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1. Uvod

1.UvVOD

Prilikom proizvodnje jednog od najpopularnijih piéa, kave, dolazi i do generiranja velike
koli¢ine otpada. Za samo jednu Salicu napitka kave potrebno je oko 7,5 g mljevene kave dok u
napitku zavrsi tek oko 1,8 g tvari. Tih 1,8 g ¢ini samo 6 % od pocetne mase ploda kave Cija se
masa kontinuirano gubi prilikom obrade. Otpad nastaje tijekom primarne industrijske obrade
(pokozica, pulpa i pergamentna ovojnica prilikom mokrog postupka ili kaskara kod upotrebe
suhog postupka) i sekundarne obrade (srebrna pokozica i talog). Talog kave predstavlja zadnji
i glavni nusprodukt proizvodnje napitaka kave. Kako se prilikom proizvodnje napitaka kave ne
ekstrahiraju svi raspolozivi sastojci, u talogu i dalje zaostaju velike koli¢ine bioaktivnih spojeva
medu kojima se najvise isticu kafein i klorogenska kiselina (Komes i sur., 2021). U literaturi se
mogu pronaci brojni primjeri koristenja taloga kave kao sirovina za proizvodnju: alkoholnih
napitaka (Sampaio i sur., 2013), keksa (Martinez-Saez i sur., 2017), muffina (Severini i sur.,
2019.), ¢okolade (Yooiisur., 2011) i jestive ambalaZe (Batista i sur., 2020). Zbog svog kemijskog
sastava, mogucnost upotrebe taloga kave kao gnojiva (Emmanuel i sur., 2017) ili kao krmne

hrane (Pandey i sur., 2000) je ogranicena.

Nesto viSe od jedne treéine mase samog luka nakon njegove prerade i obrade predstavlja
otpadnu biomasu. Otpadna biomasa crvenog luka tijekom proizvodnje dehidriranog,
smrznutog ili ukiseljenog luka sacinjena je od ljuske luka, vanjskog mesnatog sloja, korijena,
gornjeg i donjeg dijela lukovice te lukovice nezadovoljavajuce kvalitete, a prilikom kalibracije i
pakiranja luka zaostaje samo vanjska ljuska. Zbog karakteristicCnog mirisa i moguénosti
razvijanja fitopatogena, otpadnu biomasu crvenog luka nije moguce koristiti za ishranu stoke
ili kao gnojivo na poljima pa u vecini slu¢ajeva zavrSava na odlagalistu. U crvenom luku i
njegovoj ljusci od bioaktivnih komponenata najvise dominiraju fenoli kojih ima i do 3 puta vise;
te flavonoidi kojih ima i do 4 puta vise u ljusci nego u cijelom plodu. Kvercetin 4'-glukozid i
kvercetin 3,4'-diglukozid najznacajniji su flavonoli (podskupina flavonoida) ljuske luka
(Stjepanovi¢ i sur., 2022). Ljuska luka prikazuje potencijal u upotrebi prilikom proizvodnje
tjestenine (Sayed i sur., 2014.), ekstrudiranih proizvoda (Tonyali i Sensoy, 2017), pSeni¢nog
tijesta (Michalak-Majawska i sur., 2020) i kruha (Piechowiak i sur., 2020) te tvrdih bombona i

Zelea (Om-Hashem i sur. 2016).
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Subkriticna ekstrakcija zelena je ekstrakcijska metoda koja je prvi put koriStena u
analiziranju uzoraka iz podrucja okolisa ali se brzo prosirila i na ostala podrucja. Subkriti¢na
ekstrakcija je tehnika u kojoj se otapalo (najéesce voda) odrzava u tekuéem agregatnom stanju
na temperaturi viSoj od temperature kljucanja pri standardnom tlaku. Ta visoka temperatura
ekstrakcije odrzava se pomocu poviSenog tlaka. Visoka temperatura i tlak poboljSavaju

ekstrakcijska svojstva otapala (Vladi¢ i sur., 2022).

U ovom radu istrazena je moguénost koriStenja subkriti¢cne ekstrakcije i njezina
efikasnost za ekstrakciju bioaktivnih komponenata taloga kave i ljuske luka na temelju analize

dobivenih ekstrakata na sastav polifenola, flavonoida, topivih proteina i Seéera.
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2. Teorijski dio

2.1. SUBKRITICNA EKSTRAKCIJA

Subkriti¢na ekstrakcija je ekstrakcijska tehnika razvijena 1990-ih godina kao alternativa
standardnim postupcima ekstrakcije u analiti¢koj kemiji, a koja je zbog svoje primjenjivosti
ubrzo koriStena i u ekstrakcijama bioaktivnih komponenti. Smatra se jednom od zelenih
tehnika ekstrakcija zbog toga Sto se kao ekstrakcijsko otapalo najéesce koristi voda koja je

jeftina, netoksi¢na i ne zahtjeva nikakav poseban nacin odlaganja, a dobiveni ekstrakti mogu

Kriticna tocka

=

Tlak [atm]

Plinovito

Trojna tocka

100 374

Temperatura [°C]

Slika 1 Fazni dijagram vode te prikaz podrucja subkriticne ekstrakcije

se koristiti bez potrebe za dodatnom obradom (Vladi¢ i sur., 2022). Upotrebom vode kao
otapala u subkritiénoj ekstrakciji, temperatura ekstrakcije nalazi se u rasponu od 100 °C do
374 °C. Subkriti€na ekstrakcija etanolom odvija se u rasponu od 78 °C do 241 °C. Otapalo se
na toj poviSenoj temperaturi odrzava u teku¢em agregatnom stanju upotrebom povisenog
tlaka. Na faznom dijagramu vode (Slika 1), graficki je prikazano podrucje u kojem se odvija

subkriti¢na ekstrakcija vodom (Vladic¢ i sur., 2022).

Povisenjem tlaka i temperature mijenjaju se svojstva vode te se manipulacijom tih
svojstava mozZe dovesti do selektivnosti ekstrakcije, odnosno ekstrahirati to¢no Zeljene

komponente iz materijala.



2. Teorijski dio

Voda pri standardnim uvjetima ima visoku dielektricnu konstantu od 78,5 na 25 °C sto
ju €ini izuzetno polarnim otapalom pa je kao takva pogodna za ekstrakciju polarnih spojeva
(Vladic¢ i sur., 2022). 1z Tablice 1 mozemo uociti da povecavanjem temperature i prelaskom u
subkriti¢no stanje dielektri¢na konstanta vode opada te tako ona postaje podobna za otapanje
i ekstrakciju nepolarnijih spojeva. Iz vrijednosti prikazanih u Tablici 1 moZzemo uociti da je
dielektricna konstanta vode pri 150 °C priblizna onoj dimetil-sulfoksida, dok daljnjim
povecéanjem temperature na 250 °C dielektri¢na konstanta je niza od konstanti acetonitrila i

metanola (Marcus, 2018; Vladic¢ i sur., 2022).

Tablica 1 Primjeri otapala i njihove dielektri¢ne konstante te temperature na kojima ih postizu (Marcus, 2018;
Generali¢, 2022; Vladi¢ i sur., 2022)

Otapalo Temperatura (°C) | Dielektricna konstanta
Voda 25 78,5

Voda 150 45

Voda 250 27
Dimetil-sulfoksid (DMSOQ) 25 46,68
Acetonitril 20 37,5

Metanol 25 32,7

Etanol 20 25

PoviSenjem temperature dolazi i do smanjenja gustoce otapala, povrsinske napetosti i
viskoznosti. Sve te promjene navedene u Tablici 2 poboljSavaju penetraciju otapala i kvasenje

materijala, ubrzava raspadanje matriksa te povecava prijenos mase (Vladi¢ i sur., 2022).

Tablica 2 Fizikalna svojstva vode i etanola pri razli¢itim temperaturama (Marcus, 2018)

Otapalo Temperatura (°C) Gustocéa (kg m3) Viskozitet (mPas) | Povrsinska napetost (MmN m™)
150 917 0,182 48,7
Voda 200 864,9 0,106 26,19
350 575 0,066 3,79
150 664,4 n.p. n.p.
Etanol 200 610,1 n.p. n.p.
225 574,6 n.p. n.p.

n.p. — nema podataka
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Mehanizam subkriti¢ne ekstrakcije sastoji se od 5 faza:

Kvasenje uzorka
Pocetna desorpcija otopljenih spojeva
Difuzija otopljenih spojeva u porama materijala

Uravnotezivanje izmedu vode i materijala

LA S

Kontinuirana difuzija komponenti (Vladi¢ i sur., 2022).
2.2. BIOAKTIVNE KOMPONENTE U HRANI

lako se bioloski aktivnim moZe oznacavati i negativan utjecaj, bioaktivnhe, odnosno
bioloski aktivne komponente najceSce se definiraju kao sastojci prirodnog porijekla koji
konzumacijom u odredenim koli¢inama imaju pozitivan ucinak na zdravlje organizma. Zbog
Sirokog spektra spojeva koji su obuhvaceni pod pojmom bioloske aktivnhe komponente,
kemijski sastav znacajno se razlikuje te se oni ne mogu svrstati u jednu kemijsku skupinu
spojeva. U hrani se nalaze u malim koli¢cinama, a po svome porijeklu mogu biti biljne,
zZivotinjske, mineralne ili mikrobne Ciji su primjeri komponenata navedeni u Tablici 3. 1z razloga
Sto vecina bioaktivnih komponenata ne posjeduje nutritivnu vrijednost, za njih nije izdana
vrijednost preporucenog dnevnog unosa. Njihova konzumacija moze biti u prirodnom obliku,
kao sastojak hrane ili pak preradena u farmaceutski oblik dodatka prehrani poput tableta,

kapsula, sirupa, drazeja ili u praskastom obliku (Jasi¢ i sur., 2021).

Tablica 3 Bioaktivne komponente te njihovi izvori ( Jasi¢ i sur., 2021.).

Porijeklo Komponenta

Biljno Alkaloidi, betalaini, flavonoidi, glikozidi, karotenoidi, polifenoli
Zivotinjsko Probiotici i proteini sirutke

Mineralno Kalcij, magnezij, jod

Mikrobno Funkcionalne mikrobne kulture

2.2.3. Djelovanje bioaktivnih komponenti

Biolosku aktivnost pojedine komponente nije moguce opisati djelovanjem samo na
odredeni dio organizmaili na pojedine organe zbog sloZenosti i povezanosti samog organizma.
Stoga, najlakse je opisati njihovo djelovanje kao djelovanje na prioritetni organ s posrednim

utjecajem na sustav organa ili cijeli organizam.
7
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Utjecaj bioaktivnih komponente obzirom na koji dio organizma djeluje dijelimo na:

e Zziv€ani sustav - Kao stimulansi centralnog Ziv€anog sustava tein, teobromin, guaranin
i kofein u umjerenim koli¢inama povecavaju budnost dok u ve¢im koli¢inama imaju
nepoZeljan ucinak na krvni tlak i gubitak koncentracije.

e endokrini sustav — Melatonin koji se u tragovima moze pronaci u razlicitom vocu i
Zitaricama ima pozitivan utjecaj na san, dok njegov nedostatak pojacava depresivna
stanja. Fitoestrogeni porijeklom iz soje kemijske grade slicnog ljudskom estrogenu veze
se na njegove receptore te tako dovodi do stabilizacije razine hormona i pomaze kod
osteoporoze, predmenstrualnog sindroma te ostalih stanja hormonske
neuravnotezenosti.

e krvoiZilni sustav — Omega-3 masne kiseline pozitivno utje¢u na krvoZzilni sustav,
smanjuju krvni tlak i poveéavaju imunosni odgovor tijela na traumu i infekciju. Uz
omega-3 masne kiseline na smanjenje tlaka takoder utjecu i spojevi iz celera, ¢esnjaka
i tamne ¢okolade kao i namirnice s ve¢om koli¢inom kalija poput dinje, kajsije, Sljive,
lososa, graha i banane. Vitamin K, acetilsalicilna kiselina te brojni polifenoli pozitivho
utjecu na koagulaciju krvi.

e gastrointestinalni sustav — Bioaktivhe komponente poput polifenola, kapsaicina i
piperina djeluju baktericidno u probavnom traktu te pruzaju zastitu protiv patogena.
Poboljsavanjem crijevne mikroflore pozitivan utjecaj na gastrointestinalni sustav imaju

i probiotici, prebiotici te simbiotici (Jasi¢ i sur.,2021).

2.3. NUSPROIZVODI PROIZVODNIJE KAVE

Od crvenog ploda koji se ubere sa grma kave do ekstrakta u napitku kave, pocetna
sirovina izgubi oko 94 % svoje mase. Masa sirovine gubi se kroz sve faze proizvodnje, a
zapoclinje obradom i skidanjem pulpe, pokoZice i pergamentne ovojnice primarnom
preradom. Preraduje li se arabica kava, koristi se mokri postupak primarne prerade gdje se
pomocu depulpera uklanja pulpa i pokoZica te se plodovi fermentiraju. Fermentacijom se
uklanja zaostala pulpa i pektinski sloj. Pranjem, suSenjem i ljustenjem nakon fermentacije
uklanja se i pergamentna ovojnica, a udio vode u poluproizvodu smanjuje se na 10 %. Robusta

kava preraduje se jednostavnijim suhim postupkom primarne prerade. Kava se u suhom
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postupku prerade susi u tankom sloju na suncu dok sadrZaj vode ne padne na vrijednost nizu
od 12 % nakon Cega se osuseni plod ljusti i uklanja se kaskara (pokoZica, pulpa i pergamentna
ovojnica). Nakon primarne obrade, sljede¢i korak prerade zrna je przenje. U svome radu
Komes i sur. (2021.) iznose podatak da se prilikom prZenja kave izdvoji oko 2 % srebrne
pokoZice iz mase suhog zrna. Kaskara, pulpa, pergamentna ovojnica i srebrna pokozica nastale
primarnom i sekundarnom obradom sirovine kave zbog svoga sastava postavljaju se kao

potencijalna sirovina za izolaciju bioaktivnih i nutritivnih spojeva (Komes i sur., 2021).

Talog kave nastaje u finalnoj fazi proizvodnje napitaka kava ili instant kave. Dobiva se
nepotpunom ekstrakcijom topivih komponentiiz prethodno obradenog i mljevenog zrna kave.
Zbog toga Sto se prilikom ekstrakcije ne ekstrahiraju sve komponente, sam talog kave i dalje

je bogat razlicitim bioaktivnim spojevima (Komes i sur., 2021).
2.3.1 Bioaktivhe komponente u talogu kave

Talog kave €ini od 49 do 53 % ukupnog nusproizvoda proizvodnje napitaka kave te on
predstavlja glavni i najznacajniji nusproizvod industrije kave. Kako bi se dobio kvalitetan
proizvod prilikom proizvodnje napitaka ekstrakcija se ne odvija u potpunosti, jer se prilikom
ekstrakcije ekstrahiraju tvari koje kvare okus. Kako ekstrakcija nije potpuna u talogu kave

ostaje puno u vodi topljivih i netopljivih bioaktivnih komponenata i funkcionalnih spojeva.

U talogu kave zaostaje od 10 do 15 % ulja i u ulju topljivih spojeva. Zbog njihove
hidrofobnosti nije ih mogude ekstrahirati prilikom proizvodnje kave te tako zaostaju u talogu.
U sastavu ulja taloga kave najvise se istiCcu palmitinska i omega-6-linolna kiselina. Valja

spomenuti kako je ulje taloga kave bogato i vitaminom E.

Najznacajnije bioaktivne komponente taloga kave su polifenolni spojevi. Polifenolni
spojevi, odnosno polifenoli ¢ine skupinu od preko 8000 identificiranih spojeva, a u talogu kave

najznacajnije su klorogenske kiseline(CGA) i kofein.

e Klorogenske kiseline nastaju esterifikacijom molekule kininske kiseline s jednom do tri
molekule derivata trans-hidroksicimetnih kiselina medu kojima prevladavaju
kofeinska, ferulinska i p-kumarinska kiselina. Od svih kofeinskih kiselina
najdominantnija je 5-kafeoilkininska kiselina (5CQA). Zbog svojih fenolnih skupina
imaju sposobnost vezanja slobodnih radikala pa se u istrazivanjima koje Tresserra-
Rimbau (2015.) iznosi u svome radu klorogenska kiselina prikazuje kao dobar
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antioksidans za lipoproteine niske gustoce (LDL) i lipoproteine vrlo niske gustoce
(VLDL). Osim antioksidativnih svojstava, CGA posjeduje i antivirusna, antimikrobna i
antikancerogena svojstva (Komes i sur., 2021).

e 1,3,7-trimetilksantin, poznatiji pod trivijalnim nazivom kofein najpoznatiji je alkaloid u
svijetu. U ljudskom organizmu, nakon adsorpcije, 75-80 % kofeina metabolizira se u
paraksantin. Utjecaji kofeina na organizam proizlazi iz mehanizma:

o Inhibiranja receptora adenozina kompetitivnim vezanjem kofeina i
paraksantina na receptore adenozina,

o povecavanja unutarstanicne koncentracije ciklickog adenozin
monofosfata inhibiranjem djelovanja enzima fosfodiesteraze

o povecavanja intracelularne koncentracije kalcija poticanjem njegovog
transporta kroz stani¢nu membranu i sarkoplazmatski retikulum (Nehlig

i sur., 1992; 10M, 2001).

2.4. NUSPROIZVODI PROIZVODNIJE LUKA

Tijekom prerade, na otpad koji nastaje otpada oko 37 % od pocetne mase svjezeg luka.
Prilikom prerade ili proizvodnje dehidriranog, smrznutog ili ukiseljenog luka otpadna biomasa

luka se klasificira u dvije razlicite skupine:

e Otpad nastao tijekom industrijske obrade. Taj otpad sacinjen je od ljuske luka,
vanjskog mesnatog sloja, korijena, gornjeg i donjeg dijela lukovice te lukovice
nezadovoljavajuce kvalitete.

e Otpad nastao tijekom kalibracije i pakiranja. Taj otpad sadrzi samo vanjsku

ljusku (Stjepanovici sur., 2022).

U radu Stjepanovic i sur. (2022) navodi se kako je zbrinjavanje nastale biomase luka
poprilicno izazovan zadatak jer se zbog svog karakteristicnog mirisa ne moze koristiti kao
primjesa sto€ne hrane, a zbog razvijanja fitopatogena nije moguce rasprsivanje po poljima i
koristenje kao organskog gnojiva. Kako otpadna biomasa ne bi zavrsila na odlagalistu ona se
moze koristiti u proizvodnji bioplina, tehnologiji obrade otpadnih voda, za zastitu metala i

tekstila ili kao sirovina za ekstrakciju bioaktivnih komponenti (Stjepanovic i sur., 2022).
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2.4.1. Bioaktivhe komponente ljuske crvenog luka

Flavonoidi i fenolni spojevi polifenoli su ti koji dominiraju u luku i njegovoj ljusci.
Njihova najveéa koncentracija zabiljeZzena je u ljusci gdje se fenolnih spojeva nalazi i 3 puta
viSe po masi suhe tvari za razliku od cijelog ploda, a flavonoida i do 4 puta vise. Ta velika razlika
u lukovici rezultat je svjetlosno induciranog enzima fenilalanin-amonij-liaze koji katalizira
proizvodnju flavonoida. Unutarnje Zive stanice lukovice sposobne su sintetizirati flavonole.
Vanjski mesnati slojevi lukovice su sposobni sintetizirati flavonole, ali i dalje pod utjecajem
svjetlosti daju mogucnost sinteze visih spojeva flavonola katalizirani enzimom fenilalanin
amonij-liaze. Najznacajniji flavonoli su kvercetin 4'-glukozid i kvercetin 3,4'-diglukozid.
Kvercetin spada u skupinu spojeva koji se koristi u borbi protiv karcinoma (Stjepanovié i sur.,

2022).
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3.1. ZADATAK

Zadatak ovog diplomskog rada bio je potpuno iscrpljivanje bioaktivnih komponenti iz
taloga kave i ljuske crvenog luka primjenom subkritiéne ekstrakcije etanolom razlicite
koncentracije ovisno o vrsti uzoraka. Subkriti¢na ekstrakcija provedena je sa etanolom razlicite
koncentracije (96 %, 75 % 50 %) i vodom po principu od nepolarnog ka polarnom. Prije
subkriti¢ne ekstrakcije uzorci taloga kave i ljuske crvenog luka podvrgnuti su odmaséivanju
metodom po Soxhlet-u na automatskom uredaju za ekstrakciju (SocROC) upotrebom
n-heksana kao otapala. Nadalje, ekstrakti dobiveni subkriticnom ekstrakcijom analizirani su na
udio suhe tvari, udio ukupnih polifenola, flavonoida, topivih proteina te ukupnih Sedera.
Odreden je i polifenolni profil kako bi se kvantitativno i kvalitativno utvrdila vrijednost

navedenih vrsta otpada kao i uspjeSnost subkriticne ekstrakcije.

3.2. MATERUALI | METODE

3.2.1. Sirovine

Kao sirovine za ovaj rad koristene su ljuske crvenog luka nastale nakon industrijske prerade
luka (pakiranje u mreZice) koja je dobavljena od proizvodaca Ena Fruit d.o.o te talog kave

nastao prilikom proizvodnje espresso kave prikupljen u lokalnom kaficu.
3.2.2. Kemikalije i reagensi

Tijekom eksperimentalnog dijela ovoga rada koristene su sljedeée kemikalije: etanol
C,HsOH proizvodaca Kefo, Slovenija; metanol CH3OH proizvodaca J.T. Baker, Poljska; n-heksan
proizvodaca Carlo Erba, Francuska, Bradford reagens proizvodaca Bio-Rad, Njemacka; Folin-
Ciocalte reagens proizvodaca CPAchem, Bugarska; natrijev karbonata Na;COs proizvodaca
T.T.T. Sveta Nedjelja, Hrvatska; natrijev nitrit NaNO; proizvodaéa Kemika, Zagreb, Hrvatska;
aluminij klorida AICI; proizvodaca Acros Organics, Njemacka; natrijev hidroksida NaOH
proizvodaca T.T.T. Sveta Nedjelja, Hrvatska; fenol CsHsO proizvodaca Lachner, Ceska; sulfatna
kiselina H,SO4 proizvodaca Carlo Erba, Francuska; standardi galne, feruliéne, klorogenske i
kafeinske kiseline te kvercetina proizvodaca Sigma Aldrich (Sjedinjene Americke Drzave SAD);
standard kafeina proizvodaca Acros Organics, Kina; glukoza proizvodaca BDH PROLABO,

Engleska.
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3.2.3. Uredaji

Tijekom provedbe eksperimentalnog dijela ovoga rada koriSteni su sljedeéi uredaji:
Laboratorijski mlin (IKA MF 10 basic, Njemacka), susionik (Memmert UF55, Njemacka), mlin
(Albrigi Luigi s.r.l. Mulino, Italija), Uredaj za automatsku ekstrakciju metodom po Soxhlet-u
(Opsis SoxROC, Svedska), uredaj za subkritiénu ekstrakciju (Prehrambeno-tehnolo$ki fakultet
Osijek, Hrvatska), vibriraju¢a mijesalica (DLAB MX-S, Kina), vodena kupelj (Memmert WNB 14,
Njemacka), analiticka vaga (Gibertini CRYSTAL 200 CE, lItalija), tehnicka vaga (Kern 372,
Njemacka), centrifuga (HERMLE Z 326 K, Njemacka; Eppendorf Minispin, Njemacka),
utrazvucna kupelj (Bandelin SONOREX RK 31; SONOREX RK 100, Njemacka), Spektrofotometar
(Lasany Li- 285, Indija), digitalni termometar sa temperaturnom sondom (CEM DT-610B, Kina)

i HPLC sustav (Agilent technologies 1260 Infinity Il , SAD).

3.2.4. Priprema sirovine

Talog kave prikupljen u lokalnom kaficu homogeniziran je i osuSen u susnici na

pliticama u tankom sloju debljine do cca 5 mm pri 60 °C u vremenu od 24 h.

Ljuska crvenog luka pristigla od proizvodaca usitnjena je upotrebom mlina Albrigi Luigi s.r.l.
Mulino na granulaciju od 3 do 5 mm. Usitnjena ljuska luka sadrzavala je primjese zemlje i
pijeska. Nakon prvog usitnjavanja ljuska je ispirana 4-6 puta hladnom vodom. Nakon pranja

ljuska luka je susena u susnici pri 60 °C u vremenu od 24 h na pliticama u tankom sloju debljine

Slika 2 Mljevenje ljuske crvenog luka na granulaciju od 0,5 mm
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cca 5 mm. Osusena ljuska luka naknadno je usitnjena na IKA MF 10 basic mlinu (Slika 2) na

granulaciju od 0,5 mm (uz medukorak od 1 mm).

3.2.5. Odredivanje suhe tvari

Odredivanje suhe tvari ili odredivanje sadrzaja vode je gravimetrijska metoda koja se
bazira na suSenju uzorka u susioniku do konstante mase. Susenje se provodi dok razlika u masi
dvije uzastopne paralele ne bude manja od 3 mgili u nekim slu¢ajevima manja od 0,1 % mase
uzorka. Ako se suse uzorci koji imaju visoki udio masti, prilikom suSenja moze do¢i do porasta
mase, tada se za masu suhe tvari uzima ona masa odmjerena prije povec¢anja. Na uzorcima
koji sadrze veliki udio hlapivih komponenti metodom susenja nije moguce odrediti suhu tvar

jer prilikom suSenja dolazi do isparavanja hlapivih komponenti (Primorac i Flanjak, 2012).

U aluminijsku posudu, koja je zajedno s poklopcem osusena 1 sat na 105 °Ci ohladena
u eksikatoru, odvagano je 3 do 5 g uzorka. Posudica je postavljena otvorena u susionik i susena
je zajedno s poklopcem 1 sat. Nakon su$enja u suSioniku posudica je zatvorena te je s pomodu
metalnih klijeSta postavljena u eksikator na hladenje u trajanju od 30 min. Posudica s uzorkom
odvagana je te ponovno vracena u susionik na susenje od 1 sata. Nakon susSenja posudica je
ponovno ohladena u eksikatoru. Ohladeni uzorak ponovno je odvagan. Postupak je ponavljan
dok se nije postigla konstantna masa, odnosno dok razlika u dvije uzastopne odvaga nije bila

manja od 0,1 % mase uzorka. Udio suhe tvari izracunat je prema jednadzbi (1):

m(a) —m(b) 100) "

ST =100~ < m(uzorak)

Gdje su:

e ST- udio suhe tvari [%]
e m (a)- masa posudice s uzorkom prije susenja [g]
e m (b)- masa posude s uzorkom nakon susenja [g]

e m (uzorak)- masa uzorka [g]
3.2.6. Odmascivanje po Soxhlet-u

Soxhlet metoda je standardna metoda ekstrakcije nepolarnih lipida iz uzorka pomocu
organskih otapala kao Sto su n-heksan, dietil eter ili petrol eter u svrhu odredivanja slobodnih

masnoca u prehrambenim materijalima. Koli¢ina vode u uzorku ne smije biti visa od 10 % te
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se s toga uzorci prethodno moraju osusiti. Standardna Soxhlet metoda ukljucuje postupak u
kojem se u ekstraktoru (posudi za ekstrakciju) nakuplja otapalo i natapa uzorak nakon cega se
sifonski vra¢a nazad u ekstraktor i postupak se ponavlja. Vrijeme ekstrakcije je propisano
metodom ovisno o tipu materijala koji se iscrpljuje ili brojem prelijevanja uzorka/ekstraktora
(Wrolstad i sur., 2005.). Standardna metoda po Soxhletu ima kako svoje prednosti
(jednostavnost aparature i odredivanja kao i male koli¢ine uzorka) tako i nedostatke (dugo
vrijeme ekstrakcije, velike koli¢ine otapala) te je temelj za razvoj metoda za odredivanje
slobodnih masti kojima se pokusava rijeSiti nedostatke standardne metode. Jedan od takvih
uredaja, koji se temelji na standardnoj Soxhlet metodi, je i automatski uredaj za ekstrakciju

SoxRoc prikazan na Slici 3.

Slika 3 Uredaj za automatsku ekstrakciju SoxROC

Uredaj za automatsku ekstrakciju SoxROC (Slika 3) koristi Randall i Twisselmann
tehniku ekstrakcije koja je modifikacija Soxhlet-a. U njemu se vruce, klju¢ajuce otapalo u
direktnom kontaktu s uzorkom koristi kao sredstvo za ekstrakciju masti (Opsis, 2016.).
Prednost uredaja u odnosu na standardnu metodu ekstrakcije prema Soxhletu je znacdajno
skradivanje vremena trajanja ekstrakcije kao i automatsko otparavanje i redestilacija otapala,

suSenje i hladenje ekstrahirane masnoce. Redestilacija otpala je 98 % koje se za sljedeée
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ekstrakcije koristi u kombinaciji s nekoristenim otpalom u omjeru 50:50. Dakle, prednost

uredaja za automatsku ekstrakciju osim skracivanja vremena ekstrakcije je i usteda otapala.
Ekstrakcija u ovom uredaju odvija se u tri koraka:

1. Kuhanje- otapalo u direkthom kontaktu s uzorkom i pod utjecajem ogrjevnog tijela
klju¢a ¢ime se odrzava propisana temperatura i ekstrakcija lipida iz uzorka.
2. Ispiranje- uzorak se ispire refluksom otapala koje je otparilo i kondenziralo na hladilu.

3. SusSenje- otapalo se otpari iz uzorka i susi te hladi.

U okviru ovog diplomskog rada, odmascivanje uzoraka provedeno je u 6 paralela. Tri
grama uzorka odvagano je u celulozni tuljak. Tuljak je poklopljen s tankom vatom te je zajedno
s oprugom/drzacem postavljen u ekstraktor. U ekstraktor je uz rub uliveno 90 mL n-heksana
koji je koriSten kao otapalo. Ekstraktor je postavljen na za to predvideno mjesto u uredaju te

je uredaj propisno zatvoren. Na digitalnom zaslonu postavljeni su uvjeti ekstrakcije.
Ekstrakcija je provedena pri sljede¢im uvjetima:

e temperatura— 155 °C

e kuhanje — 40 minuta

e ispiranje —40 minuta

e redukcija otapala — 5 minuta

e suSenje — 5 minuta.

Za odredivanje koli¢ine masti u uzorku koristena je klasi¢cna gravimetrijska metoda
vaganjem tuljka i ekstraktora prije i poslije same ekstrakcije te je po razlici u masi odreden

postotak masti u uzorku koristeéi jednadzbu (2):

_m(m) —m(p)

m(uzorak) 100 )

Gdje su:

e M- udio masti u uzorku [%]
e m (n)- masa ekstraktora nakon ekstrakcije [g]
e m (p)- masa ekstraktora prije ekstrakcije [g]

e m (uzorak)- masa uzroka [g]
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3.2.7. Subkriticna ekstrakcija

Ekstraktor za subkriti¢nu ekstrakciju sastoji se od cilindri¢ne debelostijene posude s ¢epom
koji se pri¢vrs$éuje s navojnom kapom, a svi elementi izradeni su od nehrdajuéeg celika AlSI
304 kako bi se smanjio utjecaj materijala na sastav dobivenih ekstrakata s obzirom da se
ekstrakcija provodi na visokim vrijednostima tlaka i temperature. Na ¢epu ekstraktora , kao
prikljuéni spoj, koristi se Hermeto® spojnica na koju se spaja beSavna cijev izradena od AlSI
316Ti kroz koju se s dusSikom odrzava tlak. Uz navedenu spojnicu na ¢epu se takoder nalazi
slijepa cijev koja vodi do sredista cilindra, a namijenjena je za pozicioniranje temperaturnog
osjetila u srediSte ekstraktora. Za mijeSanje uzorka u samom ekstraktoru koristi se magnetno
mijeSalo dok se za odrZavanje temperature koristi izolirana zra¢na komora s ventilatorom,

grijacem i temperaturnim regulatorom.

U ekstraktor je dodana prethodno odvagana koli¢ina uzorka, otapala i magnetno mijesalo.
Na vrh ekstraktora je postavljena brtva i ¢ep ekstraktora te se zatezanjem navojne kape
ostvarila nepropusnost. Cijev za odrzavanje tlaka u sustavu je pomocu rucnog alata

postavljena i zategnuta kako ne bi doslo do curenja dusika. Ekstraktor je postavljen u zracnu

! i ; RSTIRRER
| [ B o I
| = g, 3
Y'Y
Slika 4 Subkriti¢ni ekstaktor u termostatiranoj komori
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komoru vidljivo na Slici 4. Regulacijski ventil oprezno je otvoren te je dusik pusten u sustav, a
tlak je prethodno postavljen na 30 bara. Nakon tladenja ekstraktora dusikom, u za to
predvideno mjesto, postavljeno je mjerno osjetilo temperature kojim je praéena temperatura
u srediStu ekstraktora. Termostatirana komora je zatvorena te je na zaslonu postavljena
Zeljena temperatura ekstrakcije ¢ime je omogudéen direktan prijenos topline na ekstraktor.
Uklju¢ivanjem magnetske mjeSalice omoguéeno je mijeSanje materijala i otapala tijekom
cijelog vremena ekstrakcije. Kada je temperatura u srediStu ekstraktora dostigla 5 °C nizu
temperaturu od zadane, zapocelo je vremensko odbrojavanje tijeka ekstrakcije. Nakon 60
minuta termo komora je isklju¢ena i otvorena, te je pomocu rukavica ekstraktor uronjen u
hladnu vodu kako bi se ubrzalo hladenje sustava. Nakon hladenja sadrZaja ekstraktora na
temperaturu nizu od 60 °C regulacijski ventil dusSika je zatvoren, a laganim otvaranjem
visokotla¢nog ventila izjednacen je tlak ekstraktora s atmosferskim. Po izjednacavanju tlakova
rastavljen je cijeli sustav (a to ukljucuje skidanje visokotla¢nog ventila, navojne kape i ¢epa
ekstraktora). Smjesa koja se nalazila u ekstraktoru profiltrirana je preko Buchnerovog lijevka s
nabranim filter papirom (Whatman 113, Ujedinjeno Kraljevstvo). Talog je skinut s filter papira
i vracen je u ekstraktor kako bi se ekstrakcijski postupak ponovio sa sljedeéim otapalom.
Nakon zavrsetka svih stupnjeva ekstrakcije talog je osusen u susnici pri 60 °C u vremenu od 24
h. Preliminarnim istrazivanjima odredeni su optimalni uvjeti ekstrakcije te su navedeni u

Tablicama 4i 5.

Tablica 4 Uvjeti ekstrakcije bioaktivnih komponenti iz taloga kave

Broj koraka ekstrakcije 3

Korak 1. 2. 3.
Otapalo 96 % EtOH 50 % EtOH Voda
Tlak 30 bar

Omijer uzorak:otapalo 1:30

Vrijeme ekstrakcije 60 min

Tablica 5 Uvjeti ekstrakcije bioaktivnih komponenti iz ljuske crvenog luka

Broj koraka ekstrakcije 4

Korak 1. 2. 3. 4.
Otapalo 96 % EtOH 75% EtOH 50 % EtOH Voda
Tlak 30 bar

Omjer uzorak:otapalo 1:30

Vrijeme ekstrakcije 60 min
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3.2.8. Odredivanje topivih proteina

Koncentracija topivih proteina odredivana je spektrofotometrijskom metodom po
Bradfordici. Metoda se temelji na nespecificnom vezanju anionskog oblika boje Coomassie
Brilian Blue G-250 za bazi¢ne i aromatske boéne ogranke proteina. Tim vezanjem dolazi do
stvaranja kompleksa protein:boja koji pri niskom pH uz maksimum apsorbancije pri 595 nm

(Bradford, 1976).

Odredivanje proteina ovom metodom provedeno je u 3 paralele. U PMMA kivete
odmjereno je, zbog ograni¢enosti metode, ovisno o ocekivanoj koli¢ini proteina 50 ili 100 uL
uzorka. U kivete je nakon toga dodavano je 2 mL Bradfordi¢inog reagensa te se na sobnoj
temperaturi ¢ekalo 5 minuta kako bi se razvila boja. Apsorbancija je mjerena na 595 nm
pomocu spektrofotometra. Kao slijepa proba koristena je destilirana voda s Bradfordicinim
reagensom. Koncentracija proteina odredena je iz baZdarne krivulje govedeg serumskog

albumina, BSA.
3.2.9. Odredivanje ukupnih polifenola

Odredivanje ukupnih polifenola odradeno je spektrofotometrijskom metodom prema
Folin-Ciocalteu uz Folin-Ciocalteu reagens (smjesa fosfotungstata i molibdata). Ova metoda
bazirana je na mehanizmu prijenosa elektrona izmedu fenolnih aniona, koji su nastali iz fenola
djelovanjem natrijevog karbonata (Na,COs), i Folin-Ciocalteu reagensa. U toj reakciji se Mo®*
reducira u Mo>* te otopina mijenja boju u plavo. Ovisno o koli¢ini fenola u uzorku reakcija ¢e

biti jaca, odnosno boja ce biti intenzivnija. Najintenzivnija apsorbancija je pri 765 nm (Mati¢ i

sur., 2017).

Odredivanje ukupnih polifenola provedeno je u 3 paralele. U 20 plL uzorka u staklenoj
epruveti dodano je 1580 pL vode i 100 pL Folin-Ciocalteu reagensa te 300 pL (200g/L) Na,COs.
Smjesa se na vibrirajucoj mijeSalici nakratko izmijeSa te se postavi na inkubaciju u vodenu
kupelj pri temperaturi od 40 °C na 30 minuta. Poslije 30 minuta na spektrofotometru mjeri se

apsorbancija pri 765 nm. Kao slijepa proba koristena je destilirana voda umjesto 20 uL uzorka.
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3. Eksperimentalni dio

Za ekstrakte ljuske crvenoga luka koncentracija ukupnih polifenola odredena je preko
baZzdarne krivulje dobivene galnom kiselinom, a za izracun koncentracije polifenola u

ekstraktima taloga kave koristena je klorogenska kiselina.
3.2.10. Odredivanje ukupnih flavonoida

Ukupni flavonoidi odredeni su spektrofotometrijskom metodom uz aluminij klorid
(AICI3) kao reagens. Ova metoda zasniva se na reakciji pri bazi¢nim uvjetima izmedu
aluminijevih iona i molekula flavonoida. Njihovom reakcijom dolazi do stvaranja crvenih kelata
aluminij-flavonoida. Vecom koncentracijom nastalih kelata poveéava se apsorbancija. U
alkalnom mediju, se uz prisutnost natrijevog nitrata (NaNO;), apsorbancija mjeri pri 510 nm

(Mati¢isur., 2017).

Odredivanje ukupnih flavonoida provedeno je u 3 paralele. U 200 plL uzorka dodano je
60 UL 5 % NaNO; te je nakratko izmijeSano na vibriraju¢oj mijesalici. Inkubirano je 5 minuta
nakon Cega je dodano 60 pL 10 % AICls. Uzorak je ponovno promijesan na vibrirajuc¢oj mijesalici
te je inkubiran dodatnih 6 minuta. Nakon inkubacije u epruvetu je dodano 400 pL 1 M
natrijevog hidroksida (NaOH) i 480 uL vode. Uzorak je izmijeSan na vibriraju¢oj mijesalici te je
kvantitativno prenesen u PMMA kivetu. Apsorbancija je na spektrofotometru mjerena na 510
nm. Paralelno uzorcima odraden je i kontrolni uzorak u koji je umjesto 60 uL NaNO; i 60 pL
AICls dodano 120 plL. Kao slijepa proba koristena je voda umjesto uzorka. Koncentracija

ukupnih flavonoida odredena je preko bazdarnog dijagrama za kvercetin.
3.2.11. Odredivanje Secera

Ova spektrofotometrijska metoda provedena je uz fenol i sumpornu kiselinu kao
reagense. U ovoj metodi, uz prisustvo sumporne kiseline H;SOs4, formiraju se obojeni
aromatski kompleksi spajanjem fenola i ugljikohidrata. Apsorbancija je mjerena pri 495 nm

(Wrolstad i sur., 2005).

Odredivanje Seéera provedeno je u 3 paralele. U staklene epruvete s navojem i 50 plL
uzorka dodano je 500 uL fenola te je izmijeSano na vibrirajuéoj mijesalici. Nakon mijeSanja
dodano je 2,5 mL96 % H,SO4 te je epruveta zatvorena s epom. Zatvorena epruveta izmijeSana
je na vibrirajuc¢oj mijesalici. Nakon mijeSanja sadrzaj je kvantitativno prenesen u PMMA kivetu

te je na spektrofotometru izmjerena apsorbancija na valnoj duljini od 495 nm. Kao slijepa

21



3. Eksperimentalni dio

proba koriStena je voda umjesto uzorka. Koncentracija ukupnih Secera odredena je preko

baZdarnog dijagrama za glukozu.
3.2.12. Identifikacija i kvantifikacija bioaktivnih spojeva HPLC-PDA metodom

Identifikacija i kvantifikacija bioaktivnih spojeva odradena je po metodi Jakobek i sur.
(2019). U plasti¢ne kivete dodano je 0,2 g uzorka zajedno s 1,5 mL 80 % metanola. Smjesa je
tretirana ultrazvukom u kupelji 15 minuta nakon cega je 10 min centrifugirana pri 10 tisuca
okretaja u minuti. Supernatant je filtriran kroz politetrafluoretilen (PTFE) filtere s veli¢inom

pora od 0,45 pum.

Za analizu uzoraka koriSten je HPLC sustav opremljen autosamplerom, kvarternom
pumpom te photo-diode array detectorom (PDA). Za kromatografsko razdvajanje koristena je
Poroshell 120 EC C-18 kolona unutarnjeg promjera 4,6 mm, duljine 100 mm te veli¢ine Cestica
2,7 um. Koristena je i predkolona Poroshell 120 EC-C-18 4,6 mm. Kao mobilna faza A koriStena
je 0,1 % H3PO4 te 100 % metanol kao mobilna faza B. Brzina protoka mobilne faze je
0,8 mL min! uz sljedede gradijente faza kako slijedi: 0 min 5 % B, 5 min 25 % B, 14 min 34 % B,
25 min 37 % B, 30 min 40 % B, 34 min 49 % B, 35 min 50 % B, 58 min 51 % B, 60 min 55 % B,
62 min 80 % B, 65 min 80 % B, 67 min 5% B, i 72 min 5 % B. Volumen injektiranih kalibracijskih
standarada i uzoraka u dvije paralele iznosila je 10 pL. Sve kalibracijske krivulje prikazale su
linearnost s r> od 0,9927 do 1,0000, a koristene su standardne otopine kafeina, feruli¢ne
kiseline, kvercetina te klorogenske kiseline. Statisticka analiza podataka provedena je u

Minitab programu (Minitab LLC, SAD) i MS Excel-u (Microsoft, SAD).
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4. Rezultatiirasprava

4.1. KEMIUJSKI SASTAV EKSTRAKATA TALOGA KAVE | LJUSKE CRVENOG LUKA

Zadatak ovog diplomskog rada bio je potpuno iscrpljivanje bioaktivnih komponenti iz
taloga kave i ljuske crvenog luka primjenom subkriticne ekstrakcije etanolom razliCite
koncentracije ovisno o vrsti uzoraka. Nadalje, ekstrakti dobiveni subkritichom ekstrakcijom
analizirani su na udio suhe tvari, udio ukupnih polifenola, flavonoida, topivih proteina te
ukupnih Secera. Odreden je i polifenolni profil kako bi se kvantitativno i kvalitativno utvrdila

vrijednost navedenih vrsta otpada kao i uspjeSnost subkriticne ekstrakcije.
Rezultati odredivanja prikazani su u tablicama i dijagramima.
4.1.1. Sastav ekstrakata taloga kave

Kemijskom analizom ekstrakata (prikazani na Slici 5) dobivenih nakon sekvencijalne
subkriticne ekstrakcije taloga kave, provedene u okviru ovog diplomskog rada, dobiveni su

rezultati navedeni u Tablici 7.

3

Slika 5 Ekstrakti dobiveni nakon subkriticne ekstrakcije : 1 - 96 % etanol, 2 - 50 % etanol, 3 - voda
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4. Rezultatiirasprava

Tablica 6 Kemijski sastav ekstrakata nakon sekvencijske ekstrakcije iz taloga kave

Ekstrakcijsko . Uku?nl UkuPn.' . Topivi proteini Ukupni Seceri
otapalo polifenoli [g/100 flavonoidi [2/100g] [2/100g]
gl [s/100g]
96 % etanol 2,14 £ 0,20 2,18+0,12 0,94 £ 0,08 0,69 £ 0,06
50 % etanol 2,50+0,19 1,50+0,15 1,44 0,14 1,68 +0,16
Voda 0,93+0,10 0,59+0,13 0,50 £ 0,09 2,17 £0,24
Ukupno 5,57 +0,20 4,27 £0,15 2,88+0,14 4,54 £ 0,24

Iz rezultata Tablice 7 moZemo uoditi da se od ukupno ekstrahiranih 5,57 + 0,20 g/100 g
polifenola, najvise njih ekstrahiralo 50 % etanolom, dok je najmanje ekstrahirano vodom
(0,93 £ 0,10 g/100 g). Iz taloga kave sli¢nu raspodjelu imaju i topivi proteini koji su se najvise
ekstrahirali u 50 % etanolu (1,44 + 0,14 g/100 g) i najmanje u vodi (0,50 + 0,09 g/100 g), a
ukupno ih je ekstrahirano 2,88 + 0,14 g/100 g. 96 % etanol iskazao se kao najbolje ekstrakcijsko
sredstvo za flavonoide ekstrahirajuéi 2,18 + 0,12 g/100 g flavonoida od ukupno 4,27 + 0,15
g/100 g. Secera je ukupno ekstrahirano 4,54 + 0,24 g/100 g gdje se u koraku ekstrakcije s
vodom ekstrahiralo najvise(2,17 + 0,24 g/100 g). U usporedbi s metanolnom ekstrakcijom

prilikom karakterizacije sirovine ekstrahirano je 93 % vise polifenola i 116 % vise flavonoida.

feruli¢na kiselina

kafeinska kiselina

Polifenoli

klorogenska kiselina

|
|
|

0 100 200 300 400
Udio [mg/100 g]

H 96 % EtOH 50 % EtOH Voda

Slika 5 Dominantni polifenoli u ekstraktima taloga kave
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4. Rezultatiirasprava

Analizom polifenolnog profila HPLC-PDA metodom potvrdeno je da se u talogu kave
koli¢inski najviSe nalazi kafeina Sto se moze vidjeti na Slici 6. 1z istog grafa moZzemo uociti da
se najviSe kafeina ekstrahiralo 96 % etanolom, a najmanje vodom. Klorogenska kiselina po
udjelu drugi je polifenol taloga kave kojeg se najvise ekstrahiralo u koraku ekstrakcije s 50 %
etanolom dok je kao i kod kafeina najmanje ekstrahiran vodom. Kafeinska kiselina tredéi je po
udjelu u talogu kave i slijedi slican trend kafeina, to jest najvise kafeinske kiseline ekstrahirano
je s 96 % etanolom, a najmanje s vodom. Kao Cetvrta po udjelu feruliéna kiselina najvise je

ekstrahirana 96 % etanolom.
4.1.2. Sastav ekstrakata ljuske crvenog luka

Rezultati prikazani u Tablici 8 rezultati su analize ekstrakata (prikazani na Slici 7)

dobiveni nakon subkriticne ekstrakcije ljuske crvenog luka.

Slika 7 Ekstrakti ljuske industrijskog luka : 1 - 96 % etanol, 2 - 75 % etanol, 3 - 50 % etanol, 4 - voda

Iz ljuske crvenog luka sekvencijalnom subkritichnom ekstrakcijom ukupno je ekstrahirano
8,40 + 0,38 g/100 g polifenola, 8,16 + 0,47g/100 g flavonoida, 3,47 * 0,11 g/100 g topivih
proteina te 4,11 + 0,10 g/100 g Secera. Najvise polifenola ekstrahirano je 96 % etanolom
(4,25 £ 0,30 g/100 g), zatim 75% etanolom (2,51 + 0,38 g/100 g), 50 % etanolom (1,07 + 0,09
g/100g) te vodom (0,57 + 0,11 g/100 g). Flavonoidi, kao i topivi proteini slijede sli¢an trend

polifenola u tome $to se najvise njih ekstrahiralo u 96 % etanolu, a najmanje u vodi. 96 %
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etanolom ekstrahiralo se 5,26 + 0,47 g/100 g flavonoida i 1,59 + 0,11 g/100 g proteina, dok se
u vodi ekstrahiralo samo 0,35 + 0,16 g/100g flavonoida te 0,22 + 0,11 g/100 g proteina. Seéeri
su se kao i kod taloga kave najvise ekstrahirali vodom (2,04 + 0,10 g/100 g), a najmanje 96 %
etanolom (0,61 *+ 0,05 g/100 g). U usporedbi s metanolnom ekstrakcijom provedene prilikom
karakterizacije sirovine, subkriticnom ekstrakcijom ekstrahirano je 50 % vise polifenola i 84 %

vise flavonoida.

Tablica 7 Kemijski sastav ekstrakata ljuske crvenog luka

Ekstrakcijsko Ukupni polifenoli Ukupn.l . Topivi proteini [g/100  Ukupni Seceri
otapalo [g/100 ] flavonoidi gl [¢/100 g]
[/100 g]
96 % etanol 4,25+ 0,30 5,26 £ 0,47 1,59+0,11 0,61+ 0,05
75 % etanol 2,51+0,38 1,92+0,17 1,14 £ 0,06 0,71 +0,08
50 % etanol 1,07 £ 0,09 0,63 £ 0,07 0,52 +£0,04 0,75 +0,02
Voda 0,57+£0,11 0,35+0,16 0,22 +0,11 2,04 £0,10
Ukupno 8,40 £ 0,38 8,16 £ 0,47 3,47+0,11 4,11+0,10

Slika 8 Razdioba kvercetina i ukupnih flavonola u ekstraktima ljuske crvenog luka

Analizom polifenolnog profila ekstrakata ljuske crvenog luka utvrdeno je da kvercetin Cini

gotovo 85 % ukupnih flavonola ekstrahiranih ovom metodom. Kao $to je prikazano na Slici 8

Voda I

50% EtOH -

T O

96% EtOA —

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Udio [mg/100¢g]

Ekstrakcijsko otapalo

Kvercetin M Ukupni flavonoli
najvise kvercetina ekstrahirano je pomocu 96 % etanola nakon Cega slijedi 75 % etanol te 50

% etanol, dok voda, kao zavrsna faza ekstrahira neznacajne koli¢ine.

4.2. USPJESNOST SUBKRITICNE EKSTRAKCIJE
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Kemijski sastav taloga kave i ljuske crvenog luka (Tablica 9) odredivan je standardnim
kemijskim metodama kako slijedi u okviru istraZivanja ImoLipWaste projekta (IP-2020-02-
6878). Udio suhe tvari odreden je susenjem do konstante mase pri 103 °C; ukupni proteini
odredivani su metodom po Kjeldahl-u; slobodne masti metodom po Soxhlet-u; sirova vlakna
ISO 6865:2000 metodom; NDF, ADF i ADL metodom po van Soest-u; ukupni polifenoli
spektrofotometrijski Folin-Cioacalteu metodom, ukupni flavonoidi spektrofotometrijski uz

aluminijev klorid kao reagens; udio pepela Zarenjem pri 550 °C.

Tablica 9 Kemijski sastav taloga kave i ljuske crvenog luka* (rezultati ImoLipWaste projekta)

Parametar Talog kave Ljuska crvenog luka
Suha tvar [g/100 g] 39,88 +0,75 82,08 +£0,16
Ukupni proteini [g/100 g s+] 16,68 + 0,06 2,82 +£0,03
Slobodne masti [g/100 g ] 10,58 + 1,63 1,26 £ 0,30
Sirova vlakna [g/100 g s+] 29,86+ 3,13 34,41 +1,50
Sirova vlakna (NDF)
58,73 +1,31 41,63 +1,84
[g/100 g s.t.]
Celuloza (ADF-ADL) [g/lOO_c; 23594 0,15 37.48 40,34
s.t.
Hemiceluloza (NDF-ADF)
23,35+1,51 2,53+1,46
Lignin (ADL) [g/100 g 5] 11,79 +0,35 1,62 +0,03
2,88 +0,40 5,59 + 0,26
Ukupni polifenoli [g/100 g ]
(11,26 + 0,20)** (8,40 + 0,38)**
1,98 +0,13 4,34 +0,35
Ukupni flavonoidi [g/100 g s+]
(4,83 +0,15)** (8,16 + 0,47)**
Pepeo [g/100 g s+ ] 1,80+ 0,03 9,98 +0,51

* rezultati predstavljaju srednju vrijednost + standardna devijacija 5 neovisnih pokusa; u slu¢aju odredivanja
ukupnih polifenola i flavonoida svako odredivanje u neovisnim pokusima je provedeno u 3 paralele

**udio odreden na temelju sadrZaja polifenola i flavonoida u ekstraktima nakon sekvencijalne ekstrakcije tijekom
pripreme nosaca

Iz Tablice 9 je vidljivo da u slucaju ukupnih polifenola i flavonoida uspjesnija metoda
ekstrakcije navedenih bioaktivnih komponenti se pokazala subkriti¢na ekstrakcija u odnosu na

standardnu metodu ekstrakcije.
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5. Zakljucci

Na osnovi rezultata istraZivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljededi zakljucci:

e Subkriticnom ekstrakcijom moguce je iz taloga kave i ljuske crvenog luka ekstrahirati
bioaktivhe komponente.

e Najznacajniji polifenoli u talogu kave su kafein, klorogenska kiselina, kafeinska kiselina
te ferulicna kiselina.

¢ Najznacajniji flavonol u ljusci crvenog luka je kvercetin.

e Flavonoidi iz obje sirovine su najvise ekstrahirani 96 % etanolom.

e Polifenoliljuske crvenog luka najvise su se ekstrahirali u 96 % etanolu, dok su polifenoli
taloga kave najekstrahibilniji 50 % etanolom.

e Najbolje otapalo za ekstrakciju topivih proteina ljuske crvenog luka je 96 % etanol.

¢ Najbolje otapalo za ekstrakciju topivih proteina taloga kave je 50 % etanol.

e Seceri su iz obje sirovine najbolje su ekstrahirani vodom.

e Sekvencijska subkritina ekstrakcija pokazala se kao uspjesSnija metoda za ekstrakciju

bioaktivnih spojeva u odnosu na standardnu metodu ekstrakcije.
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