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1. Uvod

Kava je najkonzumiraniji napitak na svijetu zbog jedinstvenih senzorickih svojstava,
jednostavnosti pripreme i nutritivhog sastava. Tako je svjetska proizvodnja kave tijekom
2017. i 2018. godine dosegla vrijednost ¢ak od 168. 05 miljuna vreca (International Coffee
Organisation, 2018).

Kava je bogata polifenolima koji imaju antioksidativno, hepatoprotektivno, antiviralno
i hipoglikemijsko djelovanje (Farah i Donangelo, 2006). Polifenoli prisutni u sirovoj kavi
sudjeluju u Maillardovim reakcijama koje nakon njena przenja daju mljevenom, konzumnom,
proizvodu osebujan miris, okus i boju.

Bududi da se vrijednost proizvodnje kave i njene konzumacije iz godine u godinu
povecava i koli¢ina ¢vrstog ostatka zastalog nakon pripreme napitaka od kave raste, te ga
treba na pravilan nacin zbrinuti.

Cvrsti ostatak (otpad) predstavlja sirovinu s znaajnim udjelom fenolnih spojeva,
poput klorogenske i kafeinske kiseline, kao i mnogobrojnih drugih bioaktivnih spojeva do cije
ekstrakcije ne dolazi u potpunosti (Pandey i sur., 2000), a ovisi o nacinu i uvjetima pripreme
napitka od kave, vrsti kave i njezinoj prethodnoj preradi.

Uvidajuci da se otpad kave moZe efikasno upotrebiti za ugradivanje u mikrobioloske
kulture (Pérez-Morales i sur., 2011), enzimsku ekstrakciju hidroksicinamicnih kiselina
(Torres-Mancera i sur., 2011) i proizvodnju etanola (Harsono i sur., 2015) njegov znacaj i
primjena danas dobiva sve vecu vaznost.

Sukladno navedenim istrazivanjima, a u cilju iskoriStavanja otpada kave nagomilanog
tijekom tradicionalnog postupka pripreme espresso kave kao potencijalnog izvora fenola, u
ovom radu su:

e pripremljeni 50 i 70 %-tni etanolni ekstrakti otpada primjenom mikrovalnog zracenja
u trajanju od 5 i 10 minuta, na temperaturi od 50 i 70 °C,

e odredeni maseni udjeli ukupnih fenola i flavonoida u etanolnim ekstraktima otpada
primjenom UV-Vis spektrofotometrije,

e odredeni optimalni parametri ekstrakcije potpomognute mikrovalovima koji su
koristeni kod ponovne pripreme eksrakata otpada i njihove inkorporacije u pektinske
biofilmove.

U konacnici, odreden je i sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida i u samoj espresso kavi

radi valorizacije otpada kave kao jeftinog, do sada neiskoriStenog izvora polifenola.



2. Teorijski dio

2.1. Kava

Kava (Coffea) je tropska, samonikla i zimzelena drvolika biljka iz porodice broceva
(Rubiaceae) kojoj pripadaju 73 vrste (Simunac, 2004). Grm kave ima koZnate, tamno-zelene,
sjajne i duguljaste listove, te plodove bobicastog izgleda skupljene u grozdove.
Pradomovinom kave se smatra Etiopija, a njena kultivacija obuhvaca i Aziju i Juznu Ameriku.
Danas su najvedi izvoznici kave Brazil, Vijetnam, Etiopija i Kolumbija. Raznolikost reljefa na
kojima kava moze rasti pridonosi razli¢itom izgledu, okusu i nutritivnom sastavu ploda kave
(Slika 1). Premda prema botanic¢koj klasifikaciji kave postoji pet grupa (Smunac, 2004), u
gospodarstvu i konzumaciji navaznije su Coffea arabica L. i Coffea canephora L. var. robusta.
Preostale tri grupe kave, Coffea excelsa L., Coffea liberica L. i Coffea stenophylla L. nisu

doZivjele proizvodnju u velikim koli¢inama.

Slika 1. Plod kave (The University of British Columbia).

2.2. Polifenoli

Polifenoli su sekundarni metaboliti koji doprinose nutritivnoj i senzorskoj kvaliteti biljnih
vrsta. Predstavljaju jednu od najbrojnih skupina spojeva u carstvu Plantae. Imaju zastitnu
ulogu od UV zraCenja i patogena, izvori su pigmentacije i antioksidacijskog djelovanja
(Manach i sur., 2004). Polifenoli su takoder nositelji gorkog i trpkog okusa kod pojedinih
namirnica kao Sto su kakao, ¢aj i kava. Sadrzaj i koli¢ina polifenola u biljci ovisi o vrsti,

uzgoju, stupnju zrelosti, okolisu, uvjetima prerade i skladistenja.



Polifenoli su spojevi kod kojih je hidroksilna skupina vezana na aromatski ili benzenski
prsten, pa njihova bioaktivnost ovisi o polozaju i broju hidroksilnih grupa vezanih na prsten.
FizioloSko djelovanje na ljudski organizam je antioksidacijsko, pri ¢emu se njime smanjuje
mogucénost oboljevanja od nekih bolesti potaknutim oksidacijskim stresom kao Sto su rak i
kardiovaskularne bolesti.

Polifenoli su klasificirani u razliCite skupine, s obzirom na broj prstena u svojoj
strukturi, te u razliCite podskupine, na temelju specificnih supstitucija u osnovnoj strukturi.

Osnovna podjela polifenola prikazana je na Slici 2.
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Slika 2. Kategorizacija polifenola (Kresi¢, 2017).

2.2.1. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline se dijele u dvije grupe: derivati hidroksicimetne kiseline i derivati
hidroksibenzojeve kiseline (Robbins, 2003). BioloSka aktivnost fenolnih kiselina raste s
porastom hidroksilnih skupina vezanih na prsten/e zbog moguénosti prelaska u fenoksid
radikal/e.

Sirova kava predstavlja jedan od najbogatijih izvora klorogenske kiseline (Slika 3) Ciji
udjel varira od 4 do 14 % ovisno o sorti i zrelosti (Farah i Donangelo, 2006). Klorogenska
kiselina je termolabilan spoj i tijekom przenja se velikim dijelom raspada na fenolne derivate,
kvinolaktate i spojeve manje molekulske mase (Farah i Donangelo, 2006). Osim klorogenske
u kavi je nadena i kofeinska kiselina s udjelom od 053 do 2,31 % (Farah i Donangelo, 2006).
Pokazuje znacajan antioksidacijski potencijali, pa moZze pridonijeti prevenciji karcinoma,

ateroskleroze i drugih sréanih oboljenja (Magnani i sur. 2014).
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Slika 3. Struktura klorogenske kiseline (Anonimus 1).
2.2.2, Flavonoidi

Flavonoidi su najveca podskupina fenolnih spojeva prisutnih u svim dijelovima biljaka. Ovoj
grupi pripada viSe od 8000 spojeva (Pietta, 2000), Cija je osnovna kemijska struktura 1-fenil-
3-(2-hidroksifenil) propan-1-ol (Slika 4).

