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1. Uvod

Kava je zimzeleni grm. Ubraja se u porodicu Rubiacea, a najznacajnije vrste kava su C
arabica i C. robusta. Bobica kave je tamnocrvene boje, a unutar bobice su naj¢esce dva
zelena zrna. Procesom przenja zelenih zrna dobiju se przena zrna od kojih se priprema kava,
napitak. Napitak kave je, nakon vode, najéeSc¢e konzumirani napitak. Popularnost kave
proizlazi zbog njenog ugodnog mirisa, specificnog okusa i stimulativnih u¢inaka na centralni
Zivéani sustav. Kompleksnog je sastava kojeg Cine ugljikohidrati, ulja, proteini, minerali,
polifenoli i slicno. Od polifenolnih spojeva najzastupljenije su klorogenske kiseline (Simunac,

2004.).

Klorogenske kiseline (CGAs) ubrajaju se u hidroksicimetne kiseline, a predstavljaju grupu
polifenolnih spojeva nastalih kao mono-, di-, tri- i/ili mijesani esteri nekih hidroksicimetnih
kiselina (kafeinske, ferulicne i p-kumarinske kiseline) esterifikacijom s (-)-kina kiselinom.
Najvaznije CGAs u kavi su kafeoil-kina kiseline (CQAs), a dominantna CQAs u kavi je 5-O-

kafeoil-kina kiselina (5-CQA) (Belitz i sur., 2004.).

Do danas je razvijeno nekoliko metoda za analizu sadrzaja klorogenskih kiselina iz kave.
Najéesée primjenjivana tehnika za identifikaciju i kvantifikaciju klorogenskih kiselina je
tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti uz primjenu razli¢itih detektora (Farah i sur.,
2015.). Danas veliki znacaj u karakterizaciji organskih spojeva zauzimaju elektrokemijske
metode. Od elektrokemijskih metoda primjenjuju se diferencijalna pulsna voltametrija i
pravokutnovalna voltametrija uz primjenu razli¢itih radnih elektroda. Protocna stripping
kronopotenciometrija prvotno se primjenjivala za karakterizaciju anorganskih spojeva u
realnim uzorcima, a od nedavno i na karakterizaciju organskih spojeva odnosno klorogenskih

kiselina u uzorcima kave.

Zadatak ovog diplomskog rada bio je primjena elektrokemijske tehnike protocne stripping
kronopotenciometrije na identifikaciju klorogenskih kiselina, 5-O-kafeoilkina kiseline, u
uzorcima instant i mljevenih kava, zatim se ispitao utjecaj fosfatnog pufera razli¢itih pH
vrijednosti na elektrokemijska svojstva instant i mljevenih kava i utjecaj viSestruke uzastopne
polarizacije na uzorke instant i mljevenih kava. Takoder, izvrSena je kvantifikacija sadrzaja
klorogenskih kiselina, odnosno 5-O-kafeoilkina kiseline u instant i mljevenim uzorcima kava
te se odredila koncentracija ukupnih polifenola iz instant i mljevenih kava primjenom
spektroskopske Folin-Ciocalteu metode. Nadalje, usporedio se sadrzaj ukupnih klorogenskih

kiselina primjenom elektrokemijske i spektroskopske tehnike.
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2. Teorijski dio

2.1. HIDROKSICIMETNE KISELINE

Fenolne kiseline Cine hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline. Fenolne kiseline mogu
nastati preko dva metaboli¢ka puta, sintezom iz Sikiminske kiseline odgovorne za nastanak
fenilpropanoida i sintezom iz octene kiseline pri ¢emu nastaju jednostavni fenoli.
Hidroksicimetne kiseline i njezini derivati su Siroko rasprostranjeni kako u biljkama tako i u
hrani biljnog podrijekla. Zbog njihove prisutnosti u hrani biljnog podrijetla, unos fenolnih
kiselina je prisutan kroz svakodnevnu prehranu. Hidroksicimetne kiseline u biljkama
sudjeluju u procesu fotosinteze i u reakcijama s proteinima. Bioloski utjecaj hidroksicimetnih
kiselina kod ljudi je njihov znacdajan antiradikalni utjecaj te sprjecavanje razli¢itih upalnih
procesa organizma. Primije¢en je znacajan pozitivan utjecaj hidroksicimetnih kiselina u
sprjecavanju kardiovaskularnih oboljenja, dijabetesa, Parkinsonove bolesti, Alzheimerovog
oboljenja te raka. Takoder, potvrdeno je i njihovo antimikrobno djelovanje na ljudski

organizam, Sto daje ovoj skupini kiselina i farmakoloski utjecaj.

