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1. UVOD

Moderna industrijska proizvodnja progresivno prati trend odrZzivog razvoja sa teznjom na
ekonomsko-ekoloskoj odgovornosti. Upotreba i tranformacija nastaloga otpada postaje
neizostavan smjer u proizvodnji i zbrinjavanju u prehrambenoj industriji. Medu brojim
otpadom nastalim u poljoprivredno-prehrambenoj industriji posebice se izdvajaju talog kave i
ljuska crvenog luka. Talog kave je ¢vrsti ostatak koji nastaje nakon pripreme espresso ili turske
kave u kucanstvima, kafi¢ima i restoranima, ali isto tako u industriji proizvodnje instant
napitaka od kave, pri ¢emu se se tijekom pripreme 1 L napitka/ektrakta kave producira 2 kg
taloga kave kao otpada. Medutim, obzirom na kemijski sastav, talog kave predstavlja
predstavlja potencijalnu sirovinu za proizvodnju visokovrijednih komponenti. Iz taloga kave
mogu se ekstrahirati znacajne koli¢ine zaostalih bioaktivnih komponenti medu kojima se
izdvajaju polifenoli, flavonodi i proteini. Shodno tome ekstrakti taloga kave pokazuju
potencijal primjene u proizvodnji prehrambenih proizvoda i funkcionalnih dodataka prehrani,
u proizvodniji lijekova i kozmetickih proizvoda (Granados - Vallejo et al., 2019). S druge strane,
ljuska crvenog luka je otpad koji nastaje tijekom kalibracije i pakiranja crvenog luka za prodaju
u trgovackim centrima. Otpadna ljuska crvenog luka isti¢e se kao visokovrijedna sirovina za
daljnje iskoriStenje zbog kemijskog sastava, koji ukljucuje visok udio prehrambenih vlakana,
minerala, antioksidanasa, organo-sumpornih spojeva i dominantnog flavonola kvercetina.
Prisutni flavonoidi i antocijani u ljusci crvenog luka primjenjuju se kao prirodna bojila pri
proizvodnji Sirokog spektra prehrambenih proizvoda ili kao antioksidansi pri proizvodnji

funkcionalne hrane (Sayes i sur., 2014; Kumar i sur., 2022.; Mourtzinos i sur., 2018).

Prilikom valorizacije otpada, namecu se zelene inovativne tehnologije poput ultrazvuéne i
subkriticne ekstrakcije, ¢iji se procesi razlikuju ovisno o polaznoj matrici uzorka, parametrima
i uvjetima ekstrakcije. U izolaciji bioaktivnih spojeva najcesée se koristi ultrazvucna ekstrakcija
kao predtretman u inicijalnoj obradi uzorka, poveéavajuci krajnji prinos ekstrakcije i
osiguravajuc¢i minimalnu potrebu za procesiranjem hrane (Vilkhu i sur., 2008). S druge strane,
subkriticna ekstrakcija kao tehnologija u nastajanju, nailazi na Siroku primjenu u
prehrambenoj, biotehnoloskoj i farmaceutskoj industriji buduc¢i se njome mogu izolirati

bioaktivni funkcionalni spojevi (Khajenoori i sur., 2009). Navedene se ekstrakcije sve Cesce



primjenjuju i na matricama taloga kave i ljuske crvenoga luka kao nusproizvoda

poljoprivredno-prehrambene industrije.

Ovim je diplomskim radom provedeno istrazivanje kojem je cilj bio ispitati mogucénosti i
primjenu ekstrakcije polifenola, flavonoida i proteina iz taloga kave i ljuske crvenog luka
ultrazvu¢nom i kontinuiranom subkriticnom sekvencijalnom ekstrakcijom, uz istovremenu

primjenu nekoliko razli¢itih otapala.



2. TEORUSKI DIO

2.1. Ekstrakcija

Ekstrakcija je jedna od osnovnih metoda koja se koristi za izolaciju spojeva iz krute smjese ili
suspenzije. Uklju¢uje postupak u kojem se djelomicno ili potpuno razdvajaju komponente
smjese tvari razliCite topivosti, tijekom kojeg se Zeljena komponenta ekstrahira otapalom

selektivnim za tu tvar (Tomas i sur. 2013).
U ovisnosti od polazne faze razlikuju se dva tipa ekstrakcije:

1. Ekstrakcija kruto — tekuce (ekstrakcija otapalom, izluZivanje) — prijenos tvari odvija se
iz krute u tekuéu fazu. NajceSéa primjena kruto-tekuce ekstrakcije je u izolaciji
bioaktivnih tvari, primjerice iz proizvodnih ostataka prehrambene industrije prilikom
izolacije fenolnih i ostalih antioksidativnih produkata (Bucié-Koji¢, 2008),
hidrometalurskoj industriji pri izluZivanju metala iz ruda (Hoda i sur., 2009) i
farmaceutskoj industriji pri ekstrakciji eteri¢nih ulja (Kosir, 2017).

2. Ekstrakcija tekuce — tekuce (ekstrakcija u uzem smislu) - prijenos tvari provodi se iz
tekuée u tekucu fazu. Ova vrsta ekstrakcije ima Siroku primjenu te se u laboratorijskim
uvjetima provodi u lijevcima za odjeljivanje. U industrijskom mjerilu metoda se provodi
u kolonama koje su napunjene prokapnim tijelima sa Sirokim porama u kojima se
ciliana tvar ekstrahira iz tekuée smjese pomocu odredenog otapala s kojim Cini
disperzni sustav. Unutar disperznog sustava, raspodijeljena tvar se naziva disperzna
tvar, a faza u kojoj se vrsi dispergiranje kontinuirana faza. Cilj ove vrste ekstrakcije je
razdvoijiti nastali disperzni sustav, Sto se postize razlikom u gustoci faza (Muji¢ i Jokic,

2018).

Karakteristi¢an proces ekstrakcije direktno ovisi o sastavu i pripremi polaznog materijala iz
kojeg se ekstrahira odredena komponenta. Parametri procesa ekstrakcije koji odreduju
efektivnost su: temperatura, veli¢ina Cestica, tlak, protok, vrijeme provedbe ekstrakcije te

omjer krute i tekuce faze (Buci¢-Koji¢, 2008).



2.1.1. Subkriticna ekstrakcija

Metoda ekstrakcije koju karakterizira subkriticno termodinamicko podrucje djelovanja vode i
ostalih otapala odnoseci se na ,skoro kriticno” ili ,kriticno podrucje” naziva se subkriti¢na
ekstrakcija. Za razliku od konvencionalnih metoda ekstrakcije subkriti¢na je ekstrakcija brza i
jeftinija metoda ekstrakcije, kojom se koriste manje opasna otapala i koja daje manje krajnjih
nusprodukata (Khajenoori i sur., 2009). Subkriticnu ekstrakciju vodom karakterizira
temperatura izmedu 100 °C (vreliSte vode) i 374 °C na kojoj je kriti¢na tocka vode uz tlak
dovoljno visoka za odrzavanja vode u tekucoj fazi (1 —221,1 MPa) sto je prikazano Slikom 1.
Poveéanjem temperature se smanjuje dielektricna konstantna, poveéava brzina difuzije, uz

istovremenu smanjenje viskoznosti i povrsinske napetosti (Smith i sur., 2006).

Supercritical
fiuid
o 218 atm H _— =
B Suberitical Y/
$ liqquid .
E solid || T " Cru'.;t,ﬁ;i;_}::s_ﬂ.é;f:ur walter
1 atm |; | "”f Pe=218 atm
\ P =0.32 g/mL
4.58 mm ',_J'f VEpOr P 9
o~ tp
0.99 100 374

Temperature (°C)

Slika 1 Fazni dijagram vode u ovisnosti o temperaturi i tlaku (Haghighi i sur. 2013)

Na slici 1. prikazan je fazni dijagram vode kao funkcija temperature i tlaka, predstavljajudi
teorijsku osnovu subkriticne vodene ekstrakcije. Jedinstveno svojstvo vode je da je polarno
otapalo pri atmosferskim uvjetima jer posjeduje veliku kohezijsku silu te preko atoma kisika
ima Cetiri spojna mjesta. Shodno navedenom, voda kroz vodikove veze i dipolne interakcije
mozZe otopiti polarne analite u okoliSnim uvjetima (Chakraborty i sur., 2020). Poveéanjem
temperature vode slabe vodikove veze uslijed ¢ega se smanjuje dielektri¢na konstantna vode,
Sto posljedi¢no poboljSava prijenos mase. Pri sobnoj temperaturi dielekti¢na konstanta vode
iznosi 80, dok pri 250 °C dielekticna konstanta vode iznosi 27 Sto je priblizno jednako
dielektri¢noj konstanti etanola pri sobnoj temperaturi (Zhang i sur., 2020, Shahid i sur., 2018).

Isto tako, poveéanjem temperature vode smanjuje se polaritet, Sto dovodi do povecanja
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topljivosti hidrofobnih organskih spojeva u vodi (Yulianto i sur., 2020, Mao i sur., 2020).
Ekstrakcija u subkriticnim uvjetima slijedi pravilo da se slicno otapa u slichom, tj. manje
polaran analit zahtijeva vece temperature ekstrakcije (Yulianto i sur., 2020, Vladié i sur., 2020).
Subkriti¢na tekucina nalikuje plinu, poprima oblik spremnika u kojem se nalazi, pri cemu je
gustoca i moc¢ otapanja veca od klasi¢ne jer se tekucina komprimira vise od svog kriticnog tlaka
(Mao i sur., 2020). Povecanje tlaka djeluje na smanjenje entropije u molekuli, a poveéanje
temperature na povecanje entropije u istoj. Zbog navedenog, tijekom subkriti¢ne ekstrakcije
dolazi do manipulacije gusto¢om, difuzijom i topljivosti otapala (Shitu i sur., 2015).
Smanjanjem viskoznosti i povrSinske napetosti povecava se difuzivnost olakSavajuéi bolje

otapanje analita (Kataoka i sur., 2008).