Flavonoidi se s obzirom o broj i polozaj hidroksilnih skupina, stupanj nezasi¢enosti i
stupanj oksidacije sredisSnjeg C - prstena dijele na flavonole, flavanole, flavone, izoflavone
flavane i proantocijanide (Manach i sur., 2004). Njihovo terapijsko djelovanje na ljudski
organizam je antibakterijsko, protuupalno, antilalergijsko, antimutageno, antiviralno i

antikancerogeno.

Slika 4. Kemijska stuktura flavonoida (Anominus 2).

2.3. Mikrovalovi

Mikrovalovi predstavljaju oblik elektromagnetskih vibracija, u podrucju frekvencija izmedu
300 MHz do 300 GHz (Slika 5). Sastoje se od elektricnog i magnetskog polja kod kojeg
magnetsko polje ima toplinski utjecaj (Bleki¢ i sur., 2011). Zagrijavanje mikrovalova se
temelji na ionskom i dielektricnom mehanizmu. Ionski mehanizam ukljuCuje gibanje iona
prisutnih u uzorku, dok dielektri¢ni gibanje vode pri frekvencijama od 60 do 100 Hz. Prijenos
topline ovisi o stupnju pobudenosti molekula u mediju i frekvenciji polja kojem je taj medij

izlozen.
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Slika 5. Elektromagnetski spektar (Anominus 3).

Ekstrakcija potaknuta mikrovalovima se najviSe upotrebljava u vodenim sustavima, gdje se
pod utjecajem temperature prisutna voda zagrijava i isparava, stvarajuéi pritisak na stanicu.
Uslijed njezinog bubrenja dolazi do pucanja stijenke, te povecanja difuzije analita (Mandal i
sur., 2006). Osim temperature na uspjesnost ekstrakcije jos utjeCu i vrsta i volumen otapala,
vrijeme, energija mikrovalova, te veliina Cestica uzorka. Tako je za uspjeSno provodenje
ekstrakcije optimalna veli¢ina od 100 um do 2 mm (Mandal i sur., 2006). Smanjenjem
veli¢ine Cestica se povecava dodirna povrsSina i time interakcija otapala s uzorkom. Iako je
vrijeme ekstrakcije proporcionalno koli¢ini otopljenog analita, dulji period izlaganju uzorka
mikrovalima moze ipak dovesti do degradacije uzorka i analita.

U odnosu na klasitne metode ekstrakcije (npr. refluksiranje i Soxhlet) prednosti
ekstrakcije potpomognute mikrovalovima su kraée vrijeme ekstrakcije (od nekoliko sekundi
do nekoliko minuta), upotreba manjih volumena otapala (¢ak i nekoliko mililitara) Sto ju ini
ekoloski prihvatljivom tehnikom. Automatski nadin rada i pogodnost ekstrakcije i

termolabilnih sastojaka, teskih metala i pesticida su jos neki od razloga njene primjene.

2.4. Pektin

Pektinske tvari je zajednicki naziv za anionske heteropolimere smjestene u sredisnjoj lameli i
primarnoj stanicnoj stijenci (Herceg, 2011). Izvore pektinskih tvari predstavljaju jabuka,
naranca i limun. Glavni lanac pektina cine D-galakturonske kiseline povezane «-1,4-vezama,
djelomicno esterificirane metanolom i mjestimi¢no prekinute L-ramnozom (Slika 6). Bocni

lanac cine D-galaktoza i L-arabinoza.



Pektin se ponajviSe primjenjuje u industriji voéa i povrca pri izradi zeliranih proizvoda.
Takoder, koristi se i kao dodatak u zamrznutoj hrani, a u posljednje vrijeme i kao zamjena za
Secer ili masti u hrani smanjenje kalorijske vrijednosti (Thakur i sur., 1997).

COOH H OH

" H OH COOR Jn

Slika 6. Struktura pektina (Anominus 4).

2.5. Biofilmovi

Biofilmovi su definirani kao fleksibilni, zastitni filmovi pripremljeni od prirodnih polimera
Zivotinjskog i biljnog podrijetla kao Sto su proteini i polisaharidi. Koriste se u medicinske,
farmaceutske i prehrambene svrhe (Durakovi¢ i sur., 2009), a primjena im ovisi o
mehanickim svojstvima (snaga i fleksibilnost), svojstvima selektivnosti (permeabilnost za
vodenu paru), topljivosti u vodi itd.

U sastav biofilmova ulaze polimeri, plastifikatori i sredstva za umrezavanje (Seixas i
sur., 2013). NajceSc¢e upotrebljavani polimeri pri izradi biofilmova su pektin i alginati,
pojedinacno ili u kombinaciji. Koriste se zbog niske cijene, dobre sposobnosti zeliranja,
biokompatibilnosti i netoksicnosti, te lake kemijske i biokemijske modifikacije. Plastifikatori,
poput glicerola, imaju funkciju povecéanja fleksibilnosti filma smanjenjem unutarnjih vodikovih
veza i povecanja volumena kako bi se omogucila difuzija kisika i vodene pare (Seixas i sur.,
2013). Sredstvo za umrezavanje, najcescée kalcijev klorid, utjece na topljivost biofilmova tako

da kalcijevi ioni poticu interakciju izmedu Supljina polimera.

2.6. UV/Vis spektrofotometrija

UV/Vis spektofotometrija je instrumentalna metoda koja se temelji na interakciji spojeva s
vidljivim i ultraljubiCastim elektromagnetskim zracenjem valnih duljina izmedu 200 i 800 nm

(Skoog i sur. 1992). Tijekom interakcije elektromagnetskog zracenja s analitom dolazi do



pobudivanja elektrona. Elektroni koji mogu apsorbirati zracenje su n elektroni, karakteristicni
za spojeve s dusikom, kisikom ili sumporom, te z elektroni karakteristicni za spojeve s
dvostrukim vezama.

Instrument koriSten u detekciji i identifikaciji spojeva je UV/Vis spektrofotometar. Odnos
apsorpcije zraCeja i koncentracije uzorka moze se opisati Lambert Beerovim zakonom koji

predstavlja temelj kvantitativne spektrofotometrijske analize (1):

A=¢bc (1)

A predstavlja apsorbanciju, ¢ molarni apsorpcijski koeficijent (L/cm mol), ¢ koncentraciju

uzorka (mol/L) i 6 duljinu putovanja svjetlosti (cm).

2.7. Kolorimetrija

Najcesc¢i koriSteni sustavi boja u kolorimetrijskim metodama su XYZ i CIE [*g*b* skala.
Razlika izmedu navedena sustava boja jest manja vizualna uniformnost XYZ sustava u
odnosu na CIE [*a*b sustav. Forma CIE L*a*b skale je kubi¢na i Cine je L, ai b koordinata.
Raspon vrijednosti za L koordinatu je od 0 (crna boja) do 100 (bijela boja). AL predstavlja
razliku L vrijednosti izmedu standarda i uzoraka, pri ¢emu njegova pozitivna vrijednost znaci
da je uzorak svjetliji od standarda, a negativna da je tamniji. Negativha & koordinata
predstavlja crvenu, a pozitivna zelenu boju. Negativha b koordinata je zuta, a pozitivna

plava.