Prema kemijskoj strukturi, hidroskicimetne kiseline sastoje se od fenilpropanske jedinice Ce-
Cs i karboksilne skupine na bo¢nom lancu. Razlika izmedu hidroksicimetnih kiselina je u broju
i poloZaju hidroksi skupina na aromatskom prstenu. Kafeinska kiselina, p-kumarinska kiselina
i ferulicna kiselina su znacajne hidroksicimetne kiseline koje su prisutne skoro u svakoj biljci.
U biljkama hidroksicimetne kiseline mogu biti u konjugiranom obliku ili u obliku estera.
Medu najzastupljenijim hidroksicimetnim kiselinama u biljkama je kafeinska kiselina i njezini
derivati, kao $to su klorogenske kiseline (Slika 1). Hidroksicimetne kiseline mogu se naci kao
esteri, eteri vezani za celulozu, proteine, lignine, flavanoide, glukozu, kina kiselinu, terpene

(Vinholes i sur., 2015.).
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Slika 1 Kemijska struktura (a) kafeinske kiseline i (b) 5-O-kafeoil-kina kiseline
2.1.1. KLOROGENSKE KISELINE

Kafeinska kiselina povezana s kina kiselinom tvori klorogenske kiseline, kao jedne od
najzastupljenijih hidroksicimetnih kiselina u vocu, povrcu i kavi. Klorogenske kiseline (CGAs)
su grupa polifenolnih spojeva nastali esterifikacijom CFA, FA ili p-kumarinske kiseline s kina
kiselinom. S obzirom na vrstu i broj esterskih skupina CGAs se mogu razvrstati u vise
podskupina: monoesteri (npr. kafeoil-kina kiseline, CQAs), diesteri (npr. dikafeoil-kina
kiseline, diCQAs) i mijeSani diesteri (npr. kafeoil-feruloil-kina kiseline). Na Slici 2 prikazana je

kina kiselina kao strukturna jedinica klorogenskih kiselina.

OH

HOOC OH
1 3

OH OH

(-) kina kiselina

Slika 2 Strukturna jedinica klorogenskih kiselina, kina kiselina
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Klorogenske kiseline sadrze jednuili dvije kateholne skupine s dvije hidroksilne (-OH) skupine
u ortho-polozaju. Na kemijsku strukturu CQAs utjece esterska skupina —COOR, koja ima jaki

elektron akceptorski efekt koji prevladava nad elektron donorskim efektom dvostruke veze.

Kemijska struktura CGAs ima veliki utjecaj na elektrokemijska svojstva CGAs. diCQAs imaju
vedi oksidacijski potencijal i visi oksidacijski strujni odziv od CQAs (Namazian i Zare, 2005.; Gil

i sur., 2013.).

2.2. KAVA

Stablo ili zimzeleni grm kave pripada biljkama iz porodice Rubiaceae. Pod generi¢kim
nazivom Caffea samo dvije od sedamdeset vrsta kava imaju ekonomski znacaj pri uzgoju, a
to su C. arabica (75 % od ukupne proizvodnje kave) i C. Robusta (25 % od ukupne
proizvodnje). Grm ili stablo kave moZe narasti 3-12 metara visine, ali se sje¢e na 2-2,5
metara visine kako bi se olaksala berba. Tropski grm ili stablo kave sadrZi ¢vrste, duguljaste
tamnozelene listove koji u vrijeme cvatnje imaju kremasto-bijele cvjetove koji mirisom
podsjecaju na miris cvijeta jasmina, iz kojih se kasnije razvijaju bobicasti plodovi promjera
velicine 1,5 cm. Dozrijevanjem bobica kave mijenja boju iz zelene u tamnocrvenu ili
tamnoljubicastu, a sadrzi dvije elipticne hemisfere spljostenih zrna. Biljka kave raste u toplim
tropskim krajevima na nadmorskim visinama od 600 do 1200 m i temperaturama od 15 do
25 °C te umjerenoj vlaznosti zraka. Cvjetanje grma kave kreée 3-4 godine nakon sadnje, a
puna plodnost postize nakon 6 godina. Grm mozZe donositi plodove do Cetrdesete godine
starosti, ali maksimalan prinos postize se od desete do petnaeste godine starosti. 1z jednog
grma kave moze se dobiti 2,7 kg ploda bobica, a od toga 0,9 - 1,1 kg se odnosi na sirovo

