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Popis oznaka, kratica i simbola

5-CQA 5-0-kafeoil-kina kiselina (eng. 5-O-caffeoylquinic acid)

DF faktor razrjedenja (eng. dilution factor)

E, potencijal pika (eng. peak potential)

GCE elektroda od staklastog ugljika (eng. glassy carbon electrode)
lo struja pika (eng. peak current)

LOD  granica detekcije (eng. limit of detection)

LOQ  granica kvantifikacije (eng. limit of quantification)

SWV  pravokutno-valna voltametrija (eng. square wave voltammetry)



1.UvOD



Prema Pravilniku o kavi, kavovinama te proizvodima od kave i kavovina (NN RH 172/04)
sirova kava je naziv za osuSena zrna kultivara roda Coffea, dobivena odgovaraju¢im
tehnoloskim postupkom od ploda kave uz uklanjanje mezokarpa, endokarpa i tegumenta
(srebrnaste opne) te se ovisno o botanickoj vrsti razvrstava kao: Arabika i Robusta koje su
dvije najzastupljenije te Liberika, Ekscelsa i Arabasuta. Proizvodi od kave su przena kava i
ekstrakti kave. Ekstrakti kave su proizvodi dobiveni ekstrakcijom iz przenih zrna kave pri
¢emu se kao sredstvo za ekstrakciju koristi samo voda i sadrzi samo topive i aromatske

sastojke kave uz netopive komponente koje je tehnic¢ki nemoguce odstraniti.

Kava predstavlja znacajan izvor antioksidanasa u ljudskoj prehrani. To je sloZeni sustav
spojeva od kojih se najvise isti¢u kafein i klorogenske kiseline te diterpeni kaveol i kafestol iz
nefiltriranih kava. Klorogenske kiseline predstavljaju polifenolne spojeve koji se smatraju
najznacajnijim antioksidansima u kavi. Kava je napitak koju konzumira Siroka skupina ljudi
zbog njezinih raznovrsnih svojstava, kao S$to su poboljSanje sportske izvedbe, bolje
koncentracije, odgadanja umora ili zbog uzitka te mnogih zdravstvenih tvrdnji koje se uz nju
vezu. Sigurnom dnevnom dozom kave smatra se 300 mg na dan, $to odgovara kolic¢ini od

dvije do tri salice.

Mnoge instrumentalne metode analize klorogenskih kiselina iz kave su razvijene. Najcesée
primijenjene metode su  tekudinska  kromatografija  visoke  djelotvornosti,
spektrofotometrijske metode i masena spektrometrija. Danas se sve vise zbog svoje
jednostavnosti, preciznosti i brze izvedbe primjenjuju elektrokemijske metode. Tako su
najées¢e primijenjene voltametrijske metode pravokutnovalna voltametrija, diferencijalna

pulsna voltametrija i ciklicka voltametrija.

Cilj ovog diplomskog rada je bila primjena pravokutnovalne voltametrije za identifikaciju i
kvantifikaciju klorogenskih kiselina, odnosno 5-O-kafeoil-kina kiseline, u uzorcima kava
mljevene kave iz lokalnih supermarketa i odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola primjenom

spektrofotometrijske Folin-Cioucalteu metode



2. TEORIJSKI DIO



2.1. POVUEST KAVE

Postoji mnogo zapisa tko je i kada prvi otkrio kavu, no kao najpouzdaniji navodi se zapis iz
Etiopije. U povijesti Etiopije spominje se ¢uvar koza Kaldi, koji je primijetio da njegove koze
postaju iznimno energi¢ne, glasnije se glasaju i ne spavaju nakon $to pojedu crvenkaste
bobice s okolnih grmolikih stabala, nadalje redovnici su bobice bacili u plamen te se poceo
Siriti neodoljiv miris nakon ¢ega su bobice vadili iz plamena i zalijevali vodom te dobili
smeckasti napitak koji im je omogucdio da lakSe provode svoje duge naporne obrede (Slika 1).
Nadalje, vjeruje se kako su vec stolje¢ima ranije Etiopljani Zvakali bobice kave i koristili ih kao
stimulans, a bobice su mljeli i mijesali ih sa procis¢enim maslacem zvanim ghee da bi
sprijecili gorcinu. Takva praksa konzumacije bobica kave najpopularnija je bila u regijama
Kaffa i Sidamo te se odrZzava joS i danas. Napitak je dobio naziv upravo po regiji Kaffa u

Etiopiji.

Slika 1 Kaldi i rasplesane koze — pronalazak kave (web 1)

Kava je stigla u Europu tek 1615. godine. Donijeli su je trgovci iz Venecije gdje je otvorena i
prva kavana u Europi 1629. godine. Najstarija kavana u Europi koja kontinuirano radi i danas,
takoder se nalazi u Italiji na Trgu Svetog Marka u Veneciji, a otvorena je 1720. godine. Do

sredine 18. stolje¢a konzumacija napitka kave se prosirila po Europi (web 2).

2.2. VRSTE KAVA
Zrna kave su sjemenke iz bobica biljke roda Coffea iz obitelji Rubicaceae. Biljka uglavhom
raste u podrucjima oko ekvatora u tropskim zonama i s vlaznom klimom. Identificirano je

viSe od 80 vrsta drveca kave, ali samo dvije vrste su komercijalno znacajne. To su Coffea



arabica ili Arabica koja zauzima oko 70% globalnog trzista kave i Coffea canephora ili Robusta
(Slika 2) koja zauzima otprilike 28% (Farah, 2012.). Robusta ima gorc¢i okus, otprilike dva puta
viSe kafeina koji dodatno doprinosi gorcini te je manje aromati¢na. Najbolje kave prave se od
100% Arabice koja ima veci sadrzaj aromati¢nih ulja koja su zasluzna za intenzivhu aromu i
mijeSaju u razli¢itim omjerima, preraduju pri razli¢itim uvjetima kako bi se dobio Sto Siri

raspon aroma i okusa (Kreicbergs i sur., 2011.).

Arabica Robusta

Slika 2 Izgled zrna arabica i robusta kave (web 3)

Treéa vrsta po popularnosti i udjelu od 2% u globalnoj trgovini je Coffea Liberica Ciji su
plodovi znatno veci, drvece znatno vise (do 20 metara), prilicno je gorka te nakon prerade
nema primamljiv miris, okus i aromu Sto je glavni razlog njezine nepopularnosti i smanjene

uporabe. Uglavnom se konzumira samo u juznim i isto¢nim dijelovima Azije (web 4).

Proizvodnja i konzumacija kave se kontinuirano poveéava $to se pripisuje sve kvalitetnijim
postupcima prerade kave koji omogucuju brzu pripremu i bolji okus kave (Farah, 2012.). Bae
i suradnici (2014.) navode kako je danas kava postala najc¢eS¢e konzumirani farmakoloski

aktivan napitak.

2.3. PRERADA KAVE

2.3.1. Prije przenja

Branje je prvi i jedan od vaznijih koraka prerade kave. Nakon ubiranja koje moze biti ruc¢no ili
strojno, razli¢itim postupcima procis¢avanja uklanjaju se mehani¢ke necistoée. Praksa
pokazuje da se najviSi prinos i kvaliteta dobiva ru¢nim branjem i sortiranjem koje moze

trajati mjesecima jer bobice ne dozrijevaju u isto vrijeme (Farah, 2012.). Zatim slijedi mokri ili



suhi postupak kojim se uklanjaju pulpe kako bi dobili sirovu kavu odnosno zelena zrna kave.
Mokri postupak zahtijeva vise resursa kao Sto su voda i elektri¢na energija te odgovarajuce
zbrinjavanje pulpe i koristene vode. Mogudi problem javlja se kod zbrinjavanja velike koli¢ine
pulpe i otpadne vode koja se naj¢es¢e odlaZe u obliznje vode Sto izaziva naglo cvjetanje algi,
pomor riba te kontaminaciju pitke vode (Tucker, 2011.). Kod suhog postupka plodovi se suse
na suncu ili u posebnim zra¢nim susionicima do vlaznosti od 10 do 12%. Nakon susenja pulpa
se oljusti te ostaju zrna s tankom srebrnkastom pokozicom. Kod mokrog postupka koji
uglavnom daje konacni proizvod viSe kvalitete, vec prije uklanjanja pulpe vrsi se selekcija
plodova uz pomo¢ flotacije kako bi se odstranili plodovi neodgovarajuée kvalitete (Farah,
2012.). Naime prezrela i pokvarena zrna ostaju plutati dok nezrela padaju na dno, a ona
odgovarajuce zrelosti ostaju izmedu. Iz bazena bobice dolaze u pulper koji izdvaja zrno iz
bobice, zrna se ponovno ispiru i odvajaju vodenim kanalima po velicini i teZini te se odvode u
spremnike. Slijedi fermentacija prilikom ¢ega nestaje i srebrnkasta pokoZica te se povecava
kiselost. ZavrSetkom mokre prerade zrna se suSe do vlaznosti od 10 do 12%. Osusena zrna
ponovno se prije izvoza, skladiStenja ili przenja sortiraju po boji i prisutnosti mogucih
oStecenja te se takva zrna uklanjaju. Provedbom svih tih postupaka dobiva se zelena kava

spremna za przenje (web 5).

2.3.2. Przenje kave

PrZenje kave smatra se najvaznijim procesom prerade sirove kave. Tijekom prienja koje se
odvija u temperaturnom rasponu od 200 do 300 °C dogadaju se mnoge kompleksne kemijske
reakcije te nastaju spojevi koji daju prepoznatljiv okus i aromu prZzenoj kavi. Ovisno o
intenzitetu przenja, zrnca poprimaju smeckastu do gotovo crnu boju (Slika 3) te povecavaju
svoj volumen za 50 do 60%, a istovremeno gube do 20% mase na gubitak vode odnosno
vlage. Zelena ne przena zrnca sadrze otprilike 250 spojeva dok przena zrnca sadrze do 800
spojeva koji utje¢u na okus kave. Promjenom parametara przenja moguce je iz istih zrnaca

kave proizvesti finalni proizvod razli¢itih karakteristika (Kreicbergs i sur., 2011.).

Przenje kave odvija se na nacin da su zrnca u direktnom kontaktu za vru¢om podlogom ili
vatrom te prZenje kod kojeg nema direktnog kontakta s vruéom povrsSinom vec se prienje
odvija konvekcijom uz pomo¢ vruceg zraka ili smjese plinova. Przilice koje koriste vruci zrak
daju zrna jednoliéne boje, te pruzaju lakSu kontrolu procesa. Na pocetku prienja kod

temperature od 130 °C zrna pocinju povecavati volumen i poprimati smeckastu boju



zahvaljujuéi karamelizaciji saharoze. Nakon inicijalne faze u kojoj se dogada relativno malo
promjena, kod 160 °C zrna su svijetlo smeda i zapocinje formiranje arome. Nastajanje
spojeva okusa i arome odvija se kod 200 °C Maillardovim i Streckerovim reakcijama. To su
vrlo kompleksne reakcije u kojima sudjeluju uglavnom reducirajuci Seceri i proteini te mnogi
drugi visoko i nisko molekularni spojevi kao melanoidini zbog kojih zrnca mogu postati
gotovo crna. Kontrolom prZenja reakcije se zaustavljaju u Zeljeno vrijeme i kod Zeljene boje
(Farah, 2012.). Sam proces przenja iako djeluje jednostavno, vrlo je delikatan te minimalne
promjene parametara mogu rezultirati drugacijim proizvodom. Na primjer, Toci i suradnici
(2009.) navode da ista zrnca kave, przena do istog stupnja odnosno iste boje, ali u kracem
vremenskom periodu rezultiraju znacajnom promjenom u mirisnom/aromatskom i pH
profilu. Nakon prZenja zrna se hlade vodom ili hladnim zrakom. ViSe se preferira zrak jer
koriStenjem vode povecava se rizik mikrobioloskog rasta, odnosno kvarenja zrna daljnjom

manipulacijom (Farah, 2012.).

Slika 3 Kava razlic¢itog stupnja przenosti (web 6)

Nakon przenja koje se uglavnom odvija u zemljama uvoznicama kave kako bi kava sto svjezija
stigla do krajnjih potrosaca, obavlja se joS i mljevenje przene kave. Cilj mljevenja je povedati
ukupnu povrsinu kave kako bi se u dodiru s otapalom odnosno s vodom kod kuhanja kave
oslobodilo sto vise spojeva arome i okusa. Mljevena kava moZe se pakirati i stavljati na
trziste ili se upotrebljava u procesu proizvodnje instant kave (Slika 4). Instant kave proizvode
se uglavnom od Robuste ili smjese s veéim udjelom Robuste nego Arabike. Razlog tome je
veca koncentracija topljivih krutina u Robusti Sto daje veci prinos finalnog proizvoda (Farah,

2012.).



Slika 4 Instant kava (web 7)

2. 4. KEMIJSKI SASTAV KAVE

Na temelju istraZivanja danas je dokazano da su mnoge bolesti odnosno stani¢na osStecenja
povezana s velikom koli¢éinom slobodnih radikala. Ukoliko dode do narusavanja ravnoteze
izmedu slobodnih radikala i antiokisdanasa odnosno kemijskih spojeva koji ih neutraliziraju i
tako sprjecavaju nastanak oStecenja, promijeni se redoks status organizma, odnosno
ravnoteZa izmedu nastajanja i uklanjanja reaktivnih vrsta kisika (ROS). Dolazi do pretjeranog
nakupljanja ROS-eva $to izaziva oksidativni stres (Klapec i Strelec, 2018.). Stoga se na polju
nutricionizma intenzivno provode istrazivanja koja povezuju namirnice i njihove komponente
s blagotvornim i preventivnim djelovanjem na organizam. Kava je jedan od najéesce
konzumiranih napitaka i vrlo je interesantna za istrazivanja zbog svog bogatog sastava, okusa
i arome. Rezultati istrazivanja pokazuju kako spojevi u kavi imaju moguénost direktne
neutralizacije slobodnih radikala te induciraju antioksidacijske enzime koji dodatno osnazuju
obranu od slobodnih radikala (Hoelzl i sur., 2010.). Pellegrini i suradnici (2003.) na temelju in
vitro testova zakljucili su da kava ima pet puta jaci antioksidacijski kapacitet od zelenog caja i
tri puta od crvenog vina. Kod mnogih pojedinaca kava znacajnije doprinosi unosu
antioksidanasa nego voce i povrcée. Stoga bi unos kave mogao imati znacajnu ulogu u
sprjecavanju bolesti ¢ija patogeneza ukljuuje povecani oksidacijski stres (Hoelzl i sur., 2010).
Najvazniji biokativni spojevi u kavi su: fenolni spojevi (klorogenske kiseline i derivati)

metilksantini (kafein), diterpeni (kaveol i kafestol).



2.4.1. Klorogenske kiseline

Klorogenske kiseline (Slika 5) smatraju se najzastupljenijim polifenolom sirove kave. lako se
nalaze u mnogim biljkama, kava se smatra glavnim izvorom. Prosje¢na zelena kava Arabika
sadrZi od 4 do 8,4%, a Robusta od 7 do 14,4% klorogenskih kiselina prema suhoj tvari.
Koncentracija klorogenske kiseline raste tijekom sazrijevanja zrna kave, no kad kava dostigne
zrelost koncentracija opada, a posebno je niska kod prezrelih plodova. Ovi fenolni spojevi
obuhvacaju grupu molekula koje nastaju esterifikacijom kina kiseline s trans
hidroksicimetnom kiselinom. Glavne grupe klorogenskih kiselina (CGA) obuhvacaju kafeoil-
kinu kiselinu s tri izomera od kojih je najzastupljeniji 5-O-kafeoil-kina kiselina (5-CQA) koja

Cini preko 60% ukupnih klorogenskih kiselina

HQ, COH

OH
OH

Slika 5 Strukturna formula klorogenske kiseline (web 8)

Tijekom przenja klorogenska kiselina sudjeluje u stvaranju boje, arome, mirisa i okusa. Zbog
njezine termolabilnosti dio se pretvara u razne fenolne derivate, degradira u spojeve niske
molekularne mase ili pak formira polimerne spojeve kao Sto su melanoidini. lako se u
komercijalnim kavama nalazi od 0,5 do 7% klorogenskih kiselina, postupkom przenja
koncentracije se mogu smanijiti i do 95%. Procjenjuje se da umjerena do visoka konzumacija
kave moze osigurati od 0,5 do 2 grama klorogenskih kiselina dnevno (Farah i Donangelo,

2006.).

Ekstrakcija klorogenskih kiselina iz mljevene kave se najintenzivnije odvija pri 80 °C unutar
prve dvije minute. Ekstrahira se 70 do 200 mg iz Arabike te 70 do 350 mg klorogenskih
kiselina iz Robuste na 200 mL kave (Clifford, 2000.).



2.4.2. Kafein

Kreicberg i suradnici (2011.) smatraju da je kafein glavna komponenta kave koja djeluje na
sredisnji Ziv€éani sustav te je zasluzan za tonicki efekt kave. Glavni je alkaloid prisutan u
zelenom zrnu kave. Smatra se najpoznatijom komponentom kave te opéenito jednim od
najcesée analiziranih psihoaktivnih spojeva (Jeszka-Skowron i sur., 2014.). Umjerena
konzumacija kave te samim time i kafeina se povezuje s poveédanom budnoséu, laksim
uc¢enjem i pamcenjem, boljom fizickom izvedbom i osje¢ajem. Upravo su to karakteristike
zbog kojih se pojedinac odlucuje na konzumiranje kave. Kod previsokog unosa kave moguca

pojedinaca.

Kafein je termostabilna komponenta te su promjene u koncentraciji kafeina u zrnu nakon
prienja minimalne. Robusta u prosjeku sadrZzi 2,5 grama na 100 grama przene kave, a
Arabica do dva puta manje koncentracije 1,1 do 1,3 grama na 100 grama prZene kave.
Koncentracije u samom napitku su razliCite i ovise o vrsti kave, a kre¢u se od 50 do preko 300
mg na 100 mL kave (Farah, 2012.). Kod proizvodnje dekafeinizirane kave odnosno kave bez

kafeina, sadrzaj kafeina ne bi trebao prelaziti 0,1% po kilogramu suhe mase.

2.4.3. Kaveol i kafestol

Kaveol i kafestol prema svojoj kemijskoj strukturi ubrajaju se u spojeve pentaciklickih
diterpena topljivih u mastima te zajedno Cine 20% lipidne frakcije kave. Arabika sadrzi vise
kaveola i kafestola (0,9 g/100 g) dok Robusta sadrZi upola manje kaveola i jo§ manje
kafestola (0,2 g/100 g). Unos ovih komponenata povezan je s vis§im razinama homocisteina i
LDL-a Sto moZe indirektno povedati rizik od kardiovaskularnih bolesti. No znacajne
koncentracije ovih komponenata primarno se nalaze samo u nefiltriranim kavama, dok se
kod filtriranih kava zbog slabije topljivosti u vodi uglavnom zadrzavaju na filter papiru (Farah,
2012.). U nefiltriranim kavama koncentracije se kre¢u od 6 do 12 miligrama po Salici, dok su
kod filtriranih razine niZze od jednog miligrama. lako povisuju razine LDL kolesterola, neka
istrazivanja im pripisuju antikarcinogena svojstva jer smanjuju negativno djelovanje

karcinogena kao $to su policiklicki aromatski ugljikovodici te mikotoksini (Cavin i sur., 2002.).
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2.5. METODE ANALIZE KAVE

2.5.1. Elektroanaliticke metode

Elektroanaliticke ili elektrokemijske metode predstavljaju skupinu analiti¢kih tehnika kojima
se informacija o aktivitetu, koncentraciji ili neki drugi podatak odredivane kemijske vrste
odnosno atoma, molekule ili iona, dobiva na temelju medusobno razmjernih odnosno
analognih elektri¢nih veli¢ina uz pomo¢ elektri¢ne struje, napona ili naboja (Piljac, 2010.).
Predstavlja dio znanosti posveéen razumijevanju fizikalno-kemijskih pojava i procesa
pretvorbe tvari vezanih za postojanje i djelovanje osnovne cestice elektriciteta odnosno
slobodnih i pokretnih elektrona koji u zajednickom gibanju predstavljaju elektricnu struju

(Bockris i sur., 2000.).

Kljuéni element u kojem se provode elektrokemijska mjerenja naziva se elektrokemijska
Celija. Sastoji se od posude koja sadrzi otopinu koja je najceSc¢e ionski vodi¢ te u otopinu
uronjenih elektroda koje su zapravo elektronski vodici. S obzirom na protok elektri¢ne struje
metode se dijele na one kod kojih kroz elektrokemijsku éeliju tece i ne tece elektri¢na struja.
Metode kod kojih nema protoka elektricne struje, elektricni napon koji nastaje izmedu
elektroda uspostavlja se spontano odvijanjem elektrokemijskih reakcija na elektrodama.
Tako se na elektrodi uspostavlja ravnotezni elektrodni potencijal, a razlika tog potencijala
odnosno napona na elektrodama pokazuje samo nakanu reakcije koja bi se odvijala kada bi

zatvorili strujni krug.

Elektrokemijske metode kod kojih postoji tok elektriéne struje kroz elektrokemijsku ¢eliju, a i
vanjski elektriéni krug zbog primjene napona iz vanjskog izvora, uzrokuje elektrokemijske
reakcije na elektrodama odnosno reakcije oksidacije i redukcije. Mjerena fizikalna veli¢ina je
odziv sustava u celiji na vanjski signal pobude. Ako je signal pobude elektriéni napon, kroz
radnu ce elektrodu tedi elektri¢na struja, Cija jakost ovisi o obliku naponskog signala pobude,
vrsti primijenjene elektrode i koncentraciji elektroaktivnih ¢estica. Prema tome, rezultirajuéa
fizikalna veli¢ina, odnosno signal odziva je elektricna struja. Moze se mijeriti kao funkcija

narinutog napona te se tada naziva voltametrijskim metodama (Piljac, 2010.).

Voltametrija

Pripada grupi elektroanalitickih tehnika i sama predstavlja skupinu postupaka u kojima je

signal pobude elektricni napon. Signal odziva ¢lanka je struja koja se mjeri kao odziv
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narinutog napona, a oblik i vremenska ovisnost amplitude signala pobude mogu biti razliciti
(Piljac, 2010.). Voltametrijski instrument sastoji se od potenciostata, elektrokemijskog ¢lanka
i racunala. Elektrokemijski ¢lanak je nosaC otopine analita s uronjenim elektrodama, dok

potenciostat namece potencijal i mjeri jakost struje.

Celija sadr?i tri elektrode (Slika 6). To su radna elektroda &iji se potencijal mijenja s
vremenom jer se na njenoj povrsini dogada temeljna elektrokemijska reakcija, referentna
elektroda (Ag/AgCl) koja ima konstantan potencijal i protuelektroda ili pomocéna elektroda
od platine koja zatvara krug te vodi elektrone od izvora signala kroz otopinu do radne
elektrode. Potencijal se mjeri izmedu radne i referentne elektrode odnosno kontrolira se

signal pobude, a signal odziva odnosno struja izmedu radne i protuelektrode.

A—(D)——

Radna elektroda Referentna Pomocna
elektroda elektroda

Slika 6 Prikaz elektrokemijske ¢elije za voltametrijska mjerenja (Pakovi¢, 2018.).

Elektroaktivne vrste iz otopine krec¢u se prema radnoj elektrodi na kojoj se odvija redoks
reakcija. Rezultiraju¢a struja koja tece kroz elektrokemijsku éeliju mjera je koncentracije
uklju¢enih elektroaktivnih vrsta. Struja koja nastaje na elektrodi proporcionalna je

koncentraciji na povrsini, a ona je jednaka koncentraciji u uzorku.

NajceS¢e primjenjivane voltametrijske metode su diferencijalna pulsna, ciklicka,

pravokutnovalna i stripping voltametrija (Wang, 2000.; Piljac, 2010.; Jakobek Barron, 2017.).
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Pravokutnovalna voltametrija

Jedna je od cesto primjenjivanih voltametrijskih metoda koja se odlikuje brzinom zbog
upotrebe iznimno brzih promjena potencijala pa se voltamogram moze snimiti za nekoliko
sekundi. Signal pobude je stepenicasto rastuéi pravokutni val (Slika 7), a pobuda se sastoji od
naizmjenic¢nih katodnih i anodnih pulseva relativno velike amplitude (obi¢no 50 mV) koji se
pojavljuju nekom frekvencijom. Odziv na signal pobude $to je zapravo struja celije, mjeri se
na kraju svakog pulsa odnosno na kraju oksidacijskog strujnog odziva i na kraju redukcijskog
strujnog odziva ili struja se mjeri dvaput tijekom svakog ciklusa i to jednom na pocetku
polaznog pulsa i na kraju pulsa suprotnog smjera. Kao rezultat prikazuje se razlika u struiji
izmedu dva uzastopna pulsa: Al = If - I. Ukupna struja pravokutnovalnog voltamograma
moze se razdvojiti i prikazati posebno kao struja katodnog (I») i struja anodnog pulsa (/f)

(Wang, 2000., Tomac, 2016.).

1. ciklus—.-2. clkluﬁ--i-&. ciklus <4, ciklus—

Uzorkovanje struje
pri naprednoj amplitudi (Z5)

[ &
AE | AE,

AL, 1

L ]

tn  Potencijal ¥

—_ 7 7
Uzorkovanje struje
pri povratmoj amplitudi (/)

{

Slika 7 Oblik naponskog signala pobude u pravokutnovalnoj voltametriji (Piljac, 2010.).

2.5.2. Spektrofotometrija

Spektroskopija predstavlja dio znanosti koji se bavi interakcijama materije i svijetla, odnosno
elektromagneskog zracenja. Spektrofotometrija se temelji na apsorpciji UV i/ili Vis zraenja u
organskim molekulama, pri ¢emu dolazi do prijelaza elektrona iz osnovnog u pobudeno
energijsko stanje odnosno dolazi do promjene raspodjele elektronske gustoée unutar
molekule. Tehnika se mozZe primijeniti za kvantitativnu i kvalitativhu analizu. Princip je da
svjetlost prolazi kroz uzorak u kiveti i paralelno kroz referentnu kivetu. Zrake kroz uzorak i
referentne kivete dolaze do detektora koji usporeduje njihove intenzitete. Logaritam omjera
intenziteta ulazne i izlazne zrake daje vrijednost koja se zove apsorbancija, oznacava se
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slovom (A) i predstavlja mjeru koja govori koliko je svjetla apsorbirano u uzorku na
odredenoj valnoj duljini. Spektrofotometar mjeri neapsorbirano ili propusteno zradenje a
koli¢ina apsorbiranog zraCenja moZe se izraziti na viSe nacina. Transmitancija je omjer
intenziteta transmitiranog svjetla i intenziteta upadnog svjetla. Sto je veéi broj molekula koje
apsorbiraju zracenje to je veéa apsorpcija isto tako $to molekula ucinkovitije apsorbira
svjetlo na odredenoj valnoj duljini, to je veca apsorpcija. Zato je kod odredivanja
koncentracije vazno znati na kojoj valnoj duljini nas uzorak maksimalno apsorbira zracenje. Iz
izmjerene apsorbancije raCuna se koncentracija tvari u uzorku i to pomocu kalibracijske
krivulje odnosno linearnog odnosa apsorbancije i koncentracije koja se izraduje pomodéu

koncentracijskog niza poznatih otopina (Pavia i sur., 2001.; Jakobek Barron, 2017.).

Odredivanje ukupnih polifenola

Ulupni polifenoli odreduju se spektrofotometrijskom Folin-Ciocalteu metodom. Metoda je
spektrofotometrijska i temelji se na oksidaciji fenolnih grupa dodatkom Folin-Ciocalteu
reagensa i nastajanju obojenog produkta. Dodatkom smjese molibdofosfatnih i
volframfostatnih aniona fenolne grupe oksidiraju, a anioni reduciraju dajuéi plavo obojenje.
Nerudicirani reagens je Zute boje. Intenzitet obojenja mjeri se apsorbancijom na 765
nanometara u odnosu na slijepu probu. Koncentracija uzorka ra¢una se na temelju dobivenih
rezultata mjerenja i kalibracijske krivulje dobivene mjerenjem otopine standarda poznate

koncentracije (web 9).
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3.EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. ZADATAK RADA

Cilj ovog diplomskog rada bio je:

e primijeniti pravokutnovalnu voltamatriju na elektrokemijsko ponasanje 5-CQA

e ispitati utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije, pH vrijednosti osnovnog elektrolita,
frekvencije pobudnog signala na elektrokemijsko ponasanje mljevenih kava i

e odrediti koncentraciju ukupnih polifenola u mljevenoj kavi primjenom
spektrofotometrijske Folin-Ciocalteu metode te

e statisticki usporediti sadrZzaj ukupnih  klorogenskih  kiselina  primjenom

elektrokemijske i spektrofotometrijske tehnike

3.2. MATERUALI | METODE

3.2.1 Uzorci kave

Analizirane su Cetiri vrste mljevenih kava. Arabesca Minas, Barcaffe Classic, Franck Jubilarna
Sensual i Gloria Minas. Svi uzorci kupljeni su u lokalnim trgovinama. Za potrebe

voltametrijske i spektrofotometrijske analize izvagan je 1 g + 0,01 g svakog uzorka

Uzorci vodenih ekstrakata mljevenih kava pripremljeni su tako $to je u 100 mL ultraliste
vode zagrijane na temperaturu 80 °C, dodano 1 g kave. Dobiveni vodeni ekstrakt kave mijesa
se na magnetnoj mijesalici u trajanju od 3 minute nakon ¢ega se profiltrira preko grubog
filter papira u Erlenmeyerovu tikvicu od 250 mL te profiltrira kroz mikrofilter (PTFE filter).
Ovako pripremljeni vodeni ekstrakt kava upotrebljava se za elektrokemijsku i

spektrofotometrijsku analizu.

3.2.2. Priprema otopina i provedena mjerenja

Otopina 5-CQA

Pripremljena je otopina klorogenske kiseline 5-CQA koncentracije, ¢ = 1102 mol L u

metanolu HPLC Cistoce i cuvana zasti¢ena od svijetla u hladnjaku na temperaturi od 4 °C
Osnovni elektrolit za mjerenje primjenom pravokutnovalne voltametrije

Otopina osnovnog elektrolita za elektrokemijsko mjerenje, fosfatnog pufera (PB),
pripremljena je u koncentraciji od 0,1 mol L™, pH vrijednosti 7,0. Za pripremu otopine PB te

vodenih ekstrakata mljevenih kava koridtena je ultradista voda (vodljivost vode < 0,1 uS cm™)
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dobivena pomocu uredaja za procis¢avanje vode Milli-Q (Merck Millipore, Darmstadt,

Njemacka).
Spektrofotometrijska analiza

Spektrofotometrijska analiza provedena je na spektrofotometru UV 2005, Selecta,
Spanjolska primjenom Folin-Ciocalteu metode (Singleton i sur., 1999.; Waterhouse, 2001.).
Pripremljenim vodenim ekstraktima mljevenih kava (20 pL) dodana je demineralizirana voda
u koli¢ini od 1580 uL i 100 pL Folin-Ciocalteu reagensa. U reakcijsku smjesu dodano je 300 plL
otopine Na,COsz; u koncentraciji 200 g L. Uzorci su promijesani na vortexu (Grant Bio,
Cambridgeshire, Engleska) te su stavljeni u inkubator (Memmert GmBH, Njemacka) na 40 °C
kroz 30 min. Slijepa proba je pripremljena na isti nadin kao i uzorci samo $to je umjesto
vodenog ekstrakta kave sadrzavala destiliranu vodu. Apsorbancije uzoraka mljevenih kava
mjerene su na valnoj duljini od 765 nm. Takoder su mjerene apsorbancije pri valnoj duljini od
765 nm za razli¢ite koncentracije galne kiseline i 5-CQA te su izradeni bazdarni pravci.
Rezultati su izraZzeni u mg galne kiseline ekvivalent po 100 g kave odnosno mg 5-CQA

ekvivalent po 100 g kave. Mjerenja su u takvom uzorku izvrSena pet puta.
Elektrokemijska analiza (pravokuntnovalna voltametrija)

Voltametrijsko mjerenje provedeno je pomocu kompjutorski kontroliranog elektrokemijskog
sustava pAutolab (Eco-Chemie, Utrecht, Nizozemska). Mjerenja su provedena pri sobnoj
temperaturi. Elektrokemijska karakterizacija provedena je u staklenoj stacionarnoj
troelektrodnoj ¢eliji gdje je radna elektroda bila od staklastog ugljika (GCE), referentna
Ag/AgCl i Zica platine kao protuelektroda. Uvjeti mjerenja standarda i uzoraka primjenom
diferencijalne pulsne voltametrije prikazani su Tablicom 1. Ukupni sadrZaj klorogenskih
kiselina u kavi, dobivenih pravokutnovalnom voltametrijom, izradunat je pomocu
kalibracijske krivulje standarda 5-CQA, a izraZzen je kao mg 5-CQA ekvivalenata po 100 g kave
(mg 5-CQA / 100g kave).
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Tablica 1 Uvjeti mjerenja standarda i uzoraka

Uvjet Iznos
Pocetni potencijal -0,1V
Konacni potencijal 1,0V

Korak potencijala, AE 2mV
Amplituda 50 mV
Frekvencija, f 50 Hz
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4.REZULTATI



4.1. ELEKTROKEMIJSKO PONASANJE 5-KAFEOILKINA KISELINE

4.1.1. Utjecaj kemijske strukture

E/Vvs. AgfAgCl

Slika 8 Pravokutnovalni voltamogram otopine 5-CQA u 0,1 mol L PBS puferu pH 7,0.
Eksperimentalni uvjeti prikazani u Tablici 1

4.1.2. Utjecaj pH vrijednosti osnovnog elektrolita

4
SWV 5-CQA
3_
~ 24
o
<]
14
' ‘\
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TR S < i A
0. il P ——
I r I ) I J I

. — .
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
E/Vvs. Ag/AgCl

Slika 9 Pravokutnovalni voltamogrami otopine 5-CQA u 0,1 mol L™ PBS puferu pH 3-8.
Eksperimentalni uvjeti prikazani u Tablici 1.
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4.1.3. Uzastopna viSestruka polarizacija

10 SWv

5-CQA

Alf pA

E [V vs. Ag/AgCl

Slika 10 Uzastopni pravokutnovalni voltamogrami otopine 5-CQA u 0,1 mol L™ PBS puferu pH
7,0. Eksperimentalni uvjeti prikazani u Tablici 1.

4.1.4. Utjecaj koncentracije 5-CQA

SWV 5-COA
20 g
15 - ,' ".
g. 1:1'::
= i
< 10- Py
3 "
| g
g ¥ ¢
» T
SR
a . B
oy 'i.
7, W
——-.“‘*!——a_._\g“-m 4___-/
0 T T T T T T T T T T T T
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
E /V vs. Ag/AgCl

Slika 11 Koncentracijski profil otopine 5-CQA a) 0 umol L™, b) 5 pmol L*, ¢) 10 pmol LY, d) 20
umol L™, e) 30 umol L', f) 40 pmol L™ i g) 50 pmol L™,
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4.1.5. Utjecaj Frekvencije pobudnog signala

24
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Slika 12 Ovisnost ukupne struje pika o drugom korijenu frekvencije pobudnog signala

SWV ]
25 s

20 4

15 -

Al [ pA

10 -

E/Vvs. Ag/AgCl

Slika 13 Pravokutnovalni voltamogram otopine 5-CQA u 0,1 mol L™ PBS puferu pH 7,0.
Frekvencija pobudnog signala a) 25 Hz, b) 50 Hz, c) 100 Hz, d) 125 Hz i e) 150 Hz.
Eksperimentalni uvjeti prikazani u Tablici 1.

22



4.2. ELEKTROKEMIJSKO PONASANJE UZORAKA MLIEVENIH KAVA

Swv Arabesca Minas

1/ uA

-0.2 0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0

E/Vvs. Ag/ AgCl

Slika 14 Pravokutnovalni voltamogram vodenog ekstrakta mljevene kave Arabesca Minas
(DF=50) u 0.1 mol L™ PBS puferu pH 7.0. Eksperimentalni uvjeti prikazani u Tablici 1

SWv Barcaffe Classic

I/ A

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

E [V vs. Ag [ AgCl

Slika 15 Pravokutnovalni voltamogram vodenog ekstrakta mljevene kave Barcaffe Classic
(DF=50) u 0.1 mol L™ PBS puferu pH 7.0. Eksperimentalni uvjeti prikazani u Tablici 1
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Slika 16 Pravokutnovalni voltamogram vodenog ekstrakta mljevene kave Franck Jubilarna
Sensual (DF=50) u 0.1 mol L™ PBS puferu pH 7.0. Eksperimentalni uvjeti prikazani u Tablici 1

SWv
3 _ Gloria Minas

1/ pA

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

E/Vuvs. Ag/ AgCl

Slika 17 Pravokutnovalni voltamogram vodenog ekstrakta mljevene kave Gloria Minas
(DF=50) u 0.1 mol L™ PBS puferu pH 7.0. Eksperimentalni uvjeti prikazani u Tablici 1
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Frekvencija pobudnog signala
Arabesca Minas
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0
6,85 8,85 10,85 12,85
(f/s-1)1/2

Slika 18 Frekvencija pobudnog signala mljevene kave Arabesca Minas. Eksperimentalni uvjeti
prikazani u Tablici 1

Swv Arabesca Minas
3.5

3.0 -

2.5 4

1/ pA

2.0 -

1.5 4

EfVvs Ag/ Agl

Slika 19 Visestruka uzastopna polarizacija mljevene kave Arabesca Minas. Eksperimentalni
uvjeti prikazani u Tablici 1
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1 Swv Barcaffe Classic

1/ pA

-0.2 0.0 0.2 04 0.6 08 1.0

E [V vs. Ag [/ AgCl

Slika 20 Visestruka uzastopna polarizacija mljevene kave Barcaffe Classic. Eksperimentalni
uvjeti prikazani u Tablici 1

Franck Jubilarna Sensual

1/ pA

-0.2 0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0

E /V vs. Ag / AgCl

Slika 21 ViSestruka uzastopna polarizacija mljevene kave Franck Jubilarna Sensual.
Eksperimentalni uvjeti prikazani u Tablici 1
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3.5 swv Gloria Minas
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Slika 22 ViSestruka uzastopna polarizacija mljevene kave Gloria Minas. Eksperimentalni
uvjeti prikazani u Tablici 1

4.2.1. Kvantifikacija sadrzaja 5-CQA u uzorcima mljevenih kava

204 SWV
.'.
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¢/ pmol dm’
Slika 23 Ovisnost struje pika (/,) o koncentraciji otopine 5-CQA

Tablica 2 Koli¢ina ukupnih klorogenskih kiselina u ispitanim mljevenim kavama

Ukupne klorogenske kiseline

Uzorak mljevene kave (mg 5-CQAE/100g)

Arabesca Minas 2947
Barcaffe Classic 3048
Franck Jubilarna Sensual 2508
Gloria Minas 3009
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4.3. SPEKTROFOTOMETRIJSKO ODREDIVANJE UKUPNIH POLIFENOLA

Kalibracijska krivulja - Galna kiselina
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Slika 24 Ovisnost apsorbancije (A) o koncentraciji otopine galne kiseli

Kalibracijska krivulja 5-CQA
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” R? = 0,995
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0,010

0 20 40 60 80 100 120 140 160
¢/ umol L

Slika 25 Ovisnost apsorbancije (A) o koncentraciji otopine 5-CQA
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2500
2000
M Arabesca Minas
1500 m Barcaffe Classic
m Franck Jubilarna Sensual
1000 Gloria Minas
500
]

mg 5-CQAE/100g mg GAE/100g

Slika 26 SadrZaj ukupnih polifenola u uzorcima mljevenih kava izrazenih preko 1) mg 5-CQAE
/ 100g i 2) mg GAE / 100g

4.4. STATISTICKA USPOREDBA PODATAKA

Tablica 3 Slaganje rezultata dobivenih primjenom spektrofotometrijske Folin Cioucalteu

metode i pravokutnovalne voltametrije

UP mg GAE/ 100g | UP mg 5-CQAE / 100g | SWV mg 5-CQAE / 100g
UP mg GAE/ 100g 1.000 -0,918 0,004
UP mg 5-CQAE / 100g -0,918 1.000 0,236
SWV mg 5-CQAE / 100g 0,004 0,236 1.000
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5.RASPRAVA



U ovom diplomskom radu ispitano je elektrokemijsko ponasSanje 5-CQA primjenom
pravokutnovalne voltametrije, a ispitan je utjecaj visestruke uzastopne polarizacije, utjecaj

frekvencije osnovnog elektrolita i utjecaj promjene koncentracije analita

Na Slici 8 prikazan je SW voltamogram 5-CQA na kojem se uocava jedan jasno izrazeni
oksidacijski pik na potencijalu od 0,223 V i jedan jasno izraZeni redukcijski pik na potencijalu
od 0,225 V. Prisustvo oksidacijskog i redukcijskog pika na skoro istim potencijalima govore da
se na povrsini radne elektrode (GCE) odvija reverzibilna redoks elektrokemijska reakcija (

Mirceski i sur., 2007.).

Ispitan utjecaj promjene pH vrijednosti u rasponu od pH 3 do pH 8. Iz Slike 9 uocava se
porast strujnog odziva od pH 3 do pH 7 kada u pH 7 strujni odziv ima maksimalnu vrijednost
te se daljnjim povecanjem pH vrijednosti strujni odziv smanjuje $to je u skladu s literaturnim
referencama (Seruga i Tomac, 2014.; Santos i sur., 2011.). Zbog najveéeg strujnog odziva u
pH 7, ova pH vrijednost izabrana je za daljnja elektrokemijska istraZzivanja elektrokemijskog

ponasanja 5- CQA i uzoraka mljevenih kava.

Nadalje, ispitan je utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije 5-CQA u otopini PB te se uocava
opadanje strujnog odziva u 2. i 3. polarizaciji i pomak potencijala prema pozitivnijim
vrijednostima (Slika 10) Sto ukazuje da se na povrsini radne elektrode nalaze oksidacijski

produkti te je otezana difuzija analita iz otopine prema povrsini radne elektrode.

Takoder je ispitan utjecaj promjene koncentracije 5-CQA u rasponu od 5 do 50 umol L™ na
elektrokemijsko ponasanje 5-CQA te se uocava linearni porast strujnog odziva povecanjem

koncentracije analita ( Slika 11).

Na Slici 12 i Slici 13 prikazan je utjecaj frekvencije pobudnog signala na oksidaciju 5-CQA na
povrsini radne elektrode. Uocava se porast strujnog odziva s porastom frekvencije pobudnog

signala od 25 do 150 Hz te se uocava linearna ovisnost u jednakom rasponu frekvencija.

Ispitana su elektrokemijska svojstva uzoraka mljevenih kava Arabesca Minas, Barcaffe
Classic, Franck Jubilarna Sensual i Gloria Minas (DF = 50). Na Slikama od 14 do 17 prikazani
su SW voltamogrami ispitanih uzoraka kava te se uocava jedan jasno izrazeni oksidacijski pik i
jedan jasno izrazeni redukcijski pik na potencijalu oko potencijala 5-CQA te se pripadnost

strujnog odziva moze pripisati prisutnosti 5-CQA u otopini kava.
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Nadalje, ispitan je utjecaj promjene frekvencije pobudnog signala na oksidaciju uzoraka
mljevenih kava u podru¢ju od 25 do 150 Hz te se uocava linearna ovisnost (Slika 18) i

jednako elektrokemijsko ponasanje kao i kod 5-CQA.

Na Slikama od 19 do 22 prikazan je utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije ispitanih
uzoraka mljevenih kava te na svim SW voltamogramima mljevenih kava uocava jednako
elektrokemijsko ponasanje kao i kod 5-CQA odnosno opadanje strujnog odziva u 2. i 3.
polarizaciji uslijed adsorpcije oksidacijskih produkata na povrsini radne elektrode i otezane

difuzije analita iz otopine prema radnoj GC elektrodi.

S ciljem kvantificiranja sadrzaja ukupnih klorogenskih kiselina odnosno ukupnih polifenola
kreiran je bazdarni pravac prikazan na Slici 23. Jednadzba pravca glasi:

lo/uA=0,20326+0,37483 x2

Te je je osjetljivost metode odredene granicom detekcije (LOD) koja iznosi 7,7-107 mol L i
granicom kvantifikacije (LOQ) koja iznosi 2,5-10° mol L. Sadrzaj ukupnih klorogenskih
kiselina izrazen je kao mg 5-CQA ekvivalenta po 100 g kave te je prikazan u Tablici 2. Uocava
se slican sadrzaj ukupnih klorogenskih kiselina u svim ispitanim mljevenim kavama Sto

odgovara literaturnim referencama (Seruga i Tomac, 2014.; Kilmartin i Hsu, 2003.).

Primijenjena je spektrofotometrijska Folin-Cioucalteu metoda za odredivanje sadrZaja
ukupnih polifenola u uzorcima mljevenih kava. Bazdarni pravac kreiran je pomodu razli¢itih
koncentracija galne kiseline (Slika 24) kao uobicajenog standarda za ovu metodu i pomocu
razli¢itih koncentracija 5-CQA kao dominantne klorogenske kiseline u uzorcima kava (Slika

25).

Sadrzaj ukupnih polifenola izrazenih preko galne kiseline odnosno preko 5-CQA ekvivalenata
prikazani su na Slici 26 te se uocava podjednaki sadrzaj u ispitanim mljevenim kavama te je
sadrzaj slian sadrzaju ukupnih klorogenskih kiselina dobiven primjenom pravokutnovalne

voltametrije te statisticka obrada pokazuje slaganje rezultata.
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6.ZAKLIUCCI



Na osnovi istrazivanja ovog diplomskog rada izvedeni su slijedeci zakljucci:

Ispitana elektrokemijska svojstva 5-CQA primjenom pravokutnovalne voltametrije
pokazala su da primijenjeni eksperimentalni uvjeti kao Sto su kemijska struktura, pH
vrijednost osnovnog elektrolita, viSestruka uzastopna polarizacija, frekvencije
pobudnog signala i koncentracija analita utjecu na elektrokemijsko ponasanje 5-CQA.
Utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije radne elektrode vidljiv je u opadanju
strujnog odziva i vrlo malom pomaku potencijala u drugoj i trecoj polarizaciji prema
pozitivnijim vrijednostima, a zbog nastanka oksidacijskih produkata tijekom
polarizacija na povrsini radne elektrode.

Utjecaj promjene pH vrijednosti osnovnog elektrolita, 0,1 mol L* fosfatnog pufera, na
SW voltamograme pokazuje porast strujnog odziva do pH 7, daljnjim povec¢anjem pH
vrijednosti strujni odziv opada.

Ukupni strujni odziv pika na SW voltamogramu otopine 5-CQA je linearna funkcija
drugog korijena iz frekvencije pobudnog signala. Potencijal pika se pomice prema
pozitivnijim vrijednostima s porastom frekvencije pobudnog signala. Prema SWV
kriterijima reverzibilnosti procesa, ovisnost potencijala pika i strujnog odziva o
frekvenciji pobudnog signala ukazuje da se u otopini 5-CQA na povrsini GC elektrode
odvija reverzibilan, difuzijskih kontroliran proces.

Utjecaj promjene koncentracije analita pokazao je linearnost metode u rasponu
koncentracije od 5 do 50 umol L™ 5-CQA.

Elektrokemijsko ponasSanje mljevenih kava ispitano je pravokutnovalnom
voltametrijom gdje se na svim SW voltamogramima jasno uocava jedan strujni odziv
te se moze zakljuciti velika sli¢nost sa SW voltamogramom 5-CQA.

Kvantifikacija sadrzaja 5-CQA u mljevenim kavama provedena je primjenom
kalibracijskog pravca (LOD = 7,7-10” mol L i LOQ = ,5-10° mol L™). Ispitane mljevene
kave imaju slican sadrzaj 5-CQA.

Spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola u mljevenim kavama
provedeno je primjenom Folin-Cioucalteu metodom. Sadrzaj ukupnih polifenola
izrazen prema sadrzaju 5-CQA i galne kiseline te je sadriaj u ispitanim mljevenim

kavama podjednak.
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e Statisticka obrada podataka dobivenih voltametrijskom i spektrofotometrijskom
metodom pokazali su slaganje dobivenih rezultata te su se obje metode pokazale

pogodne za kvantifikaciju sadrzaja klorogenskih kiselina u mljevenim kavama.
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