2.8. Teksturalna svojstva

Pored hranjivog sastava, okusa i izgleda proizvoda, i tekstura predstavlja jedan od vaznih
faktora u konacnoj kvaliteti proizvoda, te njegovom prihvaéanju od strane potrosaca.
Teksturalna svojstva hrane sastoje se od nekoliko parametra, a objektivha mjerenja se
dobivaju pomocu parametra brzine, vremena i mase. Osjecaju se primarno osjetom dodira i
nisu povezana s okusom ili mirisom samog proizvoda. Definiraju se kao (Bourne, 2002 i
Lelas, 2006):

e skupina fizikalnih parametara nastalih kao posljedica strukture hrane, tocnije kemijskog

sastava i fizikalnih veza unutar materijala vaznim za definiranje njegove mikrostrukture,



* reoloska, odnosno mehanicka svojstava hrane, no pri tome nisu ukljuena magnetska,

opticka i elektricna svojstva.



3. Materijali i metode
3.1. Materijali
Espresso kava “"Kimbo” (Salerno, Italija) pripremljena je na tradicionalni talijanski nacin (u

posudi kafetijeri) i Cvrsti ostatak zaostao kuhanjem, kvantitativho odvojen i osusen na
sobnoj temperaturi.

KIMBO  °

eqpreaso i Nepol

Macinato

resco

Slika 7. Espresso kava ,Kimbo” (a) i Otpad kave ,Kimbo” (b).!

3.2. Kemikalije

e Aluminijev klorid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e  Bezvodni kalcijev klorid (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)
e Folin-Ciocalteu reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e Galna kiselina (Acros Organics, New Jersey, USA)

e  Glicerol (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

e Etanol, 96 % (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

e Metanol, 96 % (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

e Natrijev nitrit (Alfa Aesar, Karlusche, Njemacka)

e Natrijev karbonat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e  Pektin (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Germany)

e Rutin (Alfa Aesar, Karlusche, Njemacka)

! Sve slike izvorno nastale u Laboratoriju za analiticku kemiju



3.3.

3.4.

Aparatura i pribor

Analiticka vaga (JOBST, Samobor, Hrvatska)

Analizator teksture TA HDPlus (Stable Mycro System, Engleska)
Kolorimetar CM - 3500d (Konica Minolta Sensing, Inc. Osaka, Japan)
Mikrovalni reaktor (MILESTON, START S Microwave Labstation for Synthesis,
Bergamo, Italija)

UV/Vis Spektrofotometar (Perkin-Elmer, Lambda 25, Massachusetts, USA)
Automatska pipeta volumena 100 - 1000 uL (KemoLab, Zagreb, Hrvatska)
Falcon epruvete za ¢uvanje uzoraka od 50 mL

Filter papir

Graduirane pipeteod 1, 2i 5 mL

Menzure od 100 mL

Magnetska mijesSalica (IKA, RH basic 2, Boutersem, Belgija)

Odmijerne tikvice od 10, 25i 100 mL

Petrijeva zdjelica

Propipeta

Stakleni lijevak

Staklena ¢aSa od 50 mL

Stakleni Stapic¢

Tikvice s okruglim dnom od 50 mL

Metode rada

U ovom radu koristene su sljede¢e metode:

mikrovalovima potpomognuta ekstrakcija polifenola iz kave i njena otpada,

UV/Vis spektrofotometrija odredivanja ukupnih fenola i flavonoida u ekstraktima kave
i otpada, i

priprava pektinskih biofilmova bez i s inkorporiranim polifenolnim ekstraktima otpada

kave uz njihovu karakterizaciju odredivanjem boje i teksturalnih svojstava.
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3.5. Ekstrakcija polifenola iz uzoraka svjeze kave i otpada pomocu

mikrovalova

U tikvicu s okruglim dnom je odvagano 3,00 g svjeze kave, odnosno njena otpada uz
dodatak 50 mL 50 ili 70 %-tne vodene otopine etanola.

Ekstrakcija uzoraka je provedena u mikrovalnom reaktoru, pri vremenu od 5 i 10
minuta i temperaturi od 50 i 70 °C. Ekstrahirani uzorci su profiltrirani u Falcon kivete (50
mL), te Cuvani u hladnjaku na 4 °C. Tablica 1 prikazuje ekstrakcijske parametre

upotrebljene pri izolaciji polifenola iz svjeze kave, odnosno njena otpada.

Tablica 1. Ekstrakcijski parametri upotrebljeni pri izolaciji polifenola iz uzoraka svjeze kave

i njena otpada pomoc¢u mikrovalova.

@ (etanol)/% t (ekstrakcije)/min

] Otpad Kimbo
5
0 » 10
2 5
10
5
2 » 10
2 5
10
I — Kava Kimbo
[ oav |

9 AV 50 150
[ uav 5
[ 1AV " 10
[ 13av | 5

50

[ 1aav |
Ay | 5
__16av & 10

3.6. UV/Vis spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

Metoda se temelji na reakciji Folin-Ciocalteu reagensa, smjesi fosfovolframove i molibdenske
kiseline, s fenoksid ionom. Prilikom reakcija dolazi do oksidacije fenoksid iona i redukcije
reagensa do plavo obojenih oksida volframa i molibdena. Intenzitet nastalog bojenja se mjeri
pri valnoj duljini od 760 nm (Singleton i sur., 1999).
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3.6.1. Priprema otopina za odredivanje ukupnih fenola

e Otopina Folin-Ciocalteu reagensa (¢ = 0,2 mol/L): u odmjernu tikvicu od 25 mL
otpipetirano je 2,5 mL FC reagensa (¢ = 2 mol/L) i do oznake nadopunjeno
deioniziranom vodom.

e Otopina natrijeva karbonata (20 %, w/V): odvagano je 200 g krutog Na,COs koji je
otopljen u 800 g vruée, prokljucale deionizirane vode. Nakon hladenja dodano je

nekoliko kristali¢a Na,COs, a sadrtaj je profiltriran nakon 24 sata.

3.6.2. Postupak odredivanja ukupnih fenola

Otopina galne kiseline masene koncentracije 5 g/L pripremljena je otapanjem 0,5000 g galne
kiseline u 10 mL etanola, a potom je otopina kvantitativho prenesena u odmjernu tikvicu od
50 mL i nadopunjena deioniziranom vodom do oznake.

Za pripremu standarnih otopina galne kiseline koncentracije 10, 30, 50, 100 i 130
mg/L otpipetirano je 0,2, 0,6, 1,0, 2,0 i 2,6 mL alikvota ishodne otopine (5 g/L) u odmjerne
tikvice od 100 mL, koje su potom nadopunjene deioniziranom vodom do oznake.

Za spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola otpipetiran je 1 mL standarnih
otopina, odnosno 0,3 mL ekstrakta otpada kave ili 0,3 mL prethodno razrijedenog ekstrakta
svieze kave (2 mL ekstrakta u 100 mL deionizirane vode) u odmijerne tikvice od 25 mL.
Potom je dodano 10 mL deionizirane vode, 1,25 mL otopine FC reagensa (¢ = 0,2 mol/L) i
nakon to¢no 5 minuta 3,75 mL 20 %-tne otopine Na,COs;. Ovako priredene tikvice su
nadopunjene deioniziranom vodom do oznake i cuvane na tamnom mjestu na sobnoj
temperaturi, 2 sata, nakon ¢ega im se izmjeri apsorbancija na valnoj duljini od 750 nm.