zeleno zrno (Belitz i sur., 2004.).
Berba i prerada sirovog zrna kave

Berba sirovih zrna kave najzahtjevniji je postupak u ciklusu proizvodnje kave. Ovisno o regiji
u kojoj se proizvodi (sjeverna i juzna hemisfera) u razli¢ito vrijeme dozrijeva. Sama berba se
vrsi ruéno tako da se svaka dozrela bobica ubire ili kupi sa tla, a drugi nacin je mehanicki
pomocu posebnih strojeva za berbu. Preferira se ru¢na berba bobica kave jer se ubiru samo
zrele bobice, dok su kod mehanickog branja prisutne razli¢ite primjese (listovi, kamencii,

trule bobice, grancice) sto u konacnici utjece na kvalitetu proizvoda (napitka kave). Obrada
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sirovog zrna kave zapocinje uklanjanjem mesnate pulpe koristeéi suhi, mokri ili kombinirani

postupak.
Suhi ili prirodni postupak odvajanja bobice kave

Proces ukljuCuje brzi transport ubranih bobica kave do mjesta prerade, gdje ih se
ravnomjerno raspodjeli na podlogu gdje se suSe prirodnim putem na suncu. Proces susenja
traje do trenutka dok se pokozZica ne odvoji od zrna. Nakon susenja, plodu se uklanjaju pulpa
i pokozica. Ovim postupkom dobiju se suha zelena zrna, pogodna za pakiranje, skladistenje i

transport (Farah, 2012.; Clifford i Willson, 1985.; Duarte i sur., 2010.).
Mokri postupak uklanjanja bobice kave

Postupak se temelji na uranjanju sirovih bobica kave u vodu. Bobice kave se potiskuju
izmedu rotirajuceg diska i podesivih oStrica te na taj nacin dolazi do drobljenja i ispiranja
vodom, odnosno odvajanja pokozice i pulpe od zrna bez njegova ostecenja. Zrna kave su u
spremniku s vodenom parom ostavljena da fermentiraju (12-48 h). Fermentacijom se uklanja
zaostala pulpa i mukozni sloj uz pomo¢ pektolitickih enzima, a pH se smanjuje sa 6,8 na 4,2 .
Nakon toga, zrna se suSe prirodnim putem na Suncu ili u mehanickim suSionicama u struji
toplog zraka, a konacna vlaznost zrna je do 11 %. Zrna kave zadrZavaju pergament ovojnicu
te se poliraju do glatke i sjajne povrsine (Belitz i sur., 2004.). Kona¢no, dobije se zrno vece

kvalitete u usporedbi sa suhim postupkom.
Kombinirani postupak uklanjanja bobice

Za razliku od suhog i mokrog postupka, kod kombiniranog postupka drobljenje i ciS¢enje
dijelova bobice odvija se bez pranja, dok se suSenje vrsi sa ostacima usploda te se konac¢no

dobije aromaticnije zrno sladeg okusa.

Nakon postupka obrade bobica kave, dobivena zelena zrna se sortiraju ru¢no ili mehanicki, a
ostecena zrna i nelistoée se uklanjaju. Tako dobivena zrna kave idu na skladiStenje i
transport do Zeljene lokacije (Belitz i sur., 2004.; Farah, 2012.; Clifford i Willsonn, 1985.;
Duarte i sur., 2010.).

Postupak prZenja sirovog zrna kave

Sirova zrna kave imaju miris po zemlji, a prienjem dobivaju finu aromu. Przenje kave

podrazumijeva razliCite fizikalno-kemijske promjene zelenog zrna (povecanje volumena zrna,
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smanjenje udjela vlage, stvaranje tipicnog mirisa i arome, zelena boja prelazi u smedu te
promjena kemijskog sastava). Proces prienja je osjetljiv i zahtjeva visoke temperature (100-
200 °C) pa tako zrna przena na viSoj temperaturi sadrze manje kafeina od onih zrna przenih
pri nizoj temperaturi. Vrsta zrna uvjetuje okus i kvalitetu kave, a jakost kave ovisi o stupnju
prZenja zrna. SuSenje, razvoj, dekompozicija i puno prienje su Cetiri osnovne faze przenja

zrna kave. Razlikuju se dvije metode prZenja kave: tradicionalna i industrijska.

Przenje kave tradicionalnom metodom odvija se kroz pet koraka: prva vatra, prvo
pucketanje, prvi grad, drugo pucketanje i duboko przenje. Proces se provodi 10-15 minuta na

temperaturi 200-220 °C u przioniku.