Subkriti¢na ekstrakcija ukljuuje 6 koraka koji se provode navedenim slijedom, a najsporiji

korak odreduje brzinu ekstrakcije:

Prijelaz otopljene tvari iz krute u tekucu fazu kroz granicu ¢vrsto-tekuce,
Desorpcija otopljenih tvari s aktivinih mjesta na matrici,

Difuzija otopljenih tvari kroz organski spoj,

Difuzija otopljenih tvari kroz staticki fluid u poroznim materijalima

Difuzija otopljenih tvari kroz sloj ustajale tekuc¢ine vanjske Cestice

@ v kA W N PR

Eluiranje otopljenih tvari volumenom tekuéine (Haghighi i sur., 2013).

Klju€ni ¢imbenici koji utjeCu na subkriti¢nu ekstrakciju su: temperatura, vrsta otapala, veli¢ina

Cestica, brzina protoka otapala, te vrijeme ekstrakcije.

Temperatura pri kojoj se provodi ekstrakcija jedan je od kljuénih parametara pri provedbi
ekstrakcije. Uslijed povecanja temperature pospjeSuje se ekstrakcija direktnim smanjenjem
viskoznosti otapala i propusnosti stani¢nih membrana. Posljedi¢nim povecanjem topljivosti
vecéine tvari dolazi i zbog boljeg prijenosa tvari iz otopine (difuzija) (Buci¢-Koji¢, 2008).
Primjerice, voda kao otapalo promjenom temperature mijenja fizikalno-kemijske
karakteristike (Zhang i sur., 2020). Pri tome se treba naglasiti da zbog termoosjetljive prirode
bioaktivnih spojeva moZe doéi do gubitaka bioloske aktivnosti analita od interesa, te je
potrebna optimizacija temperature na nacin da ucinkovitost procesa bude maksimalna, a
gubitak biolodke aktivnosti analita minimalan (Rot, 2015). Stovide, pove¢anjem temperature
iznad optimalne, pospjesuje se mogucénost degradacije vrijednih komponenata (Khajenoori i

sur., 2009).



Odabir otapala jedan je od presudnih koraka za ucinkovitu ekstrakciju. Otapalo treba biti
selektivno za tvar koja se ekstrahira. Primjenjuje se pravilo "slicno se otapa u slicnom" gdje su
polarne tvari topljive u polarnim otapalima, a nepolarne u nepolarnim otapalima. Zbog
navedenog, iznimno je bitno poznavati kemijski sastav tvari koje se ekstrahiraju. PoZeljno je
da je otapalo stabilno i inertno tijekom ekstrakcije i da ima nizu tocku vrelista, koja osigurava

lakSe i brze isparavanje tijekom naknadnog koncentriranja ekstrakta (Mujic¢ i Joki¢, 2018).

Velicina Cestica bitna je zbog ekonomiénosti procesa ekstrakcije, stoga je neophodno odrediti
optimalnu veli¢inu Cestica inicijalnog uzorka prije ekstrakcije. Idealan ekstrakcijski materijal
mora biti usitnjen do ujednacene granulacije. Mala veli¢ina Cestica povecava prinos i kontakt
s otapalom, dok velike Cestice uzrokuju nizak prinos, manju gustoéu, veéu poroznost i
produZeno vrijeme ekstrakcije. S obzirom da usitnjavanje zahtijeva odredenu koli¢inu
energije, potrebno je pronaéi kompromis u pogledu ekonomiénosti procesa. Usitnjavanje na
ujednacenu granulaciju koristi se i u obradi nusproizvoda prehrambene industrije koji su ¢esto

djelomicno usitnjeni ili neusitnjeni (Buci¢-Koji¢, 2008; Chakraborty i sur., 2020).

Vrijeme ekstrakcije jedan je od parametara koji moze utjecati na kvalitetu krajnjeg Zeljenog
produkta ekstrakcije. Naime, postoji moguénost da se bioaktivhe komponente tijekom dugog
vremena izlaganja visokoj temperaturi razgrade i/ili denaturiraju. Vrijeme ekstrakcije ovisi o
topljivosti komponente u otapalu, temperaturi, dodirnoj povrsini komponente i viskoznosti

otapala (Drmi¢, 2010).

Protok otapala pri kojem se provodi ekstrakcija, ukoliko se poveca, ne podrazumijeva nuzno i
povedanje prinosa ekstrakcije. Poveéanim prodiranjem otapala u matricu dolazi do pojacane
difuzije otopljene tvari u otapalo, Sto za posljedicu ima prisilni konvektivni prijenos mase u
medij (Haghighi i Khajenoori, 2013, Zhang i sur., 2020). Povec¢anjem protoka povecava se brzi
prijenos mase i povrsinske brzine, sto povecava volumen ekstrakta. Takav nacin zahtjeva i

dodatno koncentriranje ekstrakta (Chakraborty i sur., 2020).

Uz sve gore navedeno, potrebno je i napomenuti da tlak nema znacajan ucinak na efikasnost
i prinos ekstrakcije. Uloga optimalnog tlaka u procesu ekstrakcije je odrzavanje otapala u
teku¢em stanju (Cheng i sur., 2021). Tlak od 15 bara pri 200 °C i tlak od 85 bara pri 300 °C
optimalni su tlakovi za odrZzavanje tekuéeg stanja vode kao otapala (Zhang i sur., 2020,

Getachew i sur., 2018).



2.1.2. Ultrazvucna ekstrakcija

Ultrazvuk posjeduje iznimnu snagu ekstrakcije zbog kavitacije na stani¢nu stijenku materijala
omogucavajuci bolje prodiranje otapala u materijal i posljedi¢no povecéanje prijenosa mase.
Izravni kontakt se ostvaruje prilikom puknuéa stani¢ne stijenke Sto ima za posljedicu
poboljSanje procesa ekstrakcije i njeno ubrzavanje (Vinatoru, 2001). Primjena ultrazvukom
potpomognute ekstrakcije (UAE; eng. Ultrasound-Assisted Extraction) je sve ucestalija u
industriji jer omogucava povecan prinos ekstrahiranih tvari ukoliko se ultrazvuk koristi kao
predtretman. Opcenito gledano sa stajaliSta industrije, UAE se ¢esto primjenjuje u procesima
koji zahtjevaju minimalno procesiranje i primjenu u vodenoj sredini, koja omogucava da se
organska otapala zamjene sa otapalima koja su priznata kao sigurna (GRAS). Na taj se nacin
smanjuje upotreba koli¢ina otapala potencijalno Stetnog za ljude i okoli$ te redukcija vremena
potrebnog za provodenje ekstrakcije Cime proces ekstrakcije postaje ekonomicniji. Djelovanje
ultrazvuka na stani¢nu stijenku biljke mehanicki je proces koji dovodi do njenog ostecenja,
poboljSavajuci prijenos mase, istovremeno olak$avajudi pristup otapala staniécnom sadrzaju
biljke. Prema mnogobrojnim istrazivanjima dokazano je da je ultrazvuk ucinkovitiji prilikom
uporabe nizih frekvencija, konkretno od 18-40 kHz. Isto tako, dokazano je da je njegova
ucinkovitost zanemariva u rasponu od 400-800 kHz, jer pri nizim frekvencijama dolazi do
povecane kavitacije koja se ocituje u obliku turbulencije i strujanja tekucine (Vilkhu i sur.,

2008).

2.2. Talog kave

Kava, jedan je od napitaka Cija je konzumacija Siroko rasprostranjena zbog izrazito
stimulativnog i osvjeZzavajuceg ucinka (Mussatto i sur, 2011). Pripada porodici Coffeeae, a od
stotina vrsta samo su dvije vrste agroekonomski vazne: Coffea arabica i Coffea canephora
(Batista i sur, 2020). Vlaini talog kave (Slika 1) je najzastupljeniji nusprodukt (45 %) prilikom
pripreme napitaka od kave, a nastaje preljevanjem mljevenih zrna kave s vru¢om vodom il
vodenom parom prilikom pripreme instant kave (Murthy i Naidu, 2012.). Prema studiji Murthy
i Naidu (2012) za svaki 1 kg zrna kave koji se koriste za proizvodnju napitka, dobije se oko 2 kg
mokrog taloga kave. Medutim, mnogobrojni autori napominju da koli¢ina otpada moze
varirati ovisno o vrsti kave, nacinu proizvodnje i drugim ¢imbenicima. Tako Mussatto i
suradnici (2011) navode da se tijekom procesa proizvodnje kave mozZe generirati 45 — 60 %

otpada u odnosu na masu sirove kave.



Slika 2 Talog kave

Talog kave se i u danasnje vrijeme jo$ uvijek zbrinjava kao komunalni ili biootpad. Medutim,
zbrinjavanje na odlagaliStima, dovodi do zagadenja okolisa i financijskog optereéenja
industrije. Stoga postoji potreba za njegovim iskoristenjem. Jedan od najjednostavnijih nacina
je koristenje taloga kave za kompostiranje. U ovom se slucaju talog kave mijesa sa organskim
otpadom, stvarajudéi hranjivo tlo za biljke zbog iznimnih udjela dusika, kalija i fosfora u sastavu

(Karemee, 2018; Campos-Vega i sur., 2015).

Medutim, uzme li se u obzir kemijski sastav taloga kave (Tablica 1), tada je uocljivo da isti

predstavlja izvor Citavog niza visokovrijednih bioaktivnih komponenti.

Tablica 1 Kemijski sastav taloga kave (ImoLipWaste, 2023)

Parametar Talog kave
Suha tvar [g/100 g] 39,88 + 0,75
Ukupni proteini [g/100 g s.] 16,68 + 0,06
Ukupne masti [g/100 g s+] 10,58 + 1,63
Sirova vlakna [g/100 g 5] 29,86 + 3,13
Sirova vlakna (NDF) [g/100 g s+] 58,73 +1,31
Celuloza (ADF-ADL) [g/100 g s..] 23,59 +0,15
Hemiceluloza (NDF-ADF) [g/100 g s..] 23,35+1,51
Lignin (ADL) [g/100 g s.:] 11,79+0,35

Ukupni polifenoli [g/100 g s..] 2,88 0,40
Ukupni flavonoidi [g/100 g <. ] 1,98 +0,13
Pepeo [g/100 g s+] 1,80 + 0,03




lako kemijski sastav taloga kave ovisi o sorti, nacinu pripreme i ostalim ¢imbenicima, za talog
kave je karakteristican visok udio bioaktivnih tvari poput kofeina, antioksidanasa, vlakana,
proteina i hlapljivih kiselina medu kojim je kofein glavna komponenta. Zbog visokog udjela
bioaktivnih spojeva moguce ga je iskoristiti u proizvodnji funkcionalnih dodataka prehrani i
prehrambenih proizvoda, lijekova te brojnih kozmetickih proizvoda (Granados - Vallejo i sur.,
2019). S druge strane, talog kave se moze iskoristiti za proizvodnju biogoriva (Uddin i sur.,

2019).

2.3 Ljuska crvenog luka

Luk (Allium Cepa L.) Cesto je koriStena namirnica ¢ijom preradom nastaju nusproizvodi koji
nakon proizvodnje i industrijske prerade zavrSavaju na otpadu, znacajno ekoloski opterecéujuci
industriju i okolis. Pri tome tijekom prerade luka nastaju otpadna biomasa i ljuska crvenoga
luka. Otpadna biomasa luka koja nastaje tijekom prerade luka predstavlja problem prilikom
konvencionalnog zbrinjavanja kao biootpad, zbog prisutnog specificnog mirisa i moguce
toksi¢nosti uzrokovane nastalim fitopatogenima. Stoga se ne moze koristiti kao sto¢na hrana.
Sekundarni nacin odlaganja, kompostiranjem, nije prihvatljiv buduci postoji velika vjerojatnost
nastanka bijele trulezi obzirom na visok sadrzaja sumpora u luku. Stoga trenutno odlaganje
biomase luka spaljivanjem, predstavlja veliki energetski i ekonomski troSak u industriji (Jaime

i sur., 2002; Benitez i sur., 2011).

Sukladno tome, inovativne tehnike obrade i iscrpljivanja otpadne biomase luka dobivaju sve
viSe na vaznosti, pri cemu se proizvodi s dodanom vrijednos¢u izvorno izolirani iz biomase luka
mogu koristiti kao izvor funkcionalnih komponenti. U prilog tome govore i brojni literaturni
navodi (Stjepanovié i sur., 2022; Mitra i sur., 2012; El- Din i sur., 2014). Tako se otpadna
biomasa luka isti¢e kao visokovrijedna sirovina za daljnje iskoriStenje bududi sadrzi visok udio
prehrambenih vlakana, minerala, antioksidanasa, organo-sumpornih spojeva i dominantnog
flavonola kvercetina. S druge strane, ljuska crvenoga luka (Slika 3), sadrzi korisne spojeve
poput flavonoida, antocijana i polifenola, koji pridonose antioksidacijskim, antibakterijskim i
protuupalnim svojstvima, Sto Cini ljusku crvenog luka vrijednom sirovinom u industrijama kao
Sto su prehrambena, kozmeticka i farmaceutska industrija. Pri tome se flavonoidi i antocijani
prisutni u ljusci crvenog luka mogu koristiti kao prirodna bojila i antioksidansi pri proizvodnji

raznih prehrambenih proizvoda i proizvodnji funkcionalne hrane (EI-Din i sur., 2014; Kumar i



sklopu ImoLipWaste projekta (Tablica 2).

Slika 3 Ljuska crvenog luka

Tablica 2 Kemijski sastav ljuske crvenog luka (ImoLipWaste, 2023)

Parametar Ljuska crvenog luka

Suha tvar [g/100 g] 82,08 0,16
Ukupni proteini [g/100 g 5] 2,82+ 0,03
Ukupne masti [g/100 g s+] 1,26 £ 0,30
Sirova vlakna [g/100 g s.t.] 34,41 +1,50
Sirova vlakna (NDF) [g/100 g s..] 41,63 +1,84
Celuloza (ADF-ADL) [g/100 g 5] 37,48 +0,34
Hemiceluloza (NDF-ADF) [g/100 g s:] 2,53 +1,46
Lignin (ADL) [g/100 g s.] 1,62 +0,03

Ukupni polifenoli [g/100 g s.¢.] 5,59+ 0,26
Ukupni flavonoidi [g/100 g s..] 4,34+ 0,35
Pepeo [g/100 g s+ ] 9,98 + 0,51

sur., 2022.; Mourtzinos i sur., 2018). U prilog tomu govore i podaci istrazivanja provedenih u
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 Zadatak

Zadatak ovog diplomskog rada bio je ispitati moguénost ekstrakcije proteina, polifenola i
flavonoida iz taloga kave i ljuske crvenog luka primjenom dvije (2) razlicite ekstrakcijske
tehnike: ultrazvukom potpomognute ekstrakcije te ekstrakcije u subkriticnim uvjetima
primjenom nekoliko razli¢itih otapala slijedeci trend ,,od manje ka vise polarnom”. U prvom
koraku su talog kave i ljuska crvenog luka podvrgnuti ultrazvukom potpomognutoj ekstrakciji
pomocu 96 %, 75 %, 50 % i 25 % etanola ili vode kako bi se dobio uvid u kojem se od navedenih
otapala postize maksimalna ekstrakcija polifenola, flavonoida i proteina. U drugom koraku su
talog kave i ljuska crvenog luka podvrgnuti sekvencijalnoj (stupnjevitoj) ekstrakciji
potpomognutoj ultrazvukom pomodéu gore navedenih otapala kako bi se dobio uvid u koli¢inu
ekstrahiranih polifenola, flavonoida i proteina. Na temelju dobivenih rezultata jednostruke i
sekvencijalne ekstrakcije potpomognute ultrazvukom odabrana su otapala za sekvencijalnu
ekstrakciju u subkritiénim uvjetima, te je na talogu kave i ljuski crvenog luka provedena
kontinuirana ekstrakcija u subkriticnim uvjetima. Na temelju analize udjela proteina,
polifenola i flavonoida prisutnin u ekstraktima nakon sekvencijalne ultrazvukom
potpomognute ekstrakcije te sekvencijalne ekstrakcije u subkritiénim uvjetima ustanovljeno
je koja je od ekstrakcijskih tehnika pogodnija za ekstrakciju proteina, a koja za ekstrakciju

polifenola i flavonoida.

3.2 Materijali i metode

3.2.1 Uzorci
Talog kave zaostao nakon pripreme espreso kave dobavljen iz lokalnog kafi¢a s podrucja grada
Osijeka, susen 24 h pri 60 °C je odmaséen n-heksanom (SoxROC Extractor, Opsis Liquidline,

Svedska) i nakon susenja 3 h pri 60 °C koristen je za ekstrakciju.

Ljuska crvenog luka iz proizvodnje pakiranog i svjezeg luka dobavljena je od tvrtke Enna Fruit
d.o.o. Hrvatska. Nakon mljevenja na veli¢inu Cestica 2-5 cm (Albrigi Luigi, s.r.l., Italija),
usitnjena ljuska crvenog luka je isprana s vodovodnom vodom u svrhu uklanjanja necistoca i

potom susena u tankom sloju pri 60 °C tijekom 24 h. Osusena ljuska crvenog luka potom je
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mljevena na veli¢inu Cestica od 0,5 mm laboratorijskim mlinom IKA MF 10.1 (IKA, Njemacka) i

tako usitnjena koriStena za ekstrakcije.

3.2.2 Kemikalije i reagensi

U ovom radu su koristene sljedece kemikalije i reagensi: 96 % etanol tvrtke Kefo (Slovenija)
Folin-Ciocalteu reagens tvrtke CPA chem (Bugarska), Bradford reagens proizvodaca Bio-Rad
(Njemacka), galna kiselina tvrtka Aldrich (SAD), BSA tvrtke Merck (Njemacka), natrijev nitrit i
natrijev hidroksid tvrtke Kemika (Zagreb), natrijev karbonat tvrtke Gram mol (Hrvatska), te

kvercetin i aluminijev klorid dobavljen od Acros Organics (Belgija).

3.2.3 Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija taloga kave i ljuske crvenog luka
Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom je provodena na dva nacina. U prvom nacinu je ispitan
utjecaj polarnosti otapala na ekstrakciju polifenola, flavonoida i proteina iz taloga kave i ljuske
crvenog luka pri ¢emu su se kao ekstrakcijska otapala koristili 96 %, 75 %, 50 % i 25 % etanol i
voda, slijede¢i trend od manje ka vise polarnom. U drugom slucaju je ispitan utjecaj
sekvencijalne (stupnjevite) ultrazvukom potpomognute ekstrakcije na izdvajanje bioaktivnih
komponenti taloga kave i ljuske crvenog luka, pri ¢emu je slijed otapala u stupnjevitoj

ekstrakciji bio isti gore navedenom.

Postupak ekstrakcije baziran na utjecaju polarnosti otapala provoden je kako slijedi. Masi od
0,5 g odmaséene kave ili mljevene ljuske crvenog luka granulacije 0,5 mm u plasti¢noj epruveti
konusnog dna volumena 50 mL sa navojnim ¢epom dodano je 20 mL otapala (96 %, 75 %, 50 %
i 25 % etanol i voda), smjesa je kratko homogenizirana vorteksiranjem 30 sekundi i potom
postavljena na ultrazvukom potpomognutu ekstrakciju u vodenu kupelj Bandelin Sonorex
(Bandelin Electronic GmbH & Co. KG, Njemacka) pri 25 °C tijekom 20 minuta uz povremenu
homogenizaciju suspenzije svake 2,5 minute inverzijom. Po isteku vremena ekstrakti su izbistr-
eni centrifugiranjem u centrifugi Sigma 2-5 (Sigma, Njemacka) tijekom 10 minuta pri 3900
obrtaja/min, bistrom ekstraktu odvojenom dekantiranjem je izmjeren volumen da bi potom
bistri ekstrakt bio koristen za odredivanje koncentracije ekstrahiranih polifenola, flavonoida i

proteina.

Postupak sekvencijalne ekstrakcije polifenola, flavonoida i proteina iz taloga kave provoden je
na slican nacin, ali uz slijednu ekstrakciju istog uzorka otapalom slijedeci pravilo od manje ka

viSe polarnom (96 % etanol; 75 % etanol; 50 % etanol; 25 % etanol, voda). U prvom koraku
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masi od 0,5 g odmascenog taloga kave ili mljevene ljuske crvenog luka dodano je 20 mL 96 %
etanola, smjesa je kratko homogenizirana vorteksiranjem 30 sekundi i potom postavljena na
ultrazvukom potpomognutu ekstrakciju u vodenu kupelj Bandelin Sonorex pri 25 °C tijekom
20 minuta uz povremenu homogenizaciju suspenzije svake 2,5 minute inverzijom. Po isteku
vremena ekstrakt je izbistren centrifugiranjem u centrifugi Sigma 2-5 (Sigma, Njemacka)
tijekom 10 minuta pri 3900 obrtaja/min, odekantiran, izmjeren mu je volumen, te je koristen
za analizu polifenola, flavonoida i proteina, dok je talogu u plastiénoj epruveti dodano sljedece

otapalo i gore opisani postupak ekstrakcije i izdvajanja ekstrakata proveden na isti nacin.

3.2.4 Kontinuirana sekvencijalna ekstrakcija taloga kave i ljuske crvenog luka
u subkriti¢nim uvjetima

Kontinuirana sekvencijalna ekstrakcija taloga kave i ljuske crvenog luka u subkriti¢nim
uvjetima provedena je primjenom tri otapala sljedeci pravilo od manje ka vise polarnom. Pri
tome su kao otapala u slijedu koriSteni: 96 % etanol, 50 % etanol i na kraju voda, a uvjeti
subkriticne ekstrakcije su bili: a) omjer mase uzorka i volumena otapala 1:20, b) temperatura

ekstrakcije 100 °C, te c) protok otapala od 40 mL/min.

Sam postupak ekstrakcije provoden je kako slijedi. U cilindar uredaja za subkriti¢nu ekstrakciju
postavljeno je izmedu 130-140 g taloga kave ili mljevene ljuske crvenog luka jednoliko
rasporedenih u filter vrecice za ¢aj Profissimo (DM-drogerie markt d.o.o., Hrvatska), cilindar
je hermeticki zatvoren, postavljen u termostatiranu komoru i potom je u cilindar s donje
strane uvedeno prethodno zagrijano otapalo pod tlakom od 100 bara, te je proces ekstrakcije
otapalom provoden uz protok od 40 mL/min sve dok nije potrosen sav volumen Zeljenog
otapala. Nakon toga je kroz cilindar sa uzorkom provodeno sljedeée otapalo u nizu, pri cemu

je zadnje otapalo u nizu bila voda.

Ekstraktima prikupljenim subkritiécnom ekstrakcijom izmjereni su volumeni, i potom su

ekstrakti koriSteni su za odredivanje koncentracije polifenola, flavonoida i proteina.

3.2.5 Odredivanje ukupnih polifenola

Odredivanje ukupnih polifenola u ekstraktima provedeno je metodom prema Matic¢ i sur.
(2017). Postupak je proveden u 3 paralele za svaki ekstrakt. Ukratko, u staklene epruvete je
pipetirano 20 plL ekstrakta, 1580 pL destilirane vode, 100 uL Folin-Ciocalteu reagensa te 300

uL natrijeva karbonata (200 g/L). Smjesa je homogenizirana mijesanjem na vortex mjesalici, te
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postavljena u vodenu kupelj Memmert (Memmert, Njemacka) u svrhu razvoja boje tijekom 30
minuta pri 40 °C. Intenzitet razvijene boje mjeren je pri 765 nm na spektrofotometru Lasany
LI-285 (Lasany International, Indija) uz slijepu probu koja je umjesto ekstrakta sadrzavala
jednaki volumen destilirane vode. Intenzitet apsorbancije preracunat je u koncentraciju
polifenola na osnovi bazdarnog dijagrama pripravljenog sa poznatim koncentracijama galne

kiseline.

3.2.6 Odredivanje ukupnih flavonoida

Ukupni flavonoidi odredeni su metodom po Mati¢ i sur. (2017) gdje je uz glavne probe
analizirane u 3 paralele, odredivana i kontrola ekstrakta. Ukratko, u epruvete glavnih probi je
dodano 200 pL ekstrakta, 800 uL vode i 60 pL 5 % natrijeva nitrita, nakon ¢ega je uslijedilo
homogeniziranje smjese vorteksiranjem, te inkubacija 5 minuta pri sobnoj temperaturi. Potom
je u epruvete s glavnim probama dodano 60 pL 10 % aluminijeva klorida, smjesa je
homogenizirana vorteksiranjem i ostavljena stajati 6 minuta na sobnoj temperaturi. Po isteku
vremena u epruvete je dodano 400 pL 1 M natrijeva hidroksida i 480 uL destilirane vode, te je
nakon vorteksiranja provedeno mjerenje intenziteta apsorbancije otopina pri 510 nm na
spektrofotometru Lasany LI-285 (Lasany International, Indija) uz slijepu probu koja je umjesto
ekstrakta sadrzavala jednaki volumen destilirane vode. U slu¢aju kontrola ekstrakata postupak
odredivanja je bio isti, ali su u tom sluc¢aju volumeni natrijeva nitrita i aluminijeva klorida
zamijenjeni destiliranom vodom. Intenzitet apsorbancije glavnih probi korigiran za intenzitet
apsorbancije kontrole ekstrakata, preracunat je u koncentraciju flavonoida na temelju

bazdarnog dijagrama pripravljenog sa poznatim koncentracijama kvercetina.

3.2.7 Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina u pripravljenim ekstraktima odredena je metodom po Bradfordici
(1976) u tri paralele. U PMMA semi-mikro kivete (Brand, Njemacka) dodano je 100 pL
ekstrakta i potom 2 mL Bradford reagensa, te je smjesa ostavljena stajati 5 minuta u svrhu
razvoja boje. Intenzitet razvijene boje mjeren je pri 595 nm na spektrofotometru Lasany LI-
285 (Lasany International, Indija) uz slijepu probu koja je umjesto ekstrakta sadrzavala jednaki
volumen destilirane vode. Intenzitet apsorbancije preracunat je u koncentraciju proteina na
osnovi bazdarnog dijagrama pripravljenog sa poznatim koncentracijama govedeg serumskog

albumina (BSA).
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3.2.8. Statisticka obrada podataka
Srednje vrijednosti i standardne devijacije paralelnih i neovisnih mjerenja su izraunate

primjenom programa Excel (Microsoft, Sjedinjene Americke DrZzave).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog diplomskog rada je bio ispitati moguénost ekstrakcije polifenola, flavonoida i proteina
iz taloga kave i ljuske crvenog luka primjenom dvije razliCite ekstrakcijske tehnike: ultrazvukom
potpomognute ekstrakcije te kontinuirane sekvencijalne ekstrakcije u subkritiénim uvjetima,
primjenom nekoliko razli¢itih otapala. Prvo je ispitan utjecaj polarnosti otapala na
ultrazvukom potpomognutu ekstrakciju gdje je ekstrakcija provodena od manje ka vise
polarnom otapalu $to je ukljucivalo 96 %, 75 %, 50 %, 25 % etanol i potom vodu. Zatim je
provedena stupnjevita ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom taloga kave i ljuske crvenog
luka istim slijedom otapala. Na osnovi kombinacije rezultata ova dva tipa ultrazvucne
ekstrakcije, odabrano je 3 ili 4 otapala za kontinuiranu sekvencijalnu ekstrakciju u subkriti¢nim
uvjetima koja je isto tako provedena slijedom od manje ka vise polarnom otapalu (96 % etanol,

50 % etanol, voda).

Na temelju analize rezultata provedenih ekstrakcija ustanovljeno je koji je tip ekstrakcije

pogodhniji za ekstrakciju pojedine bioaktivhe komponente taloga kave i ljuske crvenog luka.

4.1 Utjecaj polarnosti otapala na ultrazvukom potpomognutu ekstrakciju

polifenola, flavonoida i proteina iz taloga kave i ljuske crvenog luka

Jedan od klju¢nih ¢imbenika kod ultrazvuéne ekstrakcije je o¢uvanje komponenata koje se
ekstrahiraju, a upravo metoda ultrazvukom potpomognute ekstrakcije pokazuje odli¢ne
rezultate u oc€uvanju svojstava ekstrahiranih komponenti, veliku uéinkovitost i smanjenje
upotrebe kemikalija. Osim toga, bolji je prijenos mase i veée prodiranje otapala u uzorak

(Vinatoru, 2001.).

Razni autori (Mussato i sur., 2011; Susi¢, 2020; Bravo i sur., 2013; Viera i sur., 2017) su zasebno
ekstrahirali jednu do dvije komponente iz taloga kave ili ljuske crvenog luka, no za daljnja
istrazivanja mogucnosti iskoriStenja taloga kave i ljuske luka te ekstrakciju niza bioaktivnih

komponenata iz istih bitno je pravilno odabrati najpogodnije/a otapalo/a.

Prilikom provedbe ultrazvukom potpomognute ekstrakcije bitno je prilagoditi razlicite

parametre: frekvenciju i intenzitet ultrazvu¢nog zracenja, trajanje ultrazvuéne ekstrakcije,
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temperaturu, vrstu (polarnost) te udio otapala (Shirsath i sur., 2012.). Od navedenih
parametara koji mogu imati ucinak na ultrazvukom potpomognutu ekstrakciju u ovom je
diplomskom radu istrazen utjecaj polarnosti otapala na ekstrakciju bioaktivnih komponenti iz

taloga kave i ljuske crvenog luka, slijedeéi trend od manje ka vise polarnom otapalu.

4.1.1. Utjecaj polarnosti otapala na ultrazvukom potpomognutu ekstrakciju

bioaktivnih komponenti iz taloga kave

Bioaktivne komponente iz taloga kave ekstrahirane su sljede¢im otapalima: 96 % etanol, 75 %

etanol, 50 % etanol, 25 % etanol i voda, a rezultati ekstrakcije prikazani su Slikama 4-6.

Utjecaj polarnosti otapala na ekstrakciju polifenola iz taloga kave prikazan je na Slici 4. 1z slike
je vidljivo da je najmanje polifenola ekstrahirano 96 % etanolom. KoriStenjem 50 % etanola
postize se maksimum ekstrakcije pri ¢emu se iz taloga kave ekstrahira 1,5 % od ukupne mase
uzorka, koji se odrzava konstantnim i pri niZim udjelima etanola kao i koristenjem vode kao

ekstrakcijskog otapala.

Voda

259% EtOH

50% EtOH |

Ekstrakcijsko otapalo

75 % EtOH

96 % EtOH

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
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Slika 4 Utjecaj polarnosti otapala na ekstrakciju polifenola iz taloga kave

Mussato i sur. (2011) su ekstrahirali polifenole iz taloga kave metanolom i dobili najvedi udio
ekstrahiranih polifenola (10,7 mg galne kiseline/1 g taloga kave) koristeéi 60 % metanol, $to je
priblizno slicno rezultatima ovog istrazivanja dobivenim sa 50 % etanolom (7,61 mg galne
kiseline/1 g taloga kave). Razlike u %-tku otapala kojim se ostvaruje maksimalna ekstrakcija

polifenola iz taloga kave u ovom istrazivanju (50 % EtOH) i onom od Mussato i sur. (2011) (60 %

17



MeOH) mogu se pripisati ¢injenici da je metanol polarniji od etanola (Reichardt i Welton,

2010.).

Na Slici 5 prikazan je utjecaj polarnosti otapala na ekstrakciju flavonoida iz taloga kave. Vidljivo
je da je najviSe flavonoida iz taloga kave ekstrahirano sa 25 % etanolom (2,3 % od ukupne
mase uzorka) te da se podjednaka koli¢ina flavonoida ekstrahira vodom kao ekstrakcijskim
otapalom, dok se povedanjem udjela etanola u ekstrakcijskom otapalu smanjuje koli¢ina
ekstrahiranih flavonoida. Ovi rezultati su drugaciji od Susi¢ (2020) koja je pronasla da se vide
flavonoida iz taloga kave ekstrahira u 70 %-nom (7,11 % flavonoida od ukupne mase uzorka),
nego u 50 %-tom etanolu (6,91 % od ukupne mase uzorka). Medutim, bitno je napomenuti da

je Susi¢ (2020) provodila ekstrakciju taloga kave primjenom Soxhlet ekstrakcije.

Voda

25 % EtOH —

50 % EtOH

Ekstrakcijsko otapalo
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Slika 5 Utjecaj polarnosti otapala na ekstrakciju flavonoida iz taloga kave

Na Slici 6 prikazan je utjecaj polarnosti otapala na ekstrakciju proteina iz taloga kave. Vidljivo
je da je najmanje proteina ekstrahirano koristenjem 96 % etanola, te da udio ekstrahiranih
proteina raste smanjenjem udjela etanola, ali da se najvedi postize koristenjem 25 % etanola
(0,97 % od ukupne mase uzorka). Samsalee i Sothornvit (2021) koristili su ultrazvu¢nu
ekstrakciju proteina iz taloga kave kao predtretman za konvencionalnu ekstrakciju, ali su dobili
podjednako ekstrahiranih proteina iz taloga kave sa i bez predtretmana ultrazvu¢nom

ekstrakcijom. No bitno je napomenuti kako navedeni autori nisu koristili etanol kao otapalo
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nego vodenu otopinu taloga kave podesenu na pH 11 dodatkom odredene koli¢ine 0,7 M tri-

natrijeva fosfata (NasPOa).
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Slika 6 Utjecaj polarnosti otapala na ekstrakciju proteina iz taloga kave

Na temelju svega gore navedenog, moZze se zakljuciti da polarnost otapala ima znacajan utjecaj
na ultrazvukom potpomognutu ekstrakciju polifenola, flavonoida i proteina iz taloga kave.
Tako se najveca koli¢ina polifenola iz taloga kave ekstrahira primjenom 50 % etanola, a najveca
kolicina flavonoida i proteina primjenom 25 % etanola. Medutim, uzme li se u obzir i ¢injenica
da se podjednaka koli¢ina polifenola ekstrahira sa 25 % etanolom i vodom, tada se moze
zakljuciti da je najpogodnije otapalo za ultrazvukom potpomognutu ekstrakciju polifenola,

flavonoida i proteina iz taloga kave 25 % etanol.

4.1.2. Utjecaj polarnosti otapala na ultrazvukom potpomognutu ekstrakciju
bioaktivnih komponentni iz ljuske crvenog luka
Bioaktivne komponente iz ljuske crvenog luka ekstrahirane su sljede¢im otapalima: 96 %

etanol, 75 % etanol, 50 % etanol, 25 % etanol i voda, a rezultati ultrazvukom potpomognute

ekstrakcije prikazani su Slikama 7-9.

Na Slici 7 prikazan je utjecaj otapala na ekstrakciju polifenola iz ljuske crvenog luka te je vidljivo
kako je najvise polifenola ekstrahirano koristenjem 50 % etanola (5,76 % od ukupne mase

uzorka). Viera i sur. (2017) su najveci udio ekstrahiranih polifenola iz ljuske crvenog luka dobili
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primjenom 80 % etanola nakon 60 minuta (649,5 mg galne kiseline/1 g ljuske crvenog luka)
konvencionalne ekstrakcije mijesanjem, sto je skoro 25 viSe od koli¢ine dobivene u ovom
istraZivanju (28,8 mg galne kiseline/1 g ljuske crvenog luka). S druge strane, Milea i sur. (2019)
su iz ljuske crvenog luka, ultrazvu¢nom ekstrakcijom sa 70 % etnolom ekstrahirali 97,28 mg
polifenola (mg galne kiseline) po 1 g ljuske crvenog luka, sto je opet oko 3 puta vise od koli¢ine
pronadene u ovom diplomskom radu. Medutim, klju¢no je naglasiti da su navedeni autori

ekstrakciju iz istog uzorka provodili 5 puta zaredom, $to u ovom istrazivanju nije provedeno.

Voda
o
8 25%EtOH —
8
S
e
'n_ﬂ‘ //{\\\\
= 50% EtOH —
g
-
w
75% EtOH
96 % EtOH

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Udio u uzorku [%]
Slika 7 Utjecaj polarnosti otapala na ultrazvukom potpomognutu ekstrakciju polifenola iz

ljuske crvenog luka

Na Slici 8 prikazan je utjecaj otapala na ultrazvukom potpomognutu ekstrakciju flavonoida iz
ljuske crvenog luka. Najvise ekstrahiranih flavonoida dobije se primjenom 50 % etanola
(3,70 % od ukupne mase uzorka; 18,48 mg kvercetina/1 g ljuske crvenog luka). Benito-Roman
i sur. (2021) su za ekstrakciju flavonoida iz ljuske crvenog luka koristili 70 % etanol i iz osusSene
ljuske crvenog luka ultrazvuénom ekstrakcijom tijekom 1 h ekstrakcije dobili 20,7 mg
kvercetina/1 g ljuske crvenog luka, $to je vrlo slicno rezultatu dobivenom u ovom diplomskom
radu. S druge strane, Milea i sur. (2019) su iz 1 grama ljuske crvenog luka primjenom visestruke
ultrazvucne ekstrakcije sa 70 % etanolom 5 x 30 min dobili 55,27 kvercetina/1 g ljuske crvenog

luka.
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Slika 8 Utjecaj polarnosti otapala na ultrazvukom potpomognutu ekstrakciju flavonoida iz

ljuske crvenog luka

Utjecaj otapala na ekstrakciju proteina iz ljuske crvenog luka prikazan je Slikom 9. Iz slike je
vidljivo kako je najbolji ucinak ekstrakcije proteina postignut primjenom 50 % etanola (4,32 %
od ukupne mase uzorka). Takav rezultat moZze se pripisati tome da su proteini sadrzani u ljuski

crvenog luka manje polarni, tj. vise hidrofobni.
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Slika 9 Utjecaj polarnosti otapala na ultrazvukom potpomognutu ekstrakciju proteina iz

ljuske crvenog luka
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Na temelju gore navedenih podataka moze se zakljuciti kako na ekstrakciju polifenola,
flavonoida i proteina iz ljuske crvenog luka ultrazvu¢nom ekstrakcijom velik utjecaj ima izbor
otapala. Tako se najvecéa koli¢ina polifenola, flavonoida i proteina iz ljuske crvenog luka
ekstrahira primjenom 50 % etanola te se moZe zakljuciti kako je optimalno otapalo za
ekstrakciju polifenola, flavonoida i proteina iz ljuske crvenog luka primjenom ultrazvuéne

ekstrakcije upravo 50 % etanol.

4.2 Ultrazvukom potpomognuta sekvencijalna ekstrakcija polifenola,

flavonoida i proteina iz taloga kave i ljuske crvenog luka

U sekvencijalnim ekstrakcijama se primjenom odgovarajucih otapala rastuée ekstrakcijske
moci, a u ovom diplomskom radu polarnosti, mogu selektivno i postepeno ekstrahirati
odredene komponente iz uzorka. Na efikasnost sekvencijalne ekstrakcije utje¢u vrijeme
trajanja sekvencijalne ekstrakcije, temperatura pri kojoj se izvodi sekvencijalna ekstrakcija, te
intenzitet mijeSanja uzorka. Ultrazvukom potpomognuta sekvencijalna ekstrakcija koristi se
kako bi se optimizirao proces ekstrakcije, tj. najefikasnije dobilo najvise ekstrahirane

komponente (Gaji¢, 2017).

4.2.1. Ultrazvukom potpomognuta sekvencijalna ekstrakcija bioaktivnih

komponenti iz taloga kave

Sekvencijalna ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija bioaktivnih komponenti iz taloga kave
provedena je koristedi sljedeéa otapala: 96 % etanol, 75 % etanol, 50 % etanol, 25 % etanol i
vodu. Rezultati su prikazani Slikama 10-12, dok je na Slici 14 prikazana usporedba ultrazvuéne

i sekvencijalne ultrazvuéne ekstrakcije polifenola, flavonoida i proteina iz taloga kave.

Na Slici 10 prikazana je koli¢ina polifenola ekstrahiranih iz taloga kave primjenom ultrazvukom
potpomognute sekvencijalne ekstrakcije. Vidljivo je kako se vrlo mala koli¢ina polifenola
ekstrahira iz taloga kave 96 % etanolom (0,13 % od ukupne mase uzorka), dok se slijednom
ekstrakcijom pomocu 75 i 50 % etanola iz taloga kave ekstrahiraju gotovo podjednake koli¢ine
(1,03 i 1,05 % ukupne mase uzorka). Zaostali polifenoli slijedno se ekstrahiraju u malim
koli¢inama 25 % etanolom i vodom (0,26 i 0,04 % od ukupne mase uzorka). Shodno tome,
primjenom ultrazvukom potpomognute sekvencijalne ekstrakcije iz taloga kave se ukupno
ekstrahira 2,5 % polifenola od ukupne mase taloga kave. Kada se ovi podaci usporede sa

najve¢om koli¢cinom polifenola ekstrahiranih iz taloga kave najpogodnijim otapalom (Slika 4),
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tada se moze uociti da se ultrazvukom potpomognutom sekvencijalnom ekstrakcijom iz taloga
kave ukupno ekstrahira gotovo duplo veca koli¢ina polifenola, nego najpogodnijim otapalom,

Sto se dodatno moze uoditi na Slici 13.
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Slika 10 Ultrazvukom potpomognuta sekvencijalna ekstrakcija polifenola iz taloga kave

Na Slici 11 prikazana je koli¢ina flavonoida ekstrahiranih iz taloga kave primjenom ultrazvukom
potpomognute sekvencijalne ekstrakcije. Vidljivo je kako se vrlo mala koli¢ina flavonoida
ekstrahira iz taloga kave 96 % etanolom (0,23 % od ukupne mase uzorka), dok se slijednom
ekstrakcijom pomodéu 75 % etanola ekstrahira glavnina flavonoida iz taloga kave (1,32 % od
ukupne mase uzorka). Zaostali flavonoidi se slijedno ekstrahiraju sa 50 i 25 % etanolom te
vodom u sve manjim koli¢inama (0,94, 0,18 i 0,07 % od ukupne mase uzorka.) Shodno tome,
primjenom ultrazvukom potpomognute sekvencijalne ekstrakcije iz taloga kave ukupno se
ekstrahira 2,74 % flavonoida od ukupne mase taloga kave (Slika 10). Usporedbom dobivenih
podataka sa najvecom koli¢inom flavonoida ekstrahiranih iz taloga kave najpogodnijim
otapalom (Slika 5) uocavamo kako se ultrazvukom potpomognutoj sekvencijalnom
ekstrakcijom iz taloga kave ekstrahira gotovo trecina vise flavonoida iz taloga kave nego pri
ekstrakciji flavonoida iz taloga kave najpogodnijim otapalom, $to se moze dodatno uoditi na

Slici 13.
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Slika 11 Ultrazvukom potpomognuta sekvencijalna ekstrakcija flavonoida iz taloga kave

Na Slici 12 prikazana je koli¢ina proteina ekstrahiranih iz taloga kave primjenom ultrazvukom
potpomognute sekvencijalne ekstrakcije. Na slici je vidljivo kako je vrlo mala koli¢ina proteina
ekstrahirana iz taloga kave 96 % etanolom (0,08 % od ukupne mase uzorka), dok se slijednom
ekstrakcijom pomocu 75 i 50 % etanola iz taloga kave ekstrahiraju proteini u ve¢im koli¢inama
(0,61 0,94 % ukupne mase uzorka). Zaostali proteini iz taloga kave se slijedno ekstrahiraju u
manjim koli¢inama 25 % etanolom i vodom (0,30 i 0,09 % od ukupne mase uzorka). Shodno
gore navedenom, primjenom ultrazvukom potpomognute sekvencijalne ekstrakcije iz taloga
kave ukupno se ekstrahira 2,03 % proteina od ukupne mase taloga (Slika 12). Kada se ovi
podaci usporede sa najve¢om kolicinom proteina ekstrahiranih iz taloga kave najpogodnijim
otapalom (Slika 6), uocCava se da se ultrazvukom potpomognutom sekvencijalnom
ekstrakcijom iz taloga kave ekstrahira gotovo duplo veca kolicina proteina, nego

najpogodnijim otapalom, Sto se dodatno moze uociti na Slici 13.
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Slika 12 Ultrazvukom potpomognuta sekvencijalna ekstrakcija proteina iz taloga kave

Udio u uzorku [%]

Polifenoli Flavonoidi Protein

Bioaktivna komponenta

B Ultrazvuina ekstrakcija B Sekvencijalnaultrazvadna ekstrakoija

Slika 13 Usporedba ultrazvuéne i sekvencijalne ultrazvucne ekstrakcije polifenola, flavonoida

i proteina iz taloga kave
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Na temelju svih gore navedenih podataka moze se zakljuciti kako se vise polifenola, flavonoida
i proteina iz taloga kave ekstrahira primjenom sekvencijalne ultrazvuéne ekstrakcije u odnosu
na ultrazvuénu ekstrakciju uz najpovoljnije otapalo. Sekvencijalnom ultrazvu¢nom
ekstrakcijom iz taloga kave se ekstrahira duplo vise polifenola i proteina, te jedna trecina vise

flavonoida.

4.2.2. Sekvencijalna ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija bioaktivnih

komponenti iz ljuske crvenog luka

Sekvencijalna ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija bioaktivnih komponenti iz ljuske
crvenog luka provedena je koristedéi sljedeéa otapala: 96 % etanol, 75 % etanol, 50 % etanol,
25 % etanol i vodu. Rezultati su prikazani Slikama 14-16, a na Slici 17 prikazana je usporedba
ultrazvuéne i sekvencijalne ultrazvuéne ekstrakcije polifenola, flavonoida i proteina iz ljuske

crvenog luka.

Na Slici 14 prikazana je koli¢ina polifenola ekstrahiranih iz ljuske crvenog luka primjenom
ultrazvukom potpomognute sekvencijalne ekstrakcije. Vidljivo je kako se gotovo podjednaka
koli¢ina polifenola ekstrahira iz ljuske crvenog luka 96 i 75 % etanolom (2,75 i 2,37 % od
ukupne mase uzorka), dok se slijednom ekstrakcijom pomocu 50 25 % etanola i vode iz ljuske
luka ekstrahiraju manje koli¢ine polifenola (1,76, 1,10 i 0,28 % od ukupne mase uzorka).
Shodno tome, primjenom ultrazvukom potpomognute sekvencijalne ekstrakcije iz ljuske
crvenog luka ukupno se ekstrahira 8,25 % polifenola od ukupne mase uzorka. Kada se ovi
podaci usporede sa najvecom koli¢inom polifenola ekstrahiranih iz ljuske crvenog luka
najpogodnijim otapalom (Slika 7), uofava se da se ultrazvukom potpomognutom
sekvencijalnom ekstrakcijom iz ljuske crvenog luka ekstrahira gotovo trecina vise polifenola,

Sto se dodatno moze uoditi na Slici 17.
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Slika 14 Utjecaj polarnosti otapala na ekstrakciju polifenola iz ljuske luka

Na Slici 15 prikazana je koli¢ina flavonoida ekstrahiranih iz ljuske crvenog luka primjenom
ultrazvukom potpomognute sekvencijalne ekstrakcije. Iz slike je vidljivo kako je podjenaka
koli¢ina flavonoida ekstrahirana iz ljuske crvenog luka 96 i 75 % etanolom (2,23 i 2,63 % od
ukupne mase uzorka), dok se slijednom ekstrakcijom pomocu 50 i 25 % etanola te vodom iz
ljuske crvenog luka ekstrahiraju zaostali flavonoidi u postupno manjim koli¢inama (1,15, 0,44
i 0,16 % ukupne mase uzorka). Shodno tome, primjenom ultrazvukom potpomognute
sekvencijalne ekstrakcije iz ljuske crvenog luka ukupno se ekstrahira 6,60 % flavonoida od
ukupne mase uzorka. Kada se ovi podaci usporede sa najve¢om koli¢inom flavonoida
ekstrahiranih iz ljuske crvenog luka najpogodnijim otapalom (Slika 8), uocava se da se
ultrazvukom potpomognutom sekvencijalnom ekstrakcijom iz ljuske crvenog luka ekstrahira

gotovo duplo veéa koli¢ina flavonoida (Slika 17), nego najpogodnijim otapalom.
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Slika 15 Utjecaj polarnosti otapala na ekstrakciju flavonoida iz ljuske luka

Na Slici 16 prikazana je koli¢ina proteina ekstrahiranih iz ljuske crvenog luka primjenom
ultrazvukom potpomognute sekvencijalne ekstrakcije. Na slici je vidljivo kako se gotovo
jednake kolicine proteine ekstrahiraju iz ljuske crvenog luka 96, 75 i 50 % etanolom (1,99, 1,85
i 1,74 % od ukupne mase uzorka). Zaostali proteina iz ljuske crvenog luka se slijedno
ekstrahiraju u manjim koli¢inama 25 % etanolom i vodom (0,90 i 0,39 % od ukupne mase
uzorka). Primjenom ultrazvukom potpomognute sekvencijalne ekstrakcije iz ljuske crvenog
luka ukupno se ekstrahira 6,88 % proteina od ukupne mase uzorka. Kada se ovi podaci
usporede sa najve¢om kolicinom proteina ekstrahiranih iz ljuske crvenog luka najpogodnijim
otapalom (Slika 9), uocava se da se ultrazvukom potpomognutom sekvencijalnom
ekstrakcijom iz ljuske crvenog luka ekstrahira gotovo trecina vise proteina (Slika 17), nego

najpogodnijim otapalom 50 % etanolom.
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Slika 16 Utjecaj polarnosti otapala na ekstrakciju proteina iz ljuske luka

Udio u uzorku [%]

Polifenoli Flavonoidi Pirosteing
Bioaktivna komponenta

B Ultrazvuina ekstrakcija B Sekvencijalna ultrazvadina ekstrakoija

Slika 17 Usporedba ultrazvucne i sekvencijalne ultrazvucne ekstrakcije polifenola, flavonoida

i proteina iz ljuske crvenog luka

Na temelju gore navedenih podataka moze se zakljuciti kako se viSe polifenola, flavonoida i
proteina iz ljuske luka ekstrahira primjenom sekvencijalne ultrazvucne ekstrakcije nego

primjenom ultrazvuéne ekstrakcije uz najpovoljnije otapalo. Primjenom sekvencijalne
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ultrazvucne ekstrakcije ekstrahira se duplo vise flavonoida, te trecina vise polifenola i proteina

iz ljuske crvenog luka.

4.3 Utjecaj polarnosti otapala na kontinuiranu sekvencijalnu ekstrakciju
polifenola, flavonoida i proteina iz taloga kave i ljuske crvenog luka u

subkriticnim uvjetima

Koncept , ekoloskih otapala“ i ,zelene kemije” gotovo uvijek podrazumijeva koristenje vode i
etanola kao otapala. Voda i etanol kao otapala su jeftini, neotrovni, lako dostupni te stvaraju
malo otpada te se subkriticna ekstrakcija pomoc¢u vode i etanola, u raznim omjerima, ¢esto
koristi za ekstrakciju raznih, visokovrijednih spojeva iz raznih uzoraka (Marcus, 2017). Za
subkriti¢nu ekstrakciju vodom potrebna je temperatura od 100 do 371 °C te poviseni tlak, ta
metoda ne zagaduje okoli$ te je cesto ucinkovitija od konvencionalnih metoda ekstrakcije.
Smjesa etanola i vode se Cesto koristi zato Sto nije toksi¢na te je dozvoljena i u prehrambenoj
industriji, a daje usporedivo dobre rezultate kao i druga, toksi¢na otapala (Mufari i sur., 2020).
Promjenom temperature, mijenja se dielektri¢na konstantna vode $to mijenja polarnost vode
te tako vodu moZzemo modificirati ovisno o tome kakvo otapalo nam je potrebno (Herrero i

sur., 2006).

4.3.1. Kontinuirana sekvencijalna ekstrakcija bioaktivnih komponenti iz taloga

kave u subkriticnim uvjetima

Bioaktivne komponente iz taloga kave ekstrahirane su koristeci otapala 96 i 50 % etanol te
vodu, a uvjeti subkriticne ekstrakcije bili su a) omjer mase uzorka i volumena otapala 1:20, b)
temperatura ekstrakcije 100 °C, te c) protok otapala od 40 mL/min. Rezultati su prikazani na
Slikama 18-20. Kompletna usporedba sekvencijalne ultrazvuéne i kontinuirane sekvencijalne
ekstrakcije u subkriticnim uvjetima polifenola, flavonoida i proteina iz taloga kave prikazana

je na Slici 21.

Na Slici 18 prikazan je utjecaj otapala na ekstrakciju polifenola iz taloga kave primjenom
kontinuirane sekvencijalne ekstrakcije u subkriticnim uvjetima. Na slici je vidljivo kako je
najviSe polifenola ekstrahirano 96 i 50 % etanolom (1,29 i 2,20 % od ukupne mase uzorka),
nakon Cega se koli¢ina ekstrahiranih preostalih polifenola koristeéi vodu smanjuje na 1,11 %

od ukupne mase uzroka. Shodno tome, primjenom sekvencijalne ekstrakcije u subkriti¢nim

30



uvjetima iz taloga kave se ukupno ekstrahira 4,60 % polifenola od ukupne mase uzorka, sto je
u usporedbi sa sekvecijalnom ultrazvu¢nom ekstrakcijom (Slika 21) gotovo duplo vise.
Getachew i sur. (2018) su iz taloga kave primjenom subkriticne ekstrakcije vodom dobili
izmedu 33,1 i 51,2 mg galne kiseline/ 1 g taloga kave ovisno o predtretmanu kojim je talog
kave tretiran, Sto je slicno ukupnoj koli¢ini polifenola dobivenih sekvencijalnom ekstrakcijom

u subkriti¢nih uvjetima u ovom radu (46,39 mg galne kiseline/g taloga kave).
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Slika 18 Utjecaj otapala na ekstrakciju polifenola iz taloga kave

Na Slici 19 prikazan je utjecaj otapala na ekstrakciju flavonoida iz taloga kave primjenom
kontinuirane sekvencijalne ekstrakcije u subkriticnim uvjetima. Na slici je vidljivo kako je
najviSe flavonoida ekstrahirano 96 i 50 % etanolom (1,69 i 2,03 % od ukupne mase uzorka),
nakon Cega se koli¢ina ekstrahiranih zaostalih flavonoida koriste¢i vodu smanjuje (0,52 % od
ukupne mase uzroka). Primjenom ultrazvukom potpomognute sekvencijalne ekstrakcije u
subkriticnim uvjetima iz taloga kave ukupno se ekstrahira 4,23 % flavonoida od ukupne mase
uzorka Sto je u usporedbi sa sekvecijalnom ultrazvuénom ekstrakcijom (Slika 21) treéina vise
flavonoida. Getachew i sur. (2018) su iz taloga kave primjenom subkriticne ekstrakcije vodom
dobili izmedu 15,13 i 25,51 mg kvercetina/1 g taloga kave ovisno o predtretmanu kojim je
uzorak tretiran, dok su Xu i sur. (2015) dobili 47,25 mg kvercetina/1 g taloga kave primjenom
subkriticne ekstrakcije vodom pri 170°C i oba se istrazivanja slazu s rezultatima ovog
istraZivanja u kojem ukupna koli¢ina flavonoida iznosi 42,34 mg kvercetina/1 g taloga kave

primjenom sekvencijalne subkriticne ekstrakcije.
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Slika 19 Utjecaj otapala na ekstrakciju flavonoida iz taloga kave

Na Slici 20 prikazan je utjecaj otapala na ekstrakciju proteina iz taloga kave primjenom
kontinuirane sekvencijalne ekstrakcije u subkriticnim uvjetima. Na slici je vidljivo kako je
gotovo podjednaka koli¢ina proteina ekstrahirana primjenom 96 % etanola i vode (0,50 i
0,37 % od ukupne mase uzorka), dok se najveéa koli¢ina proteina ekstrahira sa 50 % etanolom
(1,20 % od ukupne mase uzorka). Primjenom sekvencijalne ekstrakcije u subkriti¢nim uvjetima
iz taloga kave se ukupno ekstrahira 2,06 % proteina od ukupne mase uzorka sto je u usporedbi
sa sekvecijalnom ultrazvuénom ekstrakcijom (Slika 21) gotovo podjednaka koli¢ina proteina.
Getachew i sur. (2018) su iz taloga kave primjenom subkriticne ekstrakcije vodom dobili
izmedu 20,05 i 47,58 mg proteina/1 g taloga kave ovisno o predtretmanu i temperaturi pri
kojoj je ekstrakcija provedena. Najvise proteina su ekstrahirali izmedu 180 i 220 °C, dok se
koli¢ina ekstrahiranih proteina pri 240 °C smanjuje. Ovi podatci su djelomi¢no u skladu sa
ukupnom koli¢inom proteina ekstrahiranih primjenom sekvencijalne subkriticne ekstrakcije

provedenom u ovom radu, gdje ukupna koli¢ina proteina iznosi 20,62 mg/1 g taloga kave.
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Slika 20 Utjecaj otapala na ekstrakciju proteina iz ekstrakta taloga kave

Na temelju gore navedenih podataka moZe se zakljuciti kako se vise polifenola i flavonoida iz
taloga kave ekstrahira primjenom kontinuirane sekvencijalne ekstrakcije u subkriti¢nim
uvjetima nego primjenom sekvencijalne ultrazvucne ekstrakcije, dok je koli¢ina ekstrahiranih

proteina gotovo jednaka.

Udio u uzorku [%]

Polifenoli Flavonoidi Proteini

Bioaktivna komponenta

W Selvendijalna subkrititna ekstrakaija W Sekvendijalnaultrazvuina ekstrakcija

Slika 21 Usporedba sekvencijalne ultrazvucne i kontinuirane sekvencijalne ekstrakcije u

subkriti¢nim uvjetima polifenola, flavonoida i proteina iz taloga kave
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4.3.2. Kontinuirana sekvencijalna ekstrakcija bioaktivnih komponenti iz ljuske

crvenog luka u subkriticnim uvjetima

Bioaktivne komponente iz ljuske crvenog luka ekstrahirane su koristeci 96, 75 i 50 % etanol te
vodu, a uvjeti subkritiéne ekstrakcije bili su a) omjer mase uzorka i volumena otapala 1:20,

b) temperatura ekstrakcije 100 °C, te c) protok otapala od 40 mL/min.

Na Slici 22 prikazan je utjecaj otapala na ekstrakciju polifenola iz ljuske crvenog luka
primjenom kontinuirane sekvencijalne ekstrakcije u subkriti¢énim uvjetima. Na slici je vidljivo
kako se gotovo podjednaka koli¢ina polifenola ekstrahira primjenom 96, 75 i 50 % etanola i
vode (1,69, 1,91, 1,78 i 1,50 % od ukupne mase uzorka). Primjenom sekvencijalne ekstrakcije
u subkriti¢nim uvjetima iz ljuske luka se ukupno ekstrahira 6,88 % polifenola od ukupne mase
uzorka Sto je u usporedbi sa sekvecijalnom ultrazvu¢nom ekstrakcijom (Slika 25) za Cetvrtinu
manje. Benito Roman i sur. (2020) su iz ljuske luka ekstrahirali polifenole vodenom
ekstrakcijom, a koli¢inu dobivenih polifenola ispitivali su na dobivenom ekstraktu bez i sa
ispiranja 60 % etanolom te su veéu koli¢inu ekstrahiranih polifenola dobili nakadnom
primjenom 60 % etanola (94,7 mg galne kiseline/1 g uzorka) $to je vedi rezultat nego u ovom

istrazivanju.
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Slika 22 Utjecaj otapala na ekstrakciju polifenola iz ljuske luka

Na Slici 23 prikazan je utjecaj otapala na ekstrakciju flavonoida iz ljuske crvenog luka

primjenom kontinuirane sekvencijalne ekstrakcije u subkriti¢nim uvjetima. Na slici je vidljivo
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kako se gotovo podjednaka koli¢ina flavonoida ekstrahira primjenom 96, 75 i 50 % etanola i
vode (1,76, 1,77, 1,75 i 1,54 % od ukupne mase uzorka). Primjenom sekvencijalne ekstrakcije
u subkritiénim uvjetima iz ljuske luka se ukupno ekstrahira 6,82 % flavonoida od ukupne mase
uzorka Sto je u usporedbi sa sekvecijalnom ultrazvuénom ekstrakcijom (Slika 25) gotovo
jednaka koli¢ina flavonoida. Benito Romdn i sur. (2020) su su iz ljuske luka ekstrahirali
polifenole vodenom ekstrakcijom te naknadno tretirali ekstrakt 60 % etanolom i maksimalan

rezulat koji su dobili je 21,2 mg kvercetina/ 1 g uzorka $to je manje nego u ovom istraZivanju.
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Slika 23 Utjecaj otapala na ekstrakciju flavonoida iz ljuske crvenog luka

Na Slici 24 prikazan je utjecaj otapala na ekstrakciju proteina iz ljuske crvenog luka primjenom
kontinuirane sekvencijalne ekstrakcije u subkriti¢cnim uvjetima. Na slici je vidljivo kako je
podjednaka koli¢ina proteina ekstrahirana primjenom 96, 75 i 50 % etanola i vode (0,41, 0,56,
0,66 i 0,66 % od ukupne mase uzorka). Primjenom sekvencijalne ekstrakcije u subkriticnim
uvjetima iz ljuske luka se ukupno ekstrahira 2,29 % proteina od ukupne mase uzorka sto je u
usporedbi sa sekvecijalnom ultrazvu¢nom ekstrakcijom (Slika 25) samo trecina ekstrahiranih

proteina.
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Slika 24 Utjecaj otapala na ekstrakciju proteina iz ekstrakta ljuske crvenog luka

Na temelju navedenih podataka moze se zakljuliti kako se manje polifenola i proteina
ekstrahira primjenom kontinuirane sekvencijalne ekstrakcije u subkritiénim uvjetima nego
primjenom ultrazvuéne sekvencijalne ekstrakcije. Koli¢ina flavonoida ekstrahiranih
kontinuiranom sekvencijalnom ekstrakcijom u subkriti¢cnim uvjetima je gotovo jednaka kao

koli¢ina flavonoida ekstrahiranih ultrazvu¢nom sekvencijalnom ekstrakcijom.

Udiow wzorku [%]
iun

PFolitenol Flavonoid Froteini

Bigaktivna komponenta

B 5ekvendjalna subkrititna ek strakdja B Sekvendijalna ultrazvuina ekstrakcija

Slika 25 Usporedba sekvencijalne ultrazvucne i kontinuirane sekvencijalne ekstrakcije u

subkriti¢nim uvjetima polifenola, flavonoida i proteina iz ljuske crvenog luka
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata moZze se zakljuciti sljedece:

e Najpogodnije otapalo za ultrazvukom potpomognutu ekstrakciju polifenola,
flavonoida i proteina iz taloga kave je 25 % etanol.

e Najpogodnije otapalo za ultrazvukom potpomognutu ekstrakciju polifenola,
flavonoida i proteina iz ljuske crvenog luka je 50 % etanol.

e Sekvencijalnom ultrazvu¢nom ekstrakcijom iz taloga kave se ekstrahira duplo vise
polifenola i proteina, te jedna treéina vise flavonoida nego ultrazvu¢nom
ekstrakcijom.

e Primjenom sekvencijalne ultrazvuéne ekstrakcije ekstrahira se duplo vise
flavonoida, te trecina vise polifenola i proteina iz ljuske crvenog luka.

e Vise polifenola i flavonoida iz taloga kave ekstrahira se primjenom kontinuirane
sekvencijalne ekstrakcije u subkritiénim uvjetima nego primjenom sekvencijane
ultrazvucne ekstrakcije, dok je koli¢ina ekstrahiranih proteina gotovo jednaka.

e Manje polifenola i proteina ekstrahira se iz ljuske crvenog luka primjenom
kontinuirane sekvencijalne ekstrakcije u subkritiénim uvjetima nego primjenom
ultrazvuéne sekvencijalne ekstrakcije, dok je koli¢ina ekstrahiranih flavonoida

gotovo jednaka.
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