Na isti nacin je pripremljena i slijepa proba, no umjesto 1 mL standardne otopine,

odnosno 0,3 mL ekstrakta kave i njena otpada koristena je deionizirana voda.

3.7. UV/Vis spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih flavonoida
Metoda se temelji na kompleksometrijskoj reakciji aluminija s C4 keto skupinom i C3 ili C5

hidroksilnom skupinom flavona i flavanola (de Rijke i sur., 2006). Intenzitet obojenja
nastalog kompleksa se mjeri pri valnoj duljini od 510 nm.
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3.7.1. Priprema otopina za odredivanje ukupnih flavonoida

e Otopina natrijeva nitrita (5 % w/v): odvagano je 5 g krutog NaNO, i otopljeno u
deioniziranoj vodi u odmjernoj tikvici od 100 mL.

e Otopina aluminijeva klorida (10 % w/V): odvagano je 10 g krutog AICI5 i otopljeno
u deioniziranoj vodi u odmjernoj tikvici od 100 mL.

e Otopina natrijeva hidroksida (¢ = 1 mol/L): odvagano je 8 g krutog natrijevog
hidroksida i otopljeno u deioniziranoj vodi u odmjernoj tikvici od 200 mL.

3.7.2. Postupak odredivanja ukupnih flavonoida

Ishodna otopina rutina masene koncentracije 1 g/L je pripremljena otapanjem 0,1 g rutina u
96 %-tnom metanolu, u odmjernoj tikvicoj od 100 mL. Za pripremu pojedinacnih standarnih
otopina rutina koncentracija 30, 50, 100, 130 i 180 mg/L otpipetirano je 3, 5, 10, 13i 18 mL
alikvota ishodne otopine rutina u tikvice od 100 mL, koje su potom nadopunjene
deioniziranom vodom do oznake.

Za odredivanje ukupnih flavonoida otpipetiran je 1 mL standarnih otopina, odnosno
0,3 mL otpada kave ili 0,3 mL prethodno razrijedenog ekstrakta svjeze kave (2 mL ekstrakta
u 100 mL deionizirane vode) u odmjerne tikvice od 10 mL. Zatim je dodano 2 mL
deionizirane vode, 0,3 mL 5 %-tne otopine NaNO,, a nakon 5 minuta i 0,5 mL 10 %-tne
otopine AICl;, Nakon 6 min stajanja reakcijskoj smjesi je dodano 2 mL otopine natrijevog
hidroksida (¢ = 1 mol/L), a potom je odmjerna tikvica nadopunjena deioniziranom vodom do
oznake. Ovako priredenim otopinama izmjeri se apsorbancija na valnoj duljini od 510 nm.

Na isti nacin je pripremljena i slijepa proba, no umjesto 1 mL standardne otopine,

odnosno 0,3 mL ekstrakta kave i njena otpada koristena je deionizirana voda.
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3.8. Priprema pektinskih biofilmova

3.8.1. Priprema ekstrakata otpada kave

Odvagano je 6 g otpada kave u tikvice s okruglim dnom i magnetom, a potom je dodano 100
mL 70 %-tnog etanola. Pripremljeni uzorci su tretirani 5 min na 70 °C pomoc¢u mikrovalova.
Ekstrahirani uzorci su profiltrirani kroz filter papir u odmjerne tikvice od 50 mL koje su potom
nadopunjene 70 %-tnim etanolom do oznake.

Alikvoti od 3,6, 7,1 i 14,3 mL 70 %-tnog ekstrakta su otpipetirani u odmjerne tikvice
od 50 mL te razrijedeni deioniziranom vodom od oznake. Ovako priredeni 5, 10 i 20 %-tni

ekstrakti otpada kave su koristeni za izradu pektinskih biofilmova.

3.8.2. Odredivanje ukupnih fenola i flavonoida u ekstraktima otpada kave

U5, 10 i 20 %-tnim etanolnim ekstraktima otpada kave namijenjenim za izradu pektinskih
biofilmova odreden je sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida. U tu svrhu otpipetirano je 40 uL 5,
10 i 20 %-tnih ekstrakata, dok su sve ostale upotrebljene otopine i njihovi volumeni identicni

onima opisanim u poglavljima 3.6. i 3.7.

3.8.3. Postupak pripreme pektinskih biofilmova

Odvagani pektin, kalcijev klorid i glicerol (Tablica 2) su otopljeni u 50 mL vode ili 5, 10 i 20
%-tnog etanolnog ekstrakta u c¢asi, uz kontinuirano mijeSanje na magnetskoj mijesalici
tijekom 2 sata, na sobnoj temperaturi. Nakon potpunog otapanja sastojaka reakcijska smjesa
je zagrijana na 40 °C, prenesena u Petrijevu zdjelicu i osusena na sobnoj temperaturi (Slika
8).
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Tablica 2. Sastav otopina upotrijebljenih pri izradi pektinskih biofilmova bez ili s dodatkom

etanolnih ekstrakata otpada espresso kave ,Kimbo”.

w=1% w=50 % w=2% V=50 mL
0,50 g 0,259 0,01g +
0,50 g 0,25 g 0,01g +
0,50g 0,25¢ 0,019 +
0,50 g 0,25 g 0,01g +
b w=2% w=50 % w=2% V=50 mL
2 1,09 0,509 0,029 +
1,09 0,50 ¢ 0,02g +
1,09 0,50 g 0,02 g +
1,09 0,50¢ 0,02g +

1

Slika 8. Pripremljeni pektinski biofilmovi.

3.9. Karakterizacija pektinskih biofilmova

3.9.1. Odredivanje parametara boje

U postupku odredivanja L, ai b parametara boje biofilmova, CM - 3500d kolorimetar
se kalibira za izabranu masku otvora od 8 mm. Uzorak dimenzija vecih od otvora se izreze,
namjesti na povrsinu otvora uredaja, te se zatvori poklopcem zbog sprecavanja interferencija
s vanjskm svjetlosti. Ocitavanje i obrada podataka je provedena pomocu racunalnih
programa ,Spectra MagicTM NX Ver. 1.7 i ,Color Data Software CM - S 100 W”.

15



3.9.2. Odredivanje teksturalnih svojstava

Odredivanje teksturalnih svojstava pektinskih biofimova bez i uz dodatak etanolnih
ekstrakata otpada kave provedeno je na analizatoru teksture TA.HDPIlus. Za analizu se izreze
uzorak dimenzija 3 x 1 cm i postavi okomito izmedu dvije Celjusti. Mjerenja se provode pri
brzini od 0,1 mmy/s, uz ukupni put kojeg gornja Celjust prevali od 5 cm. Analizom pojedinih
uzoraka dobiveni su dijagrami ovisnosti maksimalne upotrjebljene sile (fnax) 0 vremenu ()
potrebnom za prekid uzorka. Iz dijagrama su izraCunate sljedece vrijednosti:

e sila na granici elasti¢nosti (Fe),

e produljenje na granici elasticnosti (Ak), a definira se kao razlika ukupne duljine
izmedu Celjusti uredaja uredaja u odredenom trenutku (A1) i pocetne duljine uzorka
izmedju Celjusti (,) prije poCetka pokusa,

e postotna deformacija na granici elasticnosti (&), a definira se kao omjer produljenja A/
i pocetne mjerne duljine (1 mm),

e rad potreban za kidanje (/) je umnozak prijedenog puta Celjusti i sile potrebne za
lom uzorka, a odreden je integracijom povrsine ispod krivulje i

e shaga potrebna za pucanje uzorka (P) definirana kao omjer maksimalne sile i

vremena potrebnog za lom uzorka.
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4. Rezultatii rasprava

U ovom radu je provedena mikrovalovima potpomognuta ekstrakcija polifenola iz uzoraka
svjeze kave i otpada zaostalog nakon njene pripreme, pri temperaturama od 50 i 70 °C,
vremenu od 5 i 10 minuta i volumnom udjelu etanola od 50 i 70 % (Tablica 1).

U prvom dijelu rada s ciljem valorizacije otpada kave kao jeftinog izvora polifenola,
odreden je i usporeden sadrzaj ukupnih fenola (UF) i flavonoida (UFL) u ekstraktima kave i
otpada.

U drugom dijelu rada provedena je daljnja ekstrackija otpada kave primjenom
optimalnih ekstrakcijskih parametara utvrdenih na temelju izmjerenih UF i UFL vrijednosti.

U treCem dijelu rada dobiveni ekstrakti su inkorporirani u pektinske biofilmove

(Tablica 2), koji su potom karakterizirani odredivanjem boje i teksturalnih svojstava.

4.1. Odredivanje ukupnih fenola u uzorcima kave i otpada

U Tablici 3 se nalaze vrijednosti masenih koncentracija standardnih otopina galne kiseline i
njihovih apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom. Na temelju prikazanih vrijednosti
izraden je bazdarni dijagram (Slika 9), a iz dobivene jednadzbe pravca izraCunate su masene

koncentracije, a zatim i maseni udjeli ukupnih fenola u uzorcima kave i otpada (Tablica 4).

Tablica 3. Masene koncentracije standarnih otopina galne kiseline s pripadajuéim

izmjerenim vrijednostima apsorbancija.

Standardna otopina v (galna kiselina)/(mg/L) AxSD
1 0,0 0,000+0,000
2 0,4 0,027+0,001
3 1,2 0,076+0,001
4 2,0 0,153+0,003
5 4,0 0,280+0,001
6 5,2 0,390+0,014

N =2, SD = standardna devijacija
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Slika 9. Bazdarni dijagram galne kiseline.

Tablica 4. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola (UF) u uzorcima kave

i otpada nakon provedbe ekstrakcije potpomognute mikrovalovima.

Uzorak A+ SD mw(UF)/(mg/g)+SD
1AV 0,313+0,000 5,93%0,00
2 AV 0,239+0,001 4,55+0,00
3AV 0,303+0,003 5,74+0,01
Otpad kave 4 AV 0,309+0,002 5,86+0,01
5AvV 0,268+0,002 5,09+0,02
6 AV 0,289+0,003 5,48+0,02
7 AV 0,320+0,001 6,90+0,01
8 AV 0,292+0,003 5,54+0,03
9 AV 0,060+0,001 47,65+0,00
10 AV 0,053+0,001 45,78+0,00
11 AV 0,049+0,001 39,68+0,01
Svje¥a kava 12 AV 0,046+0,001 38,75+0,01
13 AV 0,057+0,001 46,72+0,01
14 AV 0,065+0,002 48,59+0,02
15 AV 0,072+0,001 51,40+0,01
16 AV 0,052+0,001 42,03+0,01

N = 2, SD=standardna devijacija
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Dobivene vrijednosti ukupnih fenola kod ekstrakcije potpomognute mikrovalovima pri
parametrima prikazanim u Tablici 1 nalaze se u rasponu od 4,55 do 6,90 mg/g za otpad kave
i 38,75 do 51,40 mg/g za svjezu kavu (Tablica 4).

Promatrajuéi utjecaj temperature na uspjesSnost ekstrakcije fenola iz uzoraka svjeze
kave i njena otpada zapazeno je da uzorci tretirani pri 70 °C daju vece vrijednosti fenola u
odnosu na one tretirane na 50 °C (Tablica 4). Naime kod uzoraka svjeze kave dobivene
vrijednosti ukupnih fenola tretiranih pri 70 °C nalaze su u rasponu od 42,03 do 51,40 mg/g,
a pri 50 °C od 38,75 do 47,65 mg/g. Kod uzoraka otpada kave tretiranih na 70 °C nadene
vrijednosti nalaze se u rasponu od 4,55 do 5,93 mg/g, te 5,09 do 6,90 mg/g tretirane na 50
°C. Izuzetke Cine uzorci otpada (1 i 4 AV), te uzorak svieze kave 9 AV, kod kojih su
zabiljeZene vece vrijednosti fenola pri temperaturi od 50 °C.

Usporedujuéi dobivene vrijednosti masenih udjela ukupnih fenola pri razlicitim
vremenima ekstrakcije, vidi se da je vrijeme od 5 minuta sasvim dovoljno za postizanje
njihove ucinkovite ekstrakcije. Naime, uzorci tretirani 5 minuta daju vece prinose fenola u
odnosu na one tretirane 10 minuta (Tablica 4). Iznimke predstavljaju uzorci 4, 6 i 14 AV kod
kojih su tijekom 10 minutne ekstrakcije izmjerene nesto vecée vrijednosti.

Promatrajudi utjecaj volumnog udjela etanola (50 i 70 %) na uspjesnost ekstrakcije
fenola iz uzoraka svijeZze kave i otpada moze se uoditi da polarnost otapala znatno utjece na
njihov prinos. Tako se pri ekstrakciji otpada kave 70 %-tni etanol pokazao ucinkovitijim
ekstrakcijskim otapalom u odnosu na 50 %-tni etanol, uz 1 AV uzorak kao izuzetak. S druge
pak strane, kod uzoraka svjeze kave 50 %-tni etanol daje vece prinose fenola u odnosu na
70 %-tni etanol. Tako su kod 9, 10 i 14 AV uzoraka izmjerene veée vrijednosti u odnosu na
11, 12i 16 AV uzorke tretirane pri istim ekstrakcijskim vremenima.

U konacnici, kombinacijom primjenjenih ekstrakcijskih parametara moze se zakljuciti
kako su najvise vrijednosti fenola izmjerene kod uzorka 7 AV (otpad kave) i 15 AV (svjeza
kava) tretiranih na 70 °C, tijekom 5 minuta uz 70 %-tni etanol.

Istrazivanje Mussata i sur. (2011) je pokazalo da prosjecna vrijednost ukupnih fenola
za otpad portugalske kave, nakon ekstrakcije od 90 min uz 60 %-tni metanol iznosi 18 mg/g.
Vidi se da je ova vrijednost oko 2 puta veca u odnosu na onu dobivenu pri optimalnim
parametrima ekstrakcije (7 AV = 6,90 mg/g). I udio fenola od 87,20 mg/g je otprilike 13
puta veci nakon refluksiranja otpada espresso kave ,Kimbo", tijekom 1 h (Brnica, 2018).
Pavlovi¢ i sur. (2013) takoder dobivaju znatno vece vrijednosti fenola (398,95 mg/g)
obradom uzorka otpada pomocu mikrovalova u 20 %-tnom etanolu i vremenu od 20 s.

Dakle, usporedbom parametara pri kojima se provodila ekstrakcija u navedenim
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radovima s onima opisanim u ovom istrazivanju moze se zakljuciti da je efikasnost
ekstrakcije fenola uvjetovana metodom, vrstom otpada, otapalom i vremenom.

Iako su vrijednosti ukupnih fenola znac¢ajno manje u odnosu na prikazane radove, kao
i svjezu kavu analiziranu u ovom radu (8 puta), ovaj otpad ipak treba iskoristiti za izolaciju
fenola imajudi u vidu Cinjenicu da predstavlja jeftin, ekoloski prihvatljiv biosupstrat nagomilan

nakon svakodnevne konzumacije kave.

4.2. Odredivanje ukupnih flavonoida u uzorcima kave i otpada

U Tablici 5 nalaze se vrijednosti masenih koncentracija standardnih otopina rutina i njihovih
apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom. Na temelju prikazanih vrijednosti izraden je
baZzdarni dijagram (Slika 10), a iz dobivene jednadZbe pravca izraCunate su masene
koncentracije, odnosno maseni udjeli ukupnih flavonoida u uzorcima svjeze kave i otpada

nastalog njenim konzumiranjem (Tablica 6).

Tablica 5. Masene koncentracije standarnih otopina rutina s pripadajuéim vrijednostima

apsorbancijama.

Standardna otopi

1 0 0,000+0,000
2 1,2 0,011+0,000
3 2,0 0,018+0,001
4 4,0 0,034+0,001
5 5,2 0,046+0,000
6 7,2 0,064+0,002

N = 2, SD=standarna devijacija
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Slika 10. BaZdarni dijagram rutina.

Tablica 6. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih flavonoida (UFL) u uzorcima

kave i otpada nakon provedbe ekstrakcije potpomognute mikrovalovima.

Uzorak AxSD w (UFL)/(mg/g)

1AV 0,056+0,000 9,15+0,00

2 AV 0,052+0,001 8,20+0,00

3 AV 0,055+0,003 8,83+0,00

Otpad 4 AV 0,045+0,000 7,57+0,00
5AvV 0,053+0,001 8,36+0,00

6 AV 0,054+0,002 8,51+0,00

7 AV 0,062+0,000 9,78+0,00

8 AV 0,056+0,001 8,83+0,00

9 AV 0,017+0,000 66,98+0,00

10 AV 0,013+0,001 51,31+0,00

11 AV 0,011+0,000 43,32+0,00

Svjeza kava 12 AV 0,009+0,000 39,43+0,00
13 AV 0,013+0,002 51,21+0,00

14 AV 0,019+0,000 74,88+0,00

15 AV 0,024+0,002 94,61+0,00

16 AV 0,012+0,000 47,26+0,00

NV = 2 SD=standardna devijacija

21




Izmjerene vrijednosti ukupnih flavonoida nalaze se u rasponu od 39,43 do 94,91 mg/g za
uzorke svjeze kave, te 7,57 do 9,78 mg/g za uzorke njena otpada (Tablica 6).

Usporedujuéi rezultate masenih udjela flavonoida dobivenih pri razlic¢itim
temperaturama, vidi se da je veCa efikasnost ekstrakcije postignuta pri 70 °C gdje se
izmjerene vrijednosti kre¢u u rasponu od 51,21 do 94,61 mg/g za kavu i 8,36 do 9,78 mg/g
za otpad. Kod temperature od 50 °C raspon dobivenih vrijednosti krece se od 39,43 do 66,98
mg/g za kavu i 8,20 do 9,15 mg/g za otpad.

Uzimajuéi u obzir utjecaj vremena ekstrakcije na prinos ukupnih flavonoida,
primjeceno je da se kod vremena od 5 minuta postize veci prinos, kod iste temperature i
istog volumnog udjela etanola (Tablica 6). Odstupanja pokazuju uzorci 6 AV (otpad) i 14 AV
(kava) kod kojih se tijekom 10 minuta ekstrakcije ostvaruje veci prinos flavonoida u odnosu
na iste uzorke tretirane 5 minuta (5 AV, otpad i 13 AV, kava).

Promatrajudi utjecaj volumnog udjela etanola na efikasnost ekstrakcije flavonoida,
primjeceno je da su vedi prinosi postignuti upotrebom 50 %-tnog etanola u odnosu na 70 %-
tni etanol, i kod uzoraka kave i njena otpada. Iznimke Cine uzorci 5 AV (otpad) i 13 AV
(kava) kod kojih je dobivena niza vrijednost upotrebom 50 %-tnog etanola u odnosu na
uzorke 7 AV (otpad) i 15 AV (kava) tretiranih 70 %-tnim etanolom.

U konacnici, kombinacijom primjenjenih ekstrakcijskih parametara da se zakljuciti da
su najviSe vrijednosti masenih udjela flavonoida (9,78 mg/g i 94,61 mg/g) postignute u
uzorcima otpada (7 AV) i svijeze kave (15 AV) pri temperaturi od 70 °C, vremenu od 5
minuta i volumnom udjelu etanola od 70 %.

U radu Brnica (2017) prosjecna vrijednost ukupnih flavonoida u otpadu kave ,Kimbo"
iznosi 50 mg/g i 5 puta je veca u odnosu na vrijednost dobivenu u ovom radu. S druge pak
strane vrijednost flavonoida od 2,5 mg/g izmjerena u radu Mussato i sur. (2011) je oko 4
puta niza u odnosu na vrijednost (9,50 mg/g) dobivenu u ovom radu.

Usporedujudi rezultate ukupnih fenola (Tablica 5) i ukupnih flavonoida (Tablica 6) vidi
se kako su dobiveni veéi maseni udjeli flavonoida u odnosu na fenole, Sto nije uobicajena
pojava pri njihovim odredivanjima u nekim drugim materijalima (Marjanovi¢, 2017; Moslavac,
2017; Rajkovi¢, 2018). Jedan od mogucih razloga dobivanja veéih vrijednosti flavonoida je
prisutnost i mnogobrojnost drugih bioaktivnih spojeva u kavi i otpadu (Pandey i sur., 2000;
Noigam i sur., 2012) koji tijekom odredivanja flavonoida reagiraju s aluminijevim kloridom, te
doprinose ukupnom poveéanju apsorbancije, a time i masenih udjela. Ove izmjerene
vrijednosti upucuju na Cdinjenicu da bi se trebalo pronadi selektivniji reagensi za
spektofotometrijsko odredivanje flavonoida, ¢ime bi se dobio potpuniji uvid u valjanost ove ili
neke druge upotrebljene metode.
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4.3. Odredivanje ukupnih fenola i flavonoida u ekstraktima otpada

kave namijenjem za izradu biofilmova

Optimalni parametri ekstrakcije (7 = 70 °C, £ = 5 min i 70 % etanol, v/v) odredeni na
temelju dobivenih masenih udjela ukupnih fenola i flavonoida (Tablice 5 i 6) primjenjeni su
za izolaciju fenola iz otpada kave, te njihovu ugradnje u pektinske biofilmove, Cija je
priprema opisana u poglavlju 3.8.1. Neposredno prije izrade pektinskih biofilmova, 5, 10 i 20
%-tnim etanolnim ekstraktima otpada kave odreden je sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida
prema postupku opisanom u poglavlju 3.8.2.

U Tablici 7 prikazani su rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih
flavonoida i fenola u pripremljenim etanolnim ekstraktima otpada. Vijednosti masenih udijela
ukupnih fenola dobivene su u rasponu od 10,92 do 41,28 mg/g, a za ukupne flavonoide
19,53 do 63,89 mg/g. Vece vrijednosti udjela flavonoida u odnosu na fenole, ponovno
upucuje na cinjenicu da bi se trebalo pronaci selektivniji reagens za spektofotometrijsko
odredivanje flavonoida, ¢ime bi se eliminirale moguce interakcije s drugim prisutnim

spojevima u otpadu kave.

Tablica 7. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola (UF) i flavonoida

(UFL) u etanolnim ekstraktima otpada kave namijenjenim za izradu biofilmova.

Ukupni fenoli

A+SD w (UF)/(mg/g)+SD
5 0,039+0,001 10,92+0,00
10 0,110+0,002 23,82+0,00
20 0,290+0,000 41,28+0,00

Ukupni flavonoidi

Ax£SD w (UFL)/(mg/g)xSD
5 0,015+0,000 19,53+0,00
10 0,037+0,002 43,77+0,02
20 0,054+0,000 63,89+0,00

N =2, SD = standarna devijacija
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4.4. Odredivanje boje pektinskih biofilmova

Boja, odnosno L, a i b parametri standarnih pektinskih biofilmova (1 i 2), te biofilmova s
inkorporiranim polifenolnim ekstraktima otpada kave (5, 10 i 20 %) odredeni pomocu
kolorimetra prikazani su u Tablici 8.

Tablica 8. L, ai b parametri boje odredeni u pektinskim biofilmovima bez i s dodatkom
etanolnih ekstrakata otpada kave.

Biofilm LESD axtSsb bxtSD ALESD
1 32,32+0,00 -0,01+0,00 3,18+0,00 -
1E1 405 31,18+0,20 0,26+0,20 4,55+0,23 -1,14+0,23
1E2,,10 29,70+0,00 0,86+0,00 5,19+0,00 -2,62+0,00
1E3 2 29,56+0,25 1,00+0,29 5,45%0,27 -2,76%0,20
2 32,83+0,00 -0,15%0,00 1,98+0,00 -
2E1 g5 30,69+0,26 0,42+0,24 4,69+0,20 -2,14%0,20
2E2 10 30,12+0,20 0,62+0,17 5,36%0,15 -2,71+0,15
2E3 o2 29,10+0,10 1,37+0,12 5,51+0,10 -3,73%0,10

Indeksi 0,05, 0,10 0,20 odnose se na 5, 10 i 20 % etanolne ekstrakte otpada kave
N = 2, SD = standardna devijacija

AL vrijednosti kod 1 E1 05, 1 E2 g10, 1 E3 020, 2 E1 g5, 2 E2 101 2 E3 20 Uzoraka su
negativne iz ¢ega slijedi da su biofilmovi sa inkorporiranim ekstratktima otpada kave tamniji
u odnosu na standardne biofilmove (uzorci 1 i 2). Najmanje AL vrijednosti su dobivene kod 1
E3 0,20 1 2 E3 o0 biofilmova, Sto znaci da ih dodatak 20 %-tnog etanolnog ekstrakta otpada
kave Cini i najtamnijima. NeSto vece vrijednosti pokazuju 1 E2 o1 i 2 E2 g,10 biofilmovi s 10
%-tnim etanolnim ekstraktima, dok su najvece vrijednosti zabiljezene kod biofilmova s
najnizim volumnim udjelom etanola (1 E1 g05 i 1 E2 o,05). Vidi se da s porastom volumnog
udjela etanola, a time i masenih udjela fenola (Tablica 7), rastu ai b vrijednosti pektinskih
biofilmova (Tablica 8). Pri tome su nesto veée a (0,26 - 1,00) i b (4,55 - 5,45) vrijednosti
izmjerene kod biofilmova s 2 %-tnim pektinom u odnosu na one s 1 %-tnim pektinom (a =
0,42-1,37i b=4,69-5,51).

24



Bududi da su AL, L, ai b vrijednosti biofilmova proporcionalne udjelu pektina i etanola
u ekstraktima otpada kave, moze se zakljuciti da raspon boja biofilmova moze varirati

sukladno Zeljenim, bilo vizualnim i/ili funkcionalnim karakteristikama ovih jestivih proizvoda.

4.5. Odredivanje teksturalnih svojstava pektinskih biofilmova

Teksturalna svojstva proizvoda, poput Zzilavosti, glatkosti, viskoznosti, elasti¢nosti, tvrdoce,
jedroce i krhkosti su odredena kemijskim sastavom i fizikalnim vezama unutar samog
materijala vaznim za definiranje njegove mikrostrukture (Lelas, 2006).

Tako su i u ovom dijelu rada opisana neka od teksturalnih svojstava pektinskih
biofilmova, bez i s inkorporiranim etanolnim ekstraktima otpada kave.

Dobiveni rezultati (Tablica 9) su pokazali da je za standardni, 1 %-tni pektinski biofilm
(uzorak 1) potrebno utrositi duze vrijeme (1,835 s), a time i vedi rad (0,0030 J) za prekid u
odnosu na 1 E1 g5 biofilm, te kraCe vrijeme i manji rad u odnosu na 1 E3 g biofilm.
Iznimku predstavlja uzorak 1 E2 10 gdje je vrijeme potrebno za prekid vece, a rad maniji u
odnosu na 1 E3 (5. Kod standardnog biofilma 2 potrebno je utrositi krace vrijeme (3,245 s) i
maniji rad (0,0060 J) za prekid u odnosu na biofilmove sa dodanim ekstraktima otpada kave
(2 E1 005, 2 E2 0,10, 1 2 E3 0,20).
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Tablica 9. Parametri teksture izracunati na temelju izmjerene maksimalne sile i vremena potrebnog za pucanje uzoraka biofilmova.

Biofilm  Fuux/NSD FJNSD  Al/mmSD &% W/3£SD ¢/s£SD PIW
1 128,1549+0,0120 16,6305+0,0120 0,088+0,002 0,88  0,0030£0,0760 1,835:0,010 0,0016
1Eloos  1,000740,001  4,5566+£0,0039  0,066+0,006 0,66  0,00120,0101 1,150+0,021 0,0010
1E2450  1,0638£0,008 10,6556+0,0078 0,325+0,008 325  0,0020£0,0225 12,825+0,087 0,001
1E34,  L1524%0,069 11,347130,0089 0,265%0,010 2,65  0,0090£0,0344 7,820+0,065 0,0011

2 32,817840,0450 21,2035+£0,0245  0,160+0,009 1,60  0,0060£0,0080 3,245+0,030 0,0018
2Eloes  1,0638+0,009 18,0844+0,0077 0,248+0,020 248 0,0070£0,0565 4,725+0,021 0,0015
2E2410  1,2050+0,0010 19,3252+0,0099 0,248+0,045 248  0,0070+0,0850 3,390+0,045 0,0020
2E342  1,2234+0,0020 20,5665+0,0078 0,259:+0,050 259  0,0110£0,0743 5,810+0,067 0,0019

Indeksi 0,05, 0,10 0,20 odnose se na 5, 10 i 20 % etanolne ekstrakte otpada kave

N =2, SD = standardna devijacija
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S druge pak strane primje¢eno je da su vrijednosti maksimalnih sila potrebnih za
prekid biofilmova vece kod standarda (uzorci 1 i 2) u odnosu na one s dodanim ekstraktima
taloga kave. Tako dodatkom ekstrakta otpada kave u biofilm dolazi do znatnog smanjenja
maksimalne sile za 27,0025 do 27,1542 N u odnosu na standard 1, te 31, 5944 do 31,754 N
u odnosu na standard 2. Pri tome je za biofilmove pripravljene s vecim udjelom pektina (2
%) potrebno utroSiti i neSto vece sile, pa su tako za 2 E3 o2, 2 E2 o109 i 2 E1 o5 uzorke
dobivene A vrijednosti 1,2234 N, 1,2050 N i 1,0638 N. U slucaju 1 % -tnih biofilmova
izmjerene maksimalne sile su nize i iznose 1,1534 N (1 E3 o), 1,0638 N (1 E2 ¢10) i 1,0007
N (1 E1 o0s). Dakle, vidi se da s povecanjem volumnog udjela etanola u ekstraktima taloga
kave kod biofilmova s istim udjelom pektina ne dolazi do znatnog povecanja maksimalnih
sila. Nadalje, zapazeno je da biofilmovi pripravljeni s 2 %-tnim pektinom (bez i s
inkorporiranim ekstraktima taloga kave) imaju vecCe vrijednosti sila na granici elasticnosti u
odnosu na one pripravljene s 1 %-tnim pektinom. Nadalje, vece vrijednosti sila na granici
elasticnosti izmjerene su kod biofilmova pripravljenih s ve¢im volumnim udjelom etanola u
ekstraktima talog kave, bilo da se radi o 1 ili 2 %-tnim masenim udjelima pektina. Tako je
najveca vrijednost zabiljeZena kod biofilmova s 20 %-tnim ekstraktom (11,3471 N i 20,5665
N), a zatim ih slijede 10 %-tni (10,6556 N i 19,3252 N) i 5 %-tni ekstrakti (4,5566 N i
18,0844 N). No, usporedbom inkorporiranih pektinskih biofiimova s pripadajuéim
standardima (uzorak 1 i 2) zamjeceno je da standardni biofilmovi, 1 i 2 pokazuju veée
vrijednosti sila na granici elasticnosti (Tablica 9). Tako su vrijednosti sila na granici
elasti¢nosti za inkorporirane 1 %-tne filmove manje za 5,2834 do 12,0739 u odnosu na
standard 1, te 0,7270 do 3,3106 u odnosu na standard 2.

Zakljucno, rezultati su pokazali da ugradnjom etanolnog ekstrakta dolazi do promjena
teksturalnih znacajki biofilmova ugradnjom etanolnog ekstrakta otpada kave. Najvise
naglasena promjena odnosi se na smanjenje maksimalne sile (fnax), Sto u konacnici rezultira
smanjenom ¢vrsto¢om biofilmova s inkorporiranim etanolnim ekstraktima otpada kave. Iako
inkorporacijom etanolnog ekstrakta ne dolazi do znatne promjene vrijednosti sila na granici
elasti¢nosti u usporedbi sa standardima, ipak biofilmovi s ekstraktima otpada kave daju nize

Fe vrijednosti.
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5. Zakljucak

Ovim radom je pokazano da otpad kave zaostao nakon njena konzumiranja predstavlja
znacajan izvor fenola i flavonoida, pa se nagomilana koli¢ina otpada efikasno iskoristila za
izolaciju ovih bioloski aktivnih spojeva. Tako su rezultati mikrovalovima potpomognute
ekstrakcije provedene pri 7=501i 70 °C, t=5i 10 min i ¢ (etanol) = 50 i 70 % pokazali da se
vrijednosti ukupnih fenola za kavu nalaze u rasponu od 38,75 do 51,40 mg/g, te za njen otpad
od 4,55 do 6,90 mg/g. Najveca efikasnost ekstracije postignuta je pri temperaturi od 70 °C,
vremenu od 5 minuta i volumnom udjelu etanola od 70 %, i kod kave i njena otpada.

Iako su uzorci otpada kave dali znatno nize prinose fenola u odnosu na kavu, ovaj
biosupstrat ipak predstavlja jeftin i neiskoriSten izvor fenola. Stoga je u ovom radu njihovom
ekstrakcijom i inkorporacijom u pektinske biofilmove predloZzen jedan od mogucih nacina
zbrinjavanja, iskoristavanja i primjene otpada kave.

Rezultati karakterizacije boje biofilmova bez i s inkorporiranim ekstraktima taloga kave
su pokazali da se s povecanjem udjela pektina i etanolnih ekstrakata otpada kave povecava i
intenzitet obojenja biofilmova, pa su biofilmovi s 20 %-tnim ekstraktima kave i najtamniji
(uzorci 1 E3 g0 i 2 E3 0,20)-

Karakterizacijom teksture je pokazano da biofilmovi s veéim postotkom pektina bez i s
dodatkom ekstrakata taloga kave imaju vecu cvrstocu i elasti¢nost u odnosu na one s manjim
postotkom pektina. Inkorporacija etanolnog ekstrakta u pektinski biofilm ima za posljedicu
znacajno smanjenje Cvrstoce, te neznatno smanjenje elasticnosti. No, povecanjem volumnog
udjela etanola u ekstraktima otpada kave dolazi i do povecanja povecanja Cvrstoce i elasti¢nosti.
Tako 2E3 2 biofilm s 20 %-tnim inkorporiranim ekstraktom otpada kave daje najvecu tvrdocu i
elasti¢nost (Fnax=1,2234 N i A=20,5665 N) u odnosu na ostale karakterizirane inkorporirane
biofilmove.

Iako biofilmovi s inkorporiranim ekstraktima otpada taloga kave pokazuju slabija
teksturalna svojstva (smanjena cvrstoéa i elasticnost) u odnosu na standardne pektinske
biofilmove, ipak bi mogli nadi odgovarajucu primjenu ovisno o konacnoj Zeljenoj namijeni

(zastitna, nutritivna, funkcionalna, itd.)
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam
Kkoristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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