Industrijsko prienje kave provodi se na rotiraju¢im grijanim plinskim prZionicima ili u
nepokretnim przionicima tijekom 15 do 20 min pri temperaturi do 220 °C. Primjenjuje se
konvekcijski prijenos topline jer je brzi u odnosu na kondukcijski. Nakon procesa przenja,
zrna se poprskaju vodom c¢ime se zaustavlja daljnje przenje, cijeli proces se odvija pod
racunalnim nadzorom (Simunac, 2004.). Danas se sve vise primjenjuju novije metode zbog
ekonomicnosti, a jedna od takvih je "flash" metoda, koja se provodi 90 sekundi pri 800 °C. Na

Slici 3 prikazani su stupnjevi przenja zelenog zrna kave.

POV %

Slika 3 Stupnjevi przenja zelenog zrna kave (web 1)

Tijekom procesa prienja zelenog zrna kave dolazi do znadajne promjene organoleptickih
svojstava kave te nadalje utjece na niz kemijskih reakcija. CGAs zbog svoje temperaturne
nestabilnosti mogu gotovo u potpunosti biti degradirane u fenolne derivate tijekom procesa
przenja zelenih zrna kave. Kemijske reakcije koje se dogadaju na klorogenskim kiselinama
(CGAs) prilikom przenja zelenog zrna kave su izomerizacija, epimerizacija, laktonizacija i
hidroliza. Osim toga, na visokim temperaturama przenja nastaju molekule male molekularne
mase (fenoli i kateholi) koje zajedno s ostalim spojevima produciraju melanoidine, spojeve
koji su zasluzni za razvoj boje i arome. Prilikom procesa prienja najznacajniji je nastanak

laktona klorogenske kiseline (1,5-y-laktoni) jer upravo oni, uz sadrzaj kafeina, utjeCu na
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gorcéinu i kvalitetu napitka kave. Ovisno o vrsti obrade, stupnju pecenja i analitickim
uvjetima, ukupni udio CGAs u komercijalnom przenom zrnu kave iznosi od 0,5-7 % (Farah,

2012.).
2.2.1. VRSTE KAVE

Danas su na trzistu prisutne Ciste, izvorne, originalne kave i mjesavine od razlicitih vrsta zrna
iz razli¢itih dijelova svijeta. Brojne specijalne kave su mjeSavine zrna iz odredenih podrucja
svijeta, npr. Nikaragve i Kostarike. NajceS¢e se upotrebljavaju mjeSavine zbog dva osnovna
razloga. Prvi razlog je taj da se dobije kvalitetnija kava, potpunijeg okusa, arome, kiselosti te
jakosti. Drugi razlog je kombinacija loSih i manje kvalitetnih zrna sa kvalitetnijim zrnima, radi

postizanja vide cijene na trzistu (Simunac, 2004.).
Mijevena kava

Mljevena kava dobiva se procesom mljevenja przenog zrna kave na nekoliko razli¢itih vrsta
mlinova. Nekada se sami proces mljevenja vrSio ru¢no, dok se danas koriste moderni i
tehnoloski usavrseni mlinovi s diskovima. Kavu je najbolje samljeti neposredno prije kuhanja

jer tada daje najbolji okus.

S obzirom na granulaciju zrna samljevena kava kategorizira se kao sitno, srednje i krupno
mljevena kava. Bitno je naglasiti da Sto su sitnije Cestice mljevene kave to je brze
oslobadanje aromaticnih sastojaka. Tijekom priprave napitka, sitnije mljevenu kavu treba
krace izlagati vodi nego onu krupnije granulacije. Za pripremu kave u expresso aparatima
koristi se fino mljevena kava, dok se za kuhanje kave u dZezvi ili loncima najbolje koristiti

grubo mljevenu kavu (Simunac, 2004.).

Mljevena kava prilikom doticaja sa zrakom pocinje gubiti organolepticka svojstva (aromu,
okus te esencijalna ulja), stoga je vrlo vazno skladistiti je na prikladan nacin, a najbolje je
skladistiti u limenkama, plastiénim ili platnenim vreédama 1-3 godine. Optimalna kvaliteta
arome je prisutna 8-10 tjedana. Mljevena kava se pakira pod vakuumom kako bi ostala duze

vrijeme svjeZa (6-8 mjeseci), dok nakon otvaranja zadrzava svjeZinu 1-2 tjedna.
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rcatfe”

Classée Jug; L4

SENSUSLI\,A

Slika 4 Mljevena kava razlic¢itih proizvodaca
Instant kava

Instant ili topljiva kava dobiva se ekstrakcijom iz przene kave. Mljevena kava se kontinuirano
ekstrahira u ekstraktorima pod tlakom, gdje je temperatura vode do 200 °C, a temperatura
ekstrakta na izlazu 40-80 °C. Nakon toga voda se otpari u vakuum uparivacima. S obzirom da
se tijekom procesa gubi odredeni udio arome, koncentrat arome se moze izolirati te dodati

naknadno prije ili poslije susenja.

Susenje rasprsivanjem i liofilizacija su procesi koji se koriste za susenje. Postupak liofilizacije
temelji se na zamrzavanju tekuéeg ekstrakta u struji hladnog zraka ili inertnog plina na
temperaturu do -40 °C te granuliranju do veli¢ine Cestica od 2-3 mm te na kraju susenju u
vakuumu. Konacno, dobiva se higroskopan proizvod (prah) koji se pakira u limenke,
staklenke te vrecice od aluminijske folije. Instant kava sadrzi 1,0-6,0 % vlage. Tijekom
procesa dobivanja instant kave koli¢ina kafeina znatno raste te moze biti duplo vec¢a nego u
obi¢noj mljevenoj kavi. Osim povecéanja kafeina povecava se i koli¢ina minerala do 10 %.
Danas je na trziStu dostupan i instant cappuccino koji se dobiva na nacin da se na tretirana
zrna kave arabice dodaje odredena koli¢ina mlijeka u prahu. Instant napitci imaju prednost

zbog jednostavnosti i brzine priprave.
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MONARCH

Slika 5 Instant kava
Bezkafeinska kava

Ova vrsta kave je namijenjena za sve one koji iz odredenih razloga Zele izbjeéi kafein, a s

druge strane Zele uZivati u bogatom okusu i mirisu odredene kave.

Danas se primjenjuje moderan postupak proizvodnje koji ukljucuje ekstrakciju sa
superkriticnim CO; pri temperaturi od 70 do 90 °C i tlaku od 100 do 200 bara na zrna kave
obradena vodenom parom. Konacni proizvod je siguran, bez ostatka otapala (Belitz i sur.,

2004.).
Kavovine

Kavovine predstavljaju zamjenu za kavu, a najcesée se koriste przeni je¢am i przena cikorija.
Cikorija sadrzi inulin iz kojeg se przenjem oslobadaju Seéeri i brojne gorkaste arome koje daju
slican okus pravoj kavi. Przeni jeam daje gorcinu i okus nagorenosti. Zamjene za kavu nikad

ne mogu u potpunosti dosedi okus i aromu prave kave (Simunac, 2004.).

2.3. METODE ODREDIVANJA KLOROGENSKIH KISELINA U KAVI

Karakterizacija klorogenskih kiselina u kavi provodi se primjenom razli¢itih instrumentalnih

metoda analiza koje ukljucuju: kromatografske, elektrokemijske i spektroskopske metode.

11
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2.3.1 ELEKTROKEMIJSKE METODE KARAKTERIZACIJE KLOROGENSKIH KISELINA
U KAVI

Protocna stripping kronopotenciometrijska analiza

Protocna Stripping kronopotenciometrija (engl. Flow-Through Stripping
Chronopotentiometry, FTSCP) je elektroliticka metoda koja se odvija u dva stupnja. U prvom
stupnju mjereni analit se elektrokemijski akumulira iz otopine na radnu elektrodu na
pripadajuéem depozicijskom potencijalu/struji. Elektroliza se prekida nakon odredenog
vremena te nakon kratkog mirovanja elektrolita provodi se drugi stupanj mjerenja koji
ukljuCuje otapanje depozita s povrsine radne elektrode primjenom konstantne struje otapala
(stripping-otapanje depozita s povrsine elektrode). Otapanjem depozita mjeri se promjena
potencijala radne elektrode u ovisnosti o vremenu otapanja. Dobiveni dijagram (potencijal-
vrijeme, E-t) ima karakteristike S-oblika, sli¢an krivulji redoks titracije. Zbog boljeg prikaza i
mogucnosti analize, originalni E-t dijagram se transformira u oblik E-dt/dE ili dt/dE-E
dijagrama jer oni pokazuju pik na vrijednosti potencijala pri kojoj dolazi do otapanja
deponirane tvari s povrsine radne elektrode. Povrsina ispod pika (visina pika) proporcionalni
su koncentraciji odredene elektroaktivne tvari, a to predstavlja osnovu za kvantitativno
odredivanje nekog analita. FTSCP se koristi za odredivanje razlicitih elektroaktivnih tvari,
osobito za odredivanje metala (metalnih iona), a tek unazad par godina primijenjena je na

odredivanje organskih tvari (Beinrohr, 2011.; Seruga, 2011.).

Slika 6 Uredaj Eca Flow za provodenje FTSCP

12
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2.3.2. SPEKTROFOTOMETRIJSKE METODE

Polifenolni spojevi su sekundarni metaboliti koji se s obzirom na kemijsku strukturu dijele na
flavonoide, fenolne kiseline, stilbene i lignane (Manach i sur., 2004). Njihova koli¢ina u
uzorcima ili model otopinama moZe se odrediti spektroskopskim metodama. Spektroskopske
metode se Cesto koriste za odredivanje polifenolnih spojeva jer su brze, jednostavne,
precizne, ponovljive i ekonomicne. Nedostatak ovih metoda je Sto se sa njima odreduje
koli¢ina cijele skupine polifenola u uzorcima, a ne koli¢ina pojedinih polifenola. Kvantitativni
podaci dobivaju se upotrebom kalibracijske krivulje standarda polifenola te se koli¢ina
polifenola (skupine polifenola) izrazava kao ekvivalentna koli¢éina tog standarda. U
spektroskopske metode se ubrajaju Folin-Ciocalteu metoda za ukupne polifenole, metoda s
kompleksacijom flavonoid — aluminijev klorid za ukupne flavonoide te pH-diferencijalna

metoda za ukupne antocijanine (Hesse i sur., 2008.).

Slika 7 Uredaj spektrofotometar

Folin-Ciocalteu metoda

Folin-Ciocalteu metoda je najceS¢a metoda za odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola u
razli¢éitim  uzorcima, primjerice u kavama. Reakcijom polifenola i Folin-
Ciocalteuovogreagensa, kojeg cini smjesa fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline, u
blago alkalnim uvjetima dolazi do stvaranja relativho stabilnog plavo obojenog kompleksa
koji se mijeri spektrofotometrijski pri 765 nm. Ukupna koli¢ina polifenola izrazava se u

ekvivalentima galne kiseline, a rezultat se izrazava kao mg GAE/L (Waterhouse, 2001.).

13
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3.1. ZADATAK

Zadatak rada bio je:

e Primjena elektrokemijske tehnike protocne stripping kronopotenciometrije na:
o identifikaciju klorogenskih kiselina, 5-O-kafeoil-kina kiseline, u uzorcima
instant i mljevenih kava,
o utjecaj fosfatnog pufera razli¢itih pH vrijednosti na elektrokemijska svojstva
instant i mljevenih kava,
o utjecaj visestruke uzastopne polarizacije na uzorke instant i mljevenih kava,
o kvantifikaciju sadrzaja klorogenskih kiselina, odnosno 5-O-kafeoilkina kiseline
u instant i mljevenim uzorcima kava te
e odrediti koncentraciju ukupnih polifenola iz instant i mljevenih kava primjenom
spektroskopske Folin-Ciocalteu metode i

e usporediti sadrzaj ukupnih klorogenskih kiselina primjenom ovih dviju metoda.

3.2. MATERUALI | METODE

3.2.1. KEMIKALIJE
U ovom ispitivanju upotrijebile su se sljedec¢e kemikalije:

e 5-CQA (klorogenska kiselina) (1-102mol L1),

e galna kiselina (1000 mg L1),

e otopina fosfatnog pufera (0,1 mol L' u rasponu od pH 7 do 9),
e Folin — Ciocalteau reagens,

e natrijev — karbonat,

e ultracistavodai

e metanol (HPLC Cistoce).

3.2.2. UZORCI

U ovom radu ispitano je osam uzoraka kava dostupnih na hrvatskom trzistu (Tablica 1).
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Tablica 1 Uzorci instant i mljevenih kava ispitanih u ovom istrazivanju

Mljevena kava Instant kava
Barcaffe Classic Jacobs Monarch
Franck Jubilarna Sensual Nescafé Gold
Arabesca Minas Jacobs Cronat Gold
Gloria Minas Franck Classic

3.2.3. PRIPREMA OTOPINA STANDARDA | VODENOG EKSTRAKTA UZORAKA
KAVA

Priprema osnovnog elektrolita za mjerenje primjenom protocne stripping

kronopotenciometrije

Otopina osnovnog elektrolita za elektrokemijsko mjerenje, fosfatnog pufera (PBS),
pripremljena je u koncentraciji 0,1 mol L (pH=7). Otopine PBS pripremljenaje od NaH,SO4 x
2H,0 i Na;HPO4 x 12H,0. Za pripremu otopine PBS te vodenih ekstrakata kava koristena je
ultradista voda (vodljivost vode < 0,1 uS cm™) dobivena pomoéu uredaja za prociscavanje

vode Milli-Q (Merck Millipore, Darmstadt, Njemacka).
Priprema otopine 5-CQA

Pripremljena je otopina klorogenske kiseline 5-CQA koncentracije, ¢ = 1:102 mol L u

metanolu HPLC Cistoce i cuvana zasti¢ena od svjetla u hladnjaku na temperaturi 4 °C.
Priprema vodenih ekstrakta uzoraka kava

Uzorci vodenih ekstrakata instant i mljevenih kava pripremani su na nacin da je u 100 mL
ultradiste vode zagrijane na temperaturu 80 °C, dodano 1 g kave. Dobiveni vodeni ekstrakt
kave mijeSa se na magnetnoj mijesalici u trajanju od 3 minute te se u daljnjem postupku
profiltrira preko grubog filter-papira u Erlenmeyerovu tikvicu od 250 mL. Nakon Sto se
vodeni ekstrakt kave ohladi na sobnu temperaturu, profiltrira se kroz mikrofilter (PTFE filter)

te je spreman za elektrokemijsku analizu.
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3.2.4. PRIMJENA PROTOCNE STRIPPING KRONOPOTENCIOMETRIJE NA
ELEKTROKEMUISKU KARAKTERIZACIJU KLOROGENSKIH KISELINA |
UZORAKA KAVA

Proto€na stripping kronopotenciometrijska analiza klorogenskih kiselina provedena je na
EcaFlow 150 instrumentu (Istran Ltd., Bratislava, Slovacka) s protonom EcaFlow éelijom
E104 i radnom mikroporoznom elektrodom od usitnjenog staklastog ugljika E53,
referentnom elektrodom Ag/AgCl (zasi¢ena otopina KCI) i platinom kao pomoénom
elektrodom. Za mjerenje i prikupljanje podataka koristena je Eca Flow 2.3. programska
podrska. U Tablici 2 su prikazani eksperimentalni uvjeti protocne stripping

kronopotenciometrijske analize.

Tablica 2 Eksperimentalni uvjeti protoc¢ne stripping kronopotenciometrijske analize

Uvjet lznos
Potencijal akumulacije 0mVv
Pocetni potencijal 0mVv
Konacni potencijal 800 mV
Struja otapanja 100 pA
Vrijeme kondicioniranja 6s
Trajanje mjerenja 300s
Regeneracijski potencijal 0omV
Vrijeme regeneracije 6s
Volumen uzorka 3mL
Volumen ispiranja 0OmL
Volumen mjerenja pozadine 3mL
Protok 6mL/min

Ukupni sadrzaj klorogenskih kiselina u kavi, dobivenih FTSCP metodom, izra¢unat je pomodu
kalibracijske krivulje standarda 5-CQA, a izrazen je kao mg 5-CQA ekvivalenata po 100 g kave

(mg 5-CQAE / 100 g kave). Mjerenja su u svakom uzorku izvr$ena tri puta.
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3.2.5. ODREDIVANIJE UKUPNIH POLIFENOLA SPEKTROFOTOMETRISKA FOLIN-
CIOCALTEU METODOM

Ukupni polifenoli u vodenim ekstraktima instant i mljevenih kava odredeni su primjenom
Folin-Ciocalteu metode (Singleton i sur., 1999.; Waterhouse, 2001.). Pripremljenim vodenim
ekstraktima instant i mljevenih kava (20 pL) dodana je demineralizirana voda u kolicini od
1580 plL i 100 plL Folin-Ciocalteu reagensa. Nadalje, u reakcijsku smjesu dodano je 300 pL
otopine Na>COs u koncentraciji 200 g L. Uzorci su promije$ani 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 gore opisani nacin, a umjesto vodenog ekstrakta
kave sadrzavala je destiliranu vodu. Apsorbancija (A) je mjerena na uredaju spektrofotometru
(UV 2005, Selecta, Spanjolska) pri valnoj duljini od 765 nm prema slijepoj probi. Rezultati su
izrazeni u mg galne kiseline po 100 g kave i mg 5-CQA ekvivalenta po 100 g kave. Mjerenja su u

svakom uzorku izvrSena pet puta.
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4. Rezultati

4.1. ELEKTROKEMISKA KARAKTERIZACIJA KLOROGENSKIH  KISELINA
PRIMJENOM PROTOCNE STRIPPING KRONOPOTENCIOMETRIJE

Primijenjena je elektrokemijska tehnika protocne stripping kronopotenciometrije na
identifikaciju i kvantifikaciju klorogenskih kiselina odnosno 5-O-kafeoil-kina kiselina (5-CQA).
Identifikacija i kvantifikacija provedena je u 0,1 mol L fosfatnom puferu pH vrijednosti 7,0
pri eksperimentalnim uvjetima navedenim u poglavlju 3. Materijali i metode ovog rada, a
prikazana je na Slici 8. Utjecaj kemijske strukture, viSestruke uzastopne polarizacije i
koncentracije na izgled i elektrokemijske karakteristike FTS kronopotenciograma ispitanih 5-
CQA i CFA prikazani su na Slikama 9-11. Na osnovi FTSCP mjerenja koncentracija 5-CQA u
rasponu od 5 do 100 umol L? kreiran je kalibracijski pravac pomocu kojeg je izvriena

kvantifikacija sadrzaja CGAs u ispitivanim uzorcima kava (Slika 12).

60 —

40 —

(dt/dE) / sV

20 +

T T T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

E/Vvs. Ag/ AgCl

Slika 8 FTS kronopotenciogram otopine 5-CQA, ¢ = 5-10° mol L™* u 0,1 mol L PBS puferu pH

7,0. Eksperimentalni uvjeti kao u Tablici 2 (Eksperimentalni dio)
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Slika 9 Utjecaj kemijske strukture na FTS kronopotenciograme otopina: (a) CFA; (b) 5-CQA;
¢=5-10°mol L't u 0,1 mol L™ PBS pH 7,0. Eksperimentalni uvjeti kao u Tablici 2

(Eksperimentalni dio)
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Slika 10 Utjecaj visestruke uzastopne polarizacije na FTS kronopotenciograme otopine 5-
CQA, c=5-10°mol L'* u 0,1 mol L'! PBS pH 7,0. Eksperimentalni uvjeti kao u Tablici 2

(Eksperimentalni dio)
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Slika 11 Utjecaj koncentracije otopine 5-CQA na FTS kronopotenciograme (korekcija bazne

linije) u 0,1 mol L't PBS pH 7,0. Eksperimentalni uvjeti u Tablici 2 (Eksperimentalni dio) FTS

kronopotenciogram 5-CQA u rasponu koncentracija, ¢ =a) 5x 10 mol L', b) 1 x 10~ mol L?,

c)3x10°mol LY, d)5x10°molL?, e) 8x10° mol LYif) 1x10* mol L?
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Slika 12 Kalibracijska krivulja otopine 5-CQA za kvantifikaciju sadrzaja ukupnih klorogenskih

kiselina proto¢nom stripping kronopotenciometrijom
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4. Rezultati

4.2. ELEKTROKEMISKA KARAKTERIZACIJA VODENIH EKSTRAKATA KAVA
PRIMJENOM PROTOCNE STRIPPING KRONOPOTENCIOMETRIJE

Na Slikama od 13 do 20 prikazani su FTS kronopotenciogrami vodenih ekstrakata kava
pripremljenih prema opisu u poglavlju 3. Materijali i metode u 0,1 mol L fosfathom puferu

pH 7,0. Ispitani uzorci mljevenih i instant kava razrijedeni su u omjeru 1:50 (DF=50).

10

Arabesca

(dt/dE) / sV’

T . T J I Y T
0.0 0.2 0.4 0.6

E/Vvs. Ag/AgCl

Slika 13 FTS kronopotenciogram vodenog ekstrakta mljevene kave Arabesca, (DF=50) u 0,1

mol L'* PBS puferu pH 7,0
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4. Rezultati

12

Barcaffe Classic

(dt/dE) / sV

E/V vs. Ag/AgCl

Slika 14 FTS kronopotenciogram vodenog ekstrakta mljevene kave Barcaffe Classic, (DF=50)

u 0,1 mol L'* PBS puferu pH 7,0

10

| Franck Jubilarna Sensation

(dt/dE) / sV

T T T T T L T
0.0 0.2 0.4 0.6

E/V vs. Ag/AgCl

Slika 15 FTS kronopotenciogram vodenog ekstrakta mljevene kave Franck Jubilarna

Sensation, (DF=50) u 0,1 mol L! PBS puferu pH 7,0
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4. Rezultati

(dt/dE) / sV

Gloria Minas

E/V vs. Ag/AgCl

Slika 16 FTS kronopotenciogram vodenog ekstrakta mljevene kave Gloria Minas, (DF=50) u

(dt/dE) / sV

0,1 mol L PBS puferu pH 7,0