % 1 80 %, dok je

omjer uzorak:otapalo iznosio 1:20 (w/v).

* 30 minuta
e 80 °C

|

» 20 minuta
* 100 °C

|

* 48 sati
* sobna temperatura

|

* 30 minuta
* nije kontrolirana

|

* 5 minuta
* nije kontrolirana

.

Slika 13. Vrste ekstrakcija primijenjene u istrazivanju

3.2.1.1. Konvencionalne ekstrakcije

Od konvencionalnih ekstrakcija primijenjene su: infuzija, dekokcija i maceracija. Za provedbu
infuzije 1 dekokcije, uzorci (1 g) pomijeSani su s otapalom (20 mL) u tikvicama s okruglim
dnom te su tikvice postavljene na povratno vodeno hladilo i uronjene u uljnu kupelj prethodno

zagrijanu na ciljanu temperaturu ekstrakcije (infuzija — 80 °C; dekokcija — 100 °C). Ekstrakcija
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je provedena uz konstantno mijeSanje na magnetskoj mijesalici tijekom 30 min (infuzija),
odnosno 20 min (dekokcija). Po zavrSetku ekstrakcije, tikvice su skinute s hladila 1 uronjene
kratko (5 min) u hladnu vodu. Sadrzaj tikvica zatim je filtriran preko Biichnerovog lijevka i
Whatman No.1 filter papira, a u boci sisaljci izdvojen je filtrat koji je kvantitativno prenesen u
odmjernu tikvicu od 25 mL te nadopunjen do oznake prikladnim otapalom. Za provedbu
maceracije, uzorak je pomijesan s otapalom u Falcon epruveti od 50 mL te ostavljen tijekom
48 h pri sobnoj temperaturi na mracnom mjestu. Uzorci su kratko homogenizirani na tresilici
svakih 10 - 12 h. Po zavrSetku maceracije, sadrzaj Falcon epruveta je vakuum - filtriran preko
Biichnerovog lijevka i Whatman No.1 filter papira te je u boci sisaljki izdvojen filtrat koji je
zatim kvantitativno prenesen u odmjernu tikvicu od 25 mL te nadopunjen do oznake prikladnim
otapalom. Za izdvajanje 50 % - etanolnog ekstrakta (supernatanta) ljuske kakaovog zrna
koriStena je centrifuga (9500 o min’!, 10 min, sobna temperatura) zbog otezane filtracije.

Pripremljeni ekstrakti Cuvani su u hladnjaku u Falcon epruvetama do provedbe analiza.
3.2.1.2. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

U ekstrakcijama potpomognutima ultrazvukom kao izvor ultrazvuka koristene su: ultrazvucna
kupelj 1 ultrazvu¢na sonda. Uzorci su pomijeSeni s otapalom (1:20, w/v) u Falcon epruvetama
od 50 mL 1 uronjeni u ultrazvucnu kupelj (200 W, 37 kHz) ispunjenu vodom sobne temperature.
Ekstrakcija je provedena tijekom 30 min kontinuiranog rada kupelji, a po isteku vremena
izmjerena je temperatura vode u kupelji (nije prelazila 40 °C). Ekstrakt je izdvojen filtriranjem
sadrzaja epruveta preko Biichnerovog lijevka i Whatman No.l filter papira te je zatim
kvantitativno prenesen u odmjernu tikvicu od 25 mL i nadopunjen do oznake prikladnim
otapalom. Kod primjene ultrazvu¢ne sonde, sonda je uronjena u smjesu uzorka i otapala u
Falcon epruveti (50 mL) do pola visine te je zatim ukljuCen uredaj pri amplitudi 60 %.
Ekstrakcija je provedena u trajanju od 5 min. Izmjerena temperatura u uzorku nakon provedene
ekstrakcije iznosila je: za ljusku kakaovog zrna priblizno 50 °C (50 % EtOH), odnosno 60 °C
(80 % EtOH) te za ljusku oraha priblizno 60 °C (50 % EtOH), odnosno 65 °C (80 % EtOH). Po
isteku vremena, ekstrakti su izdvojeni vakuum - filtracijom preko Biichnerovog lijevka i
Whatman No.1 filter papira, a izdvojeni filtrati u boci sisaljki zatim su kvantitativno preneseni
u odmjernu tikvicu od 25 mL te nadopunjeni do oznake prikladnim otapalom. Za izdvajanje 50
% - etanolnog ekstrakta (supernatanta) ljuske kakaovog zrna koriStena je centrifuga (9 500 o
min”!, 10 min, sobna temperatura) zbog otezane filtracije. Pripremljeni ekstrakti ¢uvani su u

hladnjaku u Falcon epruvetama do provedbe analiza.
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3.2.2. Karakterizacija bioaktivnog sastava ekstrakata
3.2.2.1. Odredivanje udjela ukupnih polifenola

Princip metode:

Za odredivanje udjela ukupnih polifenola primijenjena je metoda kolorimetrijske reakcije
reduciraju¢ih agenasa (fenola) s Folin-Ciocalteau reagensom. Folin-Ciocalteau reagens je
smjesa fosfovolframove 1 fosfomolibdenove kiseline koje se reduciraju do plavo obojenih
volframovih 1 molibdenovih oksida uslijed oksidacije fenoksidnih iona iz uzorka. Intenzitet
nastalog plavog obojenja, proporcionalan koncentraciji fenolnih spojeva u uzorku, mjeri se 2 h

od pocetka reakcije, pri 765 nm (Ough i Amerine, 1988; Singleton 1 Rossi, 1965).

Postupak rada:

U epruvetu se otpipetira 3,95 mL destilirane vode, 50 puL uzorka, 2,50 mL Folin-Ciocalteau
reagensa (razrijeden s vodom u omjeru 1:2, v/v) 1 7,5 mL 20 % - tne otopine natrijevog
karbonata (Na>xCO3), ¢ime se pokrece reakcija, te se reakcijska otopina dobro homogenizira na
tresilici. Uzorci se ostave 2 h pri sobnoj temperaturi na tamnom mjestu. Nakon isteka vremena
izmjeri se apsorbancija pri 765 nm, uz slijepu probu koja umjesto uzorka sadrzi 50 pL

destilirane vode.

Izracun rezultata:

Udjel ukupnih polifenola racuna se pomocu jednadzbe (1):
y =0,001x + 0,0162; R?=0,9999 [1]

Gdje su:
x — udjel ukupnih polifenola (mg L),

y — izmjerena vrijednost apsorbancije pri 765 nm u odnosu na slijepu probu.

Bazdarni pravac (1) konstruira se za standard galne kiseline, pri ¢emu se za otopine galne
kiseline u rastu¢im, poznatim koncentracijama provede reakcija i mjerenje prema gore
opisanom postupku. Ekstrakti ljuske kakaovog zrna i ljuske oraha analizirani su u paraleli, a
rezultati udjela ukupnih polifenola izraZzeni su kao srednja vrijednost mjerenja (n = 2) s
odgovaraju¢om standardnom devijacijom te se interpretiraju kao ekvivalenti koncentracije

galne kiseline (mg EGK g uzorka).
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3.2.2.2. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Princip metode:

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom temelji se na redukciji DPPH
radikala (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) u metanolnoj otopini (Slika 14). DPPH radikal zbog
nesparenog elektrona pokazuje jaku apsorpciju u vidljivom dijelu spektra (515 nm). U
prisutnosti elektron donora dolazi do sparivanja elektronskog para DPPH radikala te do
promjene ljubicaste boje otopine u Zutu, Sto se prati mjerenjem apsorbancije u opadanju (Brand-

Williams 1 sur.,1995).

J'e 0

|
Ne + AH —> NH + A

O2N NO; O2N NO;
NO; NO;
DPPH DPPH-H

Slika 14. Mehanizam reakcije DPPH radikala s antioksidansom (Casanovas 1 sur., 2015)

Postupak rada:
Pripremi se 0,094 mM otopina DPPH u metanolu. U epruvetu se otpipetira 100 pL uzorka i

doda se 3,9 mL 0,094 mM otopine DPPH te se reakcijska otopina dobro homogenizira na
tresilici. Epruvete se ostave na tamnom mjestu i pri sobnoj temperaturi tijekom 30 min, a zatim
se izmjeri apsorbancija pri 515 nm (Asis) uz slijepu probu. Slijepa proba umjesto uzorka sadrzi

100 uL metanola.

Izracun rezultata:

Antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom racuna se pomocu jednadzbe (2):
y =0,603x — 0,0068; R?=10,9993 [2]

Gdje su:
x - koncentracija otopine Trolox-a (mmol L),

y - izmjerena vrijednost apsorbancije pri 515 nm u odnosu na slijepu probu.
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S obzirom na izostanak reakcije, slijepa proba iskazuje viSe vrijednosti apsorbancije od uzoraka
te se vrijednost AAsis, tj. antioksidacijski u¢inak uzorka dobiva oduzimanjem vrijednosti Asis
uzorka od vrijednosti Asis za slijepu probu.

Bazdarni pravac (2) konstruira se za standard Trolox-a (vodeno - topljiv analog vitamina E),
pri cemu se za otopine Trolox-a u rastu¢im, poznatim koncentracijama provede reakcija i
mjerenje prema gore opisanom postupku. Ekstrakti ljuske kakaovog zrna i ljuske oraha
analizirani su u paraleli, a rezultati antioksidacijskog kapaciteta odredenog DPPH metodom
izrazeni su kao srednja vrijednost mjerenja (n = 2) s odgovaraju¢om standardnom devijacijom

te se interpretiraju kao ekvivalentna koncentracija Trolox-a (umol Trolox g*!' uzorka).
3.2.2.3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

Princip metode:

Ova metoda temelji se na oksido - redukcijskoj reakciji ,,gasenja* plavo - zelenog radikal -
kationa 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS radikal - kation) koji se
formira kemijskom oksidacijom otopine ABTS-a, $to prethodi analizi (Slika 15). U ovome radu
oksidacija otopine ABTS-a provedena je otopinom kalijevog persulfata. Dodatkom
antioksidansa dolazi do redukcije prethodno generiranog ABTS radikala, ovisno o koncentraciji
antioksidansa, njegovom antioksidacijskom potencijalu i trajanju reakcije te se prati mjerenjem

smanjenja apsorbancije ABTS radikala spektrofotometrijski pri 734 nm (Re i sur., 1999).
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Slika 15. Mehanizam reakcije ABTS radikala s antioksidansom (Venkatachalam 1 sur., 2012)

Postupak rada:

Oksidacijom 7 mM vodene otopine ABTS reagensa sa 140 mM otopinom kalijevog
peroksodisulfata pripremi se otopina ABTS" radikala, do kona¢ne koncentracije otopine

kalijevog peroksodisulfata od 2,45 mM. Tako pripremljena otopina ostavi se tijekom najmanje
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16 h 1 pri sobnoj temperaturi kako bi oksidacija bila potpuna. Prije analize pripremljena otopina
oksidiranog ABTS radikala otopina se razrijedi 96 % - tnim etanolom do konac¢nog udjela
ABTS" radikala od 1 % (v/v). Apsorbancija tako pripremljene otopine trebala bi iznositi 0,70
+ 0,02. U epruvetu se otpipetira 40 pL uzorka i 4 mL etanolne otopine ABTS" radikala te se
reakcijska otopina dobro homogenizira na tresilici. Epruvete se ostave u mraku i pri sobnoj
temperaturi tijekom 6 minuta, nakon ¢ega se izmjeri apsorbancija pri 734 nm uz slijepu probu.

Slijepa proba umjesto uzorka sadrzi 40 uL vode.

Izracun rezultata:

Antioksidacijski kapacitet odreden ABTS metodom racuna se pomocu jednadzbe (3):
y =0,303x + 0,0006; R?=10,9995 [3]

Gdje su:
x - koncentracija otopine Trolox-a (mmol L),

y - izmjerena vrijednost apsorbancije pri 734 nm u odnosu na slijepu probu.

S obzirom na izostanak reakcije, slijepa proba iskazuje viSe vrijednosti apsorbancije od uzoraka
te se vrijednost AA734, tj. antioksidacijski uc€inak uzorka dobiva oduzimanjem vrijednost A734
uzorka od vrijednosti A734 za slijepu probu.

Kao 1 kod DPPH metode, bazdarni pravac (3) konstruira se za standard Trolox-a (vodeno -
topljiv analog vitamina E), pri ¢emu se za otopine Trolox-a u rastu¢im, poznatim
koncentracijama provede reakcija i mjerenje prema gore opisanom postupku. Ekstrakti ljuske
kakaovog zrna 1 ljuske oraha analizirani su u paraleli, a rezultati antioksidacijskog kapaciteta
odredenog ABTS metodom izrazeni su kao srednja vrijednost mjerenja (n =2) s odgovaraju¢om
standardnom devijacijom te se interpretiraju kao ekvivalentna koncentracija Trolox-a (umol

Trolox g! uzorka).
3.2.2.4. Odredivanje udjela ukupnih proantocijanidina

Princip metode:

Metoda se temelji na kiselinskoj hidrolizi polimernih molekula proantocijanidina s
klorovodi¢nom kiselinom, pri ¢emu nastaju jednostavni cijanidini (Slika 16). Reakcija je
popracena nastankom crvenog obojenja €iji se intenzitet mjeri spektrofotometrijski pri valnoj

duljini od 550 nm (Bate-Smith, 1973; Porter i sur., 1986).
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Slika 16. Put hidrolize procijanidina B> do cijanidina (Wollgast, 2005)

Postupak rada:

Pripreme se otopine n-butanola i koncentrirane klorovodi¢ne kiseline (n-BuOH:HCI =95 : 5,
v/v)12 % (w/v) otopina amonijevog Zeljezo (I1) sulfata dodekahidrata (NH4Fe(SO4); x 12 H20)
u 2 M HCl-a. Otpipetira se 1 mL razrijedenog uzorka u staklenu epruvetu s ¢epom i zatim se
doda 2 mL otopine n-butanol/HCI1 1 100 pL pripremljene otopine NH4Fe(SOs4)>. Reakcijska
otopina dobro se homogenizira na tresilici te se inkubira tijekom 45 minuta pri 95 °C u dobro

zaCepljenim epruvetama. Zatim, epruvete se ohlade u hladnoj vodi te se ocita apsorbancija
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reakcijske otopine pri 550 nm uz slijepu probu. Slijepa proba priprema se po istom postupku,

ali umjesto uzorka sadrzi jednaki volumen otapala u kojem je pripremljen uzorak.

Izracun rezultata:

Udjel proantocijanidina ra¢una se pomocu jednadzbe (4):
y =0,0321x + 0,0574 R?=10,9995 [4]

Gdje su:
x - koncentracija otopine cijanidin klorida (mg L"),

y - izmjerena vrijednost apsorbancije pri 550 nm u odnosu na slijepu probu.

Bazdarni pravac (4) konstruira se za standard cijanidin klorida u rastu¢im, poznatim
koncentracijama (1 - 25 mg L) te se provede reakcija i mjerenje prema gore opisanom
postupku. Ekstrakti ljuske kakaovog zrna i ljuske oraha analizirani su u paraleli, a rezultati
udjela proantocijanidina izrazeni su kao srednja vrijednost mjerenja (n = 2) s odgovaraju¢om
standardnom devijacijom te se interpretiraju kao ekvivalentna koncentracija cijanidin klorida

(mg CyCl g! uzorka).
3.2.2.5. Odredivanje pojedinacnih bioaktivnih spojeva HPLC metodom

Priprema uzorka:

Ekstrakti ljuske kakaovog zrna 1 ljuske oraha su prije injektiranja u kromatografski sustav

profiltrirani kroz mikrofiltere 0,2 pm (regenerirana celuloza) izravno u HPLC vijale.

Postupak rada:

Analiza je provedena prema metodi razvijenoj u Laboratoriju za tehnologiju ugljikohidrata 1
konditorskih proizvoda (Bels¢ak-Cvitanovic i sur., 2011). U analizi je koriStena kromatografska
kolona Zorbax Extend C18 (4,6 x 250 mm, 5 um, 100 A) (Agilent Technologies, SAD). Uzorak
je injektiran u volumenu od 5 pL, a eluacija je provedena dvokomponentnom mobilnom fazom
(A - 1% (v/v) mravlja kiselina u vodi, B - 1 % (v/v) mravlja kiselina u acetonitrilu), pri protoku
od 1 mL min! i uz gradijent kako slijedi: 0. min — 7 % B, 5. min — 7 % B, 45. min — 40 % B,
47. min — 70 % B, 52. min — 70 % B + 10 min ekvilibracije na pocetne uvjete analize.
Temperatura kolone iznosila je 25 °C. Detekcija analita omogucena je primjenom detektora s
nizom fotodioda (engl. diode array detector, DAD), snimanjem pri valnim duljinama 260, 276
1278 nm, §to odgovara maksimumima apsorpcijskih spektara ocekivanih bioaktivnih spojeva

koji su analizirani ovom metodom.
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Identifikacija i kvantifikacija detektiranih spojeva:

Pikovi na kroamtogramima identificirani su usporedbom retencijskih vremena s poznatim

Cistim standardima te usporedbom apsorpcijskih spektara snimljenih u valnom podrucju 190 -

600 nm. Kvantifikacija identificiranih pikova provedena je koriStenjem konstruiranih bazdarnih

pravaca za pojedini standard (Tablica 5). Prikupljanje 1 obrada podataka provedeni su

aplikacijom OpenLAB CDS ChemStation (v. C.01.10) (Agilent Technologies), a rezultati su

dodatno obradeni u programu Microsoft Office Excel. Rezultati su prikazani kao srednje

vrijednosti s pripadaju¢im standardnim devijacijama.

Tablica 5. Bazdarni pravci identificiranih bioaktivnih spojeva u pripremljenim ekstraktima,

koeficijenti determinacije (R?), valna duljina detekcije te koncentracijski raspon valjanosti

Teobromin y =13,986x + 1,8873

Kafein y =15,688x +2,3310

Epikatehin y =11,424x + 6,2562

Protokatehinska
Kiselina

Galna kiselina  y = 14,827x + 2,3495

y =18,711x + 3,5437

Elaginska

Kiselina y =19,983x +2,0246

1,0000
1,0000
0,9999
1,0000
1,0000

1,0000
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovome radu ispitana je uc¢inkovitost konvencionalnih tehnika ekstrakcije (infuzije, dekokcije
1 maceracije) te ultrazvukom potpomognute ekstrakcije (ultrazvucne kupelji 1 ultrazvucne
sonde), kao inovativne ekstrakcijske tehnike, u izdvajanju bioaktivnih spojeva iz ljuske
kakaovog zrna i ljuske oraha. Dobivenim etanolnim ekstraktima odreden je udjel ukupnih
polifenola 1 proantocijanidina te antioksidacijski kapacitet DPPH 1 ABTS metodama, dok su

primjenom HPLC-DAD analize odredeni pojedinacni bioaktivni spojevi.

4.1. BIOAKTIVNI SASTAV EKSTRAKATA LJUSKE KAKAOVOG ZRNA I LJUSKE
ORAHA

4.1.1. Udjel ukupnih polifenola

Rezultati odredivanja udjela ukupnih polifenola u etanolnim ekstraktima ljuske kakaovog zrna
1 ljuske oraha prikazani su na Slici 17. Najvec¢i udjel ukupnih polifenola odreden je u 50 % -
tnom etanolnom dekoktu, ljuske kakovog zrna (16,30 mg GAE g'! uzorka) i ljuske oraha (11,98
mg GAE g! uzorka). U 50 % - tnim etanolnim infuzijama odreden je ne$to nizi udjel ukupnih

polifenola, ali 1 dalje relativno visok s obzirom na primijenjene tehnike ekstrakcije.

18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

mg GAE g! uzorka

I DMUKUs|I DMUkUs|I D MUkUs I D M Uk Us
50 % EtOH 80 % EtOH 50 % EtOH 80 % EtOH
LiKZ Ljo

Slika 17. Udjel ukupnih polifenola (mg GAE g™' uzorka) u etanolnim ekstraktima ljuske

kakaovog zrna i ljuske oraha
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Medu konvencionalnim tehnikama ekstrakcije, maceracija je rezultirala najnizim udjelom
ukupnih polifenola, posebice za uzorak ljuske kakaovog zrna, gotovo upola manjim u usporedbi
s ekstrakcijama tipa dekokcija i infuzija. S obzirom na udjele etanola u ekstrakciji, vidljivo je
da su u 50 % - tnim etanolnim ekstraktima postignute maksimalne vrijednosti koje su gotovo
dvostruko vecée u odnosu na iste u 80 % - tnim etanolnim ekstraktima, u uzorku ljuske kakaovog
zrna. U ekstraktima pripremljenima ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom, bilo
primjenom ultrazvucne kupelji ili ultrazvucne sonde, odreden je manji udjel ukupnih polifenola
nego u ekstraktima pripremljenima konvencionalnim tehnikama ekstrakcije tipa infuzija 1
dekokcija. Ipak, primjena ultrazvu¢ne sonde pokazala se uc¢inkovitijom od ultrazvucne kupelji
u ekstrakciji polifenola. Kao i kod konvencionalnih tehnika ekstrakcije, 50 % - tna otopina
etanola pokazala se u€inkovitijim otapalom za ekstrakciju polifenola od 80 % - tne, odnosno
odredeni udjeli polifenola su bili priblizno dvostruko veéi. Stoga je primjenom ultrazvuka
najvisi udjel ukupnih polifenola odreden u ekstraktu pripremljenom pomocu ultrazvucne sonde

u 50 % - tnom etanolu (13,58 mg GAE g™ uzorka).

U ljusci oraha je primjena 80 % - tnog etanola rezultirala u prosjeku nesto nizim udjelom
ukupnih polifenola u odnosu na vrijednosti dobivene u ekstraktima pripremljenima u 50 % -
tnoj otopini etanola. Infuzija je, imala neSto nizi udjel ukupnih polifenola u odnosu na dekokt,
dok je u maceratu odreden najnizi udjel ukupnih polifenola koji iznosi 7,46 mg GAE g! uzorka
(50 % - tni etanol) i 5,75 mg GAE g uzorka (80 % - tni etanol). Od inovativnih tehnika
ekstrakcije, najvisi udjel ukupnih polifenola ekstrahiran je ultrazvu¢nom sondom u 50 % - tnoj
otopini etanola (9,72 mg GAE g uzorka), dok je najnizi udjel ukupnih polifenola odreden u
80 % - tnom ekstraktu pripremljenom u ultrazvu¢noj kupelji (5,45 mg GAE g™ uzorka). Na
temelju dobivenih rezultata udjela ukupnih polifenola u ekstraktima ljuske kakaovog zrna 1
ljuske oraha, vidljivo je da je dominantan utjecaj imao odabir otapala, tj. udjel etanola u vodenoj
otopini, pri ¢emu se nizi udjel etanola (50 %) pokazao ucinkovitijim. Osim udjela etanola,
temperatura se takoder pokazala kao faktor koji doprinosi boljoj ekstrakeiji ukupnih polifenola
te su viSe vrijednosti postignute u ekstrakcijama u kojima su koristene vise temperature. U
usporedbi s konvencionalnim tehnikama ekstrakcije, primjena ultrazvuka pokazala je potencijal

s obzirom na skrac¢ivanje vremena ekstrakcije.

Istrazivanje Martineza 1 suradnika (2012) pokazalo je znatno nizi udjel ukupnih polifenola (0,82
mg GAE g uzorka) u ekstraktu ljuske kakaovog zrna pripremljenom konvencionalnom
ekstrakcijom (24 h, 25 °C) u 96 % - tnom etanolu u odnosu na ovaj rad. Wiyono i suradnici

su ekstrakcijom u ultrazvuénoj kupelji primjenom 25 - o - tnog etanola u trajanju
2020 kstrakcij | ¢noj kupelji primj 25-75% 1 janju 20
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- 60 min odredili malo nizi udjel ukupnih polifenola (395,2 - 3291,5 ug GAE mL! uzorka) u
ljusci kakaovog zrna u odnosu na rezultate u ovome radu dobivene istim tipom ekstrakcije.
Barbosa-Pereira i suradnici (2018) su u vodenom ekstraktu ljuske kakaovog zrna dobivenom
primjenom pulsirajuceg elektricnog polja (50 Hz) odredili udjel ukupnih polifenola u rasponu
od 17,88 do 55,16 mg GAE g! suhe tvari, dok su Nsor-Atindana i suradnici (2012) primjenom
mikrovalne ekstrakcije (5 min; 50 °C, 500 W ) u 80 % - tnom etanolnom ekstraktu ljuske

kakaovog zrna odredili 23,36 mg GAE g! uzorka ukupnih polifenola.

Wang i suradnici (2014) su u ljusci oraha odredili znatno visi udjel ukupnih polifenola (14,81
g GAE 100g™' uzorka) konvencionalnom tehnikom ekstrakcije (4 h, 45 °C) koriste¢i 95 % - tni
etanol u odnosu na ovaj rad, isto kao Han i1 suradnici (2018) u svom istrazivanju (51,2 mg GAE
g’! uzorka) primjenivsi ekstrakciju ultrazvu¢nom sondom (15 min, 25 °C) s 50 % - tnim
etanolom. Yang i suradnici (2014) pripremili su vodeni ekstrakt (45 min, 100 °C) ljuske oraha
u kojem su odredili 26,36 mg GAE g! uzorka ukupnih polifenola. Zarghami Moghaddam i
suradnici (2017) su konvencionalnom ekstrakcijom ljuske oraha u metanolu (24 h, 25 °C)
odredili udjel ukupnih polifenola u rasponu od 34,59 do 68,34 mg GAE g™ uzorka. Akbari i
suradnici (2012) proveli su Soxhlet ekstrakciju (30 min, 60 °C) ljuske oraha u 96 % - tnom
etanolu i odredili udjel ukupnih polifenola u rasponu od 9,39 do 32,11 mg GAE 100g™!' uzorka.
Ganesapillai 1 suradnici (2016) su u ekstraktu ljuske oraha dobivenom ekstrakcijom

mikrovalovima (4 min, 180 W) u acetonu odredili 46 mg g! ukupnih polifenola.
4.1.2. Antioksidacijski kapacitet

Antioksidacijski kapacitet etanolnih ekstrakata ljuske kakaovog zrna i ljuske oraha odredeni su
DPPH 1 ABTS metodama, a dobiveni rezultati prikazani su na Slikama 18 1 19. Najveci
antioksidacijski kapacitet odreden DPPH (69,09 umol Trolox g'' uzorka) i ABTS (108,58 pmol
Trolox g uzorka) metodama u ljusci kakaovog zrna odreden je u ekstraktima dobivenima
dekokcijom u 50 % - tnom etanolu, $to je sukladno i najvisem udjelu ukupnih polifenola u ovom

uzorku.
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Slika 18. Antioksidacijski kapacitet (umol Trolox g'! uzorka) etanolnih ekstrakata ljuske

kakaovog zrna i ljuske oraha odreden DPPH metodom

120,00
100,00
80,00
60,00

40,00

umol Trolox g uzorka

20,00

0,00 I
I D MUkUs I D MUkUs I D MUk Us I D M Uk Us

50 % EtOH 80 % EtOH 50 % EtOH 80 % EtOH
LiKZ Ljo

Slika 19. Antioksidacijski kapacitet (umol Trolox g'! uzorka) etanolnih ekstrakata ljuske

kakaovog zrna i ljuske oraha odreden ABTS metodom
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Jednako tako, najnizi antioksidacijski kapacitet s obje metode odreden je u maceratima u 80 %
- tnom etanolu. Vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta za pojedine ekstrakte ljuske kakaovog
zrna pratile su trend udjela ukupnih polifenola, §to je ocekivano, te je odredeno da su

ekstrakcijom u 50 % - tnom etanolu dobiveni ekstrakti vec¢eg antioksidacijskog potencijala.

U ljusci oraha DPPH metodom odreden je nesto visi antioksidacijski kapacitet u 50 % - tnoj
etanolnoj infuziji (39,45 umol Trolox g™' uzorka) u odnosu na dekokt s istim udjelom etanola
(37,68 pmol Trolox g uzorka), dok su ABTS metodom odredene jednake vrijednosti (72,50
umol Trolox g*!' uzorka) u ovim ekstraktima. Najmanje vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta
prate vrijednosti udjela ukupnih polifenola, uz iznimku da je u ekstraktu ljuske oraha
dobivenom ultrazvuénom kupelji primjenom 80 % - tnog etanola odreden najmanji
antioksidacijski kapacitet ABTS metodom, iako taj uzorak nema najmanji udjel ukupnih

polifenola.

Martinez i suradnici (2012) suu 96 % - tnom etanolnom ekstraktu ljuske kakaovog zrna odredili
antioksidacijski kapacitet DPPH metodom u rasponu od 1,57 do 33,93 umol Trolox g*!' uzorka,
a ABTS metodom 2,48 - 22,93 umol Trolox g uzorka, $to su znacajno nize vrijednosti od
rezultata u ovome radu. Wiyono 1 suradnici (2020) su u etanolnom ekstraktu ljuske kakaovog
zrna pripremljenog u ultrazvucnoj kupelji odredili postotak antioksidansa u rasponu od 43,4 do
79,2 DPPH metodom. Zarghami Moghaddam i suradnici (2017) odredili su da metanolni
ekstrakt ljuske oraha reducira DPPH radikal 10,3 %, dok su Akbari i1 suradnici (2012) u
etanolnom ekstraktu dobivenom Soxhlet ekstrakcijom odredili da se taj postotak krece u

rasponu od 7,99 do 17,27.
4.1.3. Udjel ukupnih proantocijanidina

Ukupni proantocijanidini u pripremljenim ekstraktima ljuske kakaovog zrna i ljuske oraha
odredeni su modificiranom metodom po Bate-Smith-u, a rezultati su prikazani na Slici 20.
Najveci udjel ukupnih proantocijanidina odreden je u 50 % - tnim etanolnim dekoktima u obje
sirovine. U navedenim ekstraktima udjel ukupnih proantocijanidina iznosio je 1,34 mg cijanidin
klorida g!' uzorka, dok je u ljusci oraha taj udjel bio gotovo upola manji (0,76 mg cijanidin
klorida g'!' uzorka). U 50 % - tnoj infuziji ljuske kakaovog zrna odreden je neSto manji udjel
ukupnih proantocijanidina, nego u dekoktu, dok je medu konvencionalnim tehnikama
ekstrakcija najmanji udjel ipak odreden u maceratima (0,54 mg cijanidin klorida g uzorka).
Primjenom 80 % - tnog etanola u pripremljenoj infuziji 1 dekoktu odreden je jednaki udjel

ukupnih proantocijanidina (0,75 mg cijanidin klorida g"' uzorka), dok je maceracijom dobiveno
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samo 0,17 mg cijanidin klorida g™ uzorka. Kao i u slu¢aju ukupnih polifenola, 80 % - tni etanol
pokazao se kao manje ucinkovito otapalo za ekstrakciju ukupnih proantocijanidina. U
ekstraktima ljuske oraha pripremljenima infuzijom i dekokcijom u 50 % - tnom etanolu odreden
je najvisi, gotovo jednaki udjel ukupnih proantocijanidina, dok je u ekstraktu pripremljenom
maceracijom odredeno tek 0,47 mg cijanidin klorida g! uzorka. U ekstraktima ljuske oraha
pripremljenima konvencionalnim ekstrakcijama, primjenom 80 % - tnog etanola, odredeni su
nesto manji udjeli ukupnih proantocijanidina u odnosu na iste tipove ekstrakcija provedene s
50 % - tnim etanolom. Primjenom ultrazvuéne ekstrakcije u ljusci kakaovog zrna odreden je
upola manji udjel ukupnih proantocijanidina u odnosu na konvencionalne tehnike ekstrakcije,
infuziju 1 dekokciju u 50 % - tnom 1 80 % - tnom etanolu, dok se u ekstraktima ljuske oraha
rezultati udjela ukupnih proantocijanidina nakon primjene ultrazvuka nisu znacajno razlikovali
u odnosu na one dobivene konvencionalnim tehnikama ekstrakcija za oba otapala. U ljusci
kakaovog zrna 1 ljusci oraha, ekstrakcijom ultrazvué¢nom sondom dobiveni su veci udjeli

ukupnih proantocijanidina u odnosu na ekstrakte pripremljene u ultrazvu¢noj kupelji.
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Slika 20. Udjel ukupnih proantocijanidina (mg cijanidin klorida g! uzorka) u etanolnim

ekstraktima ljuske kakaovog zrna i ljuske oraha

Grillo i suradnici (2018) su u svom istrazivanju odredili nesto manje od 4 g 100g™! oligomernih
proantocijanidina u ljusci kakaovog zrna. Rusu i suradnici (2018) su u ekstraktu pregrade oraha
dobivenog primjenom 75 % - tnog acetona odredili 237,20 mg katehina g! uzorka ukupnih

proantocijanidina ili kondenziranih tanina, a Do Prado 1 suradnici (2014) su u ekstraktu ljuske
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pekan oraha pripremljenom u obliku infuzije i suSenom rasprsivanjem odredili 412,10 mg g’!
uzorka kondenziranih tanina. De la Rosa i suradnici (2011) odredili su raspon proantocijanidina
od 316,1 do 464,4 mg katehina g! uzorka u ekstraktu ljuske pekan oraha pripremljenog u 80 %

- tnoj otopini acetona.

U Tablici 6 prikazane su korelacije rezultata odredene u etanolnim ekstraktima ljuske kakaovog
zrna 1 ljuske oraha. Svi rezultati odredivanja ukupnih polifenola, antioksidacijskog kapaciteta
DPPH i ABTS metodama te ukupnih proantocijanidina pokazuju visoki stupanj korelacije. Kod
ljuske kakaovog zrna najvisa korelacija odredena je izmedu DPPH 1 ABTS analiza odredivanja
antioksidacijskog kapaciteta (0,9956), dok je najmanja korelacija vidljiva izmedu udjela
ukupnih polifenola i ukupnih proantocijanidina (0,9090). Kod ljuske oraha najviSa korelacija
vidljiva je izmedu udjela ukupnih polifenola i1 proantocijanidina (0,9454), dok je najmanja
korelacija odredena izmedu rezultata DPPH analize odredivanja antioksidacijskog kapaciteta 1

udjela ukupnih proantocijanidina (0,8410).

Tablica 6. Korelacije rezultata udjela ukupnih polifenola (UP), antioksidacijskog kapaciteta
(DPPH 1ABTS) 1 ukupnih proantocijanidina (PA) odredenih u etanolnim ekstraktima ljuske

kakaovog zrna i ljuske oraha

1,0000 0,9857 0,9843 0,9090

1,0000 0,9956 0,9355
1,0000 0,9494
1,0000
~ UP DPPH  ABTS  PA
1,0000 0,8920 0,9195 0,9454
1,0000 0,9133 0,8410
1,0000 0,8895
1,0000

4.1.4. Udjel pojedinacnih bioaktivnih spojeva

Odredivanje udjela pojedina¢nih bioaktivnih spojeva u etanolnim ekstraktima ljuske kakaovog
zrna 1 ljuske oraha provedeno je HPLC-DAD analizom. Na Slikama 21 i 22 prikazani su
kromatogrami ekstrakata ljuske kakaovog zrna i ljuske oraha pripremljenih tehnikom infuzije

u 50 % - tnoj 1 80 % - tnoj otopini etanola.
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Slika 21. Kromatogram ekstrakta ljuske kakaovog zrna (DAD 278 nm) pripremljenog infuzijom u otopini 50 % - tnog etanola (PK —

protokatehinska kiselina)
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Slika 22. Kromatogram ekstrakta ljuske oraha (DAD 260 nm) pripremljenog infuzijom u otopini 80 % - tnog etanola (GK - galna kiselina; PK -

protokatehinska kiselina; EK - elaginska kiselina)




Na kromatogramu ekstrakta ljuske kakaovog zrna identificirani su pikovi teobromina,
protokatehinske kiseline, kafeina i epikatehina, a na kromatogramu ekstrakta ljuske oraha galna
kiselina, protokatehinska kiselina 1 elaginska kiselina. Ostali vidljivi pikovi na

kromatogramima nisu mogli biti identificirani s obzirom na dostupne standarde.

Identificirani spojevi ljuske kakaovog zrna 1 ljuske oraha su i kvantitativno odredeni, a dobiveni
rezultati prikazani su u Tablici 7. Ocekivano, u ljusci kakaovog zrna dobivene su najvece
vrijednosti teobromina, dok su udjeli ostala tri identificirana spoja bili znaCajno manji.
Ekstraktabilnost metilksantina, teobromina i1 kafeina, iz ljuske kakaovog zrna, nije pokazala
tako velike razlike s obzirom na tehniku ekstrakcije i primijenjeno otapalo, kao u slucaju
ukupnih polifenola. Ipak, teobromin je najviSe ekstrahiran u ekstraktu pipremljenom tehnikom
infuzije u 50 % - tnom etanolu (6,56 mg g! uzorka), a dekokcijom u istom otapalu ekstrahirano
je priblizno jednako teobromina. Ektrakcija 80 % - tnim etanolom u slu¢aju dekokcije 1 infuzije
pokazala je ne$to manju uéinkovitost u izdvajanju teobromina (5,50 - 5,83 mg g! uzorka), dok
su macerati pripremljeni u ovim otapalima rezultirali gotovo jednakim udjelima teobromina.
Ultrazvuéna sonda pokazala je visoku ucinkovitost u ekstrakciji teobromina, a pritom se 80 %
- tni etanol pokazao kao ucinkovitije otapalo te je postignuta vrijednost jednaka onoj za ekstrakt
pripremljen infuzijom u 50 % - tnom etanolu. Ekstrakcijska u€inkovitost kafeina bila je najveca
za konvencionalne ekstrakcije tipa dekokcija 1 infuzija uz 80 % - tni etanol kao otapalo (0,82 -
0,85 mg g' uzorka). Ekstrakcija maceracijom pokazala se gotovo jednako uginkovitom,
poglavito u slu€aju ekstrakcije 50 % - tnim etanolom. Najmanja uc¢inkovitost odredena je za
ekstrakciju primjenom ultrazvucne kupelji, dok se ultrazvucna sonda pokazala jednako
ucinkovitom kao i1 konvencionalne ekstrakcijske tehnike, neovisno o primijenjenom otapalu.
Od polifenolnih spojeva u ektraktima ljuske kakaovog zrna, identificirani su epikatehin i
protokatehinska kiselina. U¢inkovitost ekstrakcije protokatehinske kiseline bila je podjednaka
za sve ekstrakcijske tehnike 1 oba otapala, uz nesSto vise udjele dobivene konvencionalnim
tehnikama dekokcije 1 infuzije, dok su za ekstrakciju epikatehina bile preferabilne
konvencionalne tehnike dekokcije 1 infuzije uz primjenu 80 % - tnog etanola.

U ljusci oraha od polifenolnih spojeva identificirani su protokatehinska, galna i elaginska
kiselina medu kojima je elaginska kiselina bila najzastupljenija u svim ekstraktima. Elaginska
kiselina najviSe je ekstrahirana u ekstraktu pripremljenom infuzijom u 80 % - tnom etanolu
(148,78 ug g uzorka). Dekokcija u istom otapalu dala je jednake vrijednosti elaginske kiseline
kao i infuzija s 50 % - tnim etanolom (128,07 pug g' uzorka), a maceracijom s oba otapala

dobiveni su priblizno isti udjeli elaginske kiseline u ekstraktima ljuske oraha.
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Tablica 7. Udjel pojedinacnih bioaktivnih spojeva u etanolnim ekstraktima ljuske kakaovog zrna 1 ljuske oraha

Galna

Elaginska

Teobromin Kafein (mg  Epikatehin = Protokatehinska .. . .-
(mg g'uzorka g'uzorka+ (pgg!uzorka kiselina (ug g’ klls Tll;g?k(;l i klls ?11;2?1((5 i
+ SD) SD) + SD) uzorka +SD) & sD) & sD)
I 6,56 + 0,26 0,70+ 0,01 87,87+1,32 278,74 £ 0,74
D 6,38 £0,25 0,69 +0,06 93,97+6,86 265,72+ 18,13
50 % EtOH M 5,57+1,13 0,73 +£0,03 53,73+0,30 257,76 £ 9,88 n.d. n.d.
Uk 5,52 +0,30 0,61 £0,03 4947+1,87 226,40 £ 9,63
Us 5,11 +0,04 0,78+ 0,01 57,48+0,30 258,31 £5,05
I 5,50+ 0,02 0,82+0,00 105,65+1,58 283,05+2,49
D 5,83 +0,26 0,85+0,02 110,00+4,57 296,02+ 7,31
80 % EtOH M 5,68+1,14 0,73+£0,02 54,32+1,00 262,87=+13,17 n.d. n.d.
Uk 4,39+0,17 0,67 +0,02 5327+1,15 233,01 £4,72
Us 6,52 + 0,00 0,74 +0,00 57,47+0,57 256,27 £ 1,55
I 65,99 + 0,46 1791 £1,57 128,40=+2,10
D 61,64 +0,84 16,48 +£0,34 121,26 = 3,07
50 % EtOH M n.d. n.d. n.d. 57,76 £ 1,53 13,56 £ 0,57 98,98 +4,66
Uk 52,30+ 2,79 12,10 £ 0,66 99,58 + 5,70
Us 53,16+ 0,11 12,02 £ 0,23 108,34 + 2,64
I 64,90 + 1,64 16,80 £ 0,27 148,78 + 0,46
D 59,91 + 3,63 12,98+ 1,21 128,07 0,54
80 % EtOH M n.d. n.d. n.d. 59,12 £ 0,06 11,33+0,49 114,74+ 1,04
Uk 48,34 +£ 7,45 9,05+0,20 99,25+12,65
Us 60,52 + 1,66 11,16 £1,56 127,90+ 2,34

,»n.d.“- nije detektiran




U ekstraktima dobivenim ultrazvu¢nom sondom primjenom oba otapala odreden je veci udjel
elaginske kiseline, nego u ekstraktima pripremljenim ultrazvu¢nom kupelji. Ekstrakcijom
ultrazvuénom sondom u 80 % - tnoj otopini etanola dobivena je gotovo jednaka vrijednost
elaginske kiseline kao i1 dekokcijom u istom otapalu te infuzijom u 50 % - tnom etanolu.
Ekstrakcijska ucinkovitost protokatehinske kiseline bila je najveca za infuziju u 50 % - tnom
etanolu (65,99 ng g' uzorka), dekokcija i maceracija bile su gotovo jednako uginkovite
primjenom 50 % - tnog 1 80 % - tnog etanola, a priblizno istom vrijednosti rezultirala je 1
ekstrakcija ultrazvuc¢nom sondom u 80 % - tnom etanolu. Najmanje u¢inkovitom pokazale su
se ultrazvucne ekstrakcije u 50 % - tnom etanolu kao 1 ekstrakcija ultrazvuénom kupelji u 80 %
- tnom etanolu. Ucinkovitost ekstrakcije galne kiseline bila je gotovo jednaka primjenom oba
otapala u svim ekstrakcijskim tehnikama, no medutim infuzija i dekokcija primjenom 50 % -
tnog etanola kao 1 infuzija u 80 % - tnom etanolu bile su nesto u¢inkovitije.

Grillo 1 suradnici (2018) su u ljusci kakaovog zrna odredili udjel teobromina 32,7 = 0,12 mg g
"uzorka §to je znacajno vise od rezultata u ovome radu, dok je udjel kafeina (1,76 + 0,08 mg g
! uzorka) sukladan vrijednostima dobivenima u ovome istrazivanju. Hernandez-Hernandez i
suradnici (2018) su u 80 % - tnom metanolnom ekstraktu ljuske kakaovog zrna odredili 10,20
mg g uzorka teobromina, 1,02 mg g'! uzorka katehina i 15,84 mg g! uzorka epikatehina, dok
kafein nisu detektirali. U vodenom ekstraktu odredili su 8,47 mg g'! uzorka teobromina, 1,65
mg g katehina i 6,93 mg g! uzorka epikatehina, a kafein niti tu nisu detektirali. Barbosa-
Pereira 1 suradnici (2018) su u vodenom ekstraktu dobivenom primjenom pulsirajuc¢eg
elektri¢nog polja odredili raspon teobromina 4,64 - 10,92 mg g! uzorka, kafeina 1,59 - 4,21 mg

g uzorka, epikatehina 0,21 - 2,12 mg g'! uzorka, a katehin nisu detektirali.
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5. ZAKLJUCCI

Iz dobivenih rezultata u ovome istrazivanju izvode se sljedec¢i zakljucci:

1. Primjena 50 % - tnog etanola u ekstrakciji bioaktivnih spojeva iz ljuske kakaovog zrna i
ljuske oraha rezultirala je ekstraktima veceg udjela ukupnih polifenola i1 ukupnih
proantocijanidina te ve¢eg antioksidacijskog kapaciteta, nego primjenom istih ekstrakcijskih
uvjeta i 80 % - tnog etanola kao otapala, Sto je posebno bilo izrazeno za uzorak ljuske kakaovog
zrna. Udjel etanola u otapalu pokazao se kao najvazniji faktor o kojem je ovisila ekstrakcijska

ucinkovitost bioaktivnih spojeva.

2. Temperatura ekstrakcije takoder je bila vazan faktor u postizanju ucinkovite ekstrakcije,
buduci da su veci udjeli ukupnih polifenola, ukupnih proantocijanidina te veci antioksidacijski
kapaciteti postignuti uz primjenu zagrijavanja, bilo primjenom grijaca ili oslobadanjem topline
uslijed djelovanja ultrazvuka. Najniza ekstrakcijska ucinkovitost za navedene parametre
postignuta je ekstrakcijom pri sobnoj temperaturi (maceracija), usprkos tome S$to je u tom

slucaju vrijeme ekstrakcije bilo najduze.

3. U uzorku ljuske kakaovog zrna, najve¢i udjel ukupnih polifenola (16,30 mg GAE g),
ukupnih prooantocijanidina (1,34 mg cijanidin klorida g*! uzorka) te najveéi antioksidacijski
kapacitet (108,58 umol Trolox g!' uzorka) odredeni su u 50 % - tnom etanolnom dekoktu pri
100 °C tijekom 20 min, a tek neSto niZi udjeli odredeni su u 50 % - tnoj etanolnoj infuziji pri

80 °C tijekom 30 min.

4. U uzorku ljuske oraha, najve¢i udjel ukupnih polifenola (11,98 mg GAE g'), ukupnih
proantocijanidina (0,76 mg cijanidin klorida g' uzorka) te najveéi antioksidacijski kapacitet
(72,71 pmol Trolox g uzorka) odredeni su u 50 % - tnom etanolnom dekoktu pri 100 °C
tijekom 20 min, Sto je predstavljalo gotovo jednaku ucinkovitost kao 1 za ekstrakciju tipa

infuzije u 50 % - tnom etanolu pri 80 °C tijekom 30 min.

5. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, pri parametrima definiranima u radu, pokazala se
manje ucinkovitom u odnosu na konvencionalne tehnike tipa dekokcije 1 infuzije, Sto je bilo
razli¢ito izrazeno s obzirom na uzorak i primijenjeno otapalo te su najvece razlike bile vidljive
na uzorku ljuske kakaovog zrna. Ekstrakcijska ucinkovitost pojedine primijenjene tehnike
uvelike ovisi o samom uzorku, kao 1 udjelu bioaktivnih komponenata koje se izdvajaju te

njihovim svojstvima.
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6. Kod ekstrakcije potpomognute ultrazvukom, veca ekstrakcijska ucinkovitost ukupnih
polifenola, ukupnih proantocijanidina, kao 1 antioksidacijski kapacitet dobivenih ekstrakata,

postignuta je primjenom ultrazvucne sonde.

7. Analizom pojedinacnih bioaktivnih spojeva u ljusci kakaovog zrna dominirali su
metilksantini teobromin 1 kafein, a od polifenola flavanoli, posebice proantocijanidini, dok je
pojedinacno odreden samo epikatehin, te protokatehinska kiselina iz skupine

hidroksibenzojevih kiselina, ali u znac¢ajno manjim udjelima nego metilksantini.

8. Odredeni udjeli teobromina, kafeina, epikatehina i protokatehinske kiseline nisu pokazali
znaCajnu ovisnost o primijenjenom otapalu ili ekstrakcijskoj tehnici; Stovise u ekstraktima
pripremljenima infuzijom u 50 % - tnom etanolu i primjenom ultrazvu¢ne sonde 1 80 % - tnog
etanola odredeni su jednaki, ujedno i najvisi udjeli teobromina od priblizno 0,66 % mase
uzorka. Udjeli kafeina bili su u prosjeku deseterostruko manji, udjeli protokatehinske kiseline

u prosjeku dvadeseterostruko manji, a epikatehina stostruko manji.

9. S obzirom na visoke koeficijente korelacije izmedu udjela ukupnih polifenola i
proantocijanidina te antioksidacijskog kapaciteta pripremljenih ekstrakata, kao i relativnu
neovisnost promjene udjela metilksantina ovisno o otapalu i ekstrakcijskoj tehnici, kao nositelji

antioksidacijskog kapaciteta u ljusci kakaovog zrna isticu se proantocijanidini.

10. Analizom pojedina¢nih bioaktivnih spojeva u ljusci oraha, odredene su 3 fenolne kiseline
iz skupine hidroksibenzojevih kiselina: galna, protokatehinska i elaginska, s najviSim
odredenim udjelima od 20, 70 i 150 pg g! uzorka, ¢ija ekstrakcijska u¢inkovitost nije znacajno
ovisila o primijenjenom otapalu 1 ekstrakcijskim uvjetima. Uz proantocijanidine, ovi spojevi

mogu se smatrati dominantnim nositeljima antioksidacijskog kapaciteta ekstrakata ljuske oraha.

11. Ljuska kakaovog zrna i ljuska oraha mogu se smatrati novim vrijednim izvorima bioaktivnih

spojeva, Sto moze biti jedna od osnova njihove primjene u prehrambenoj industriji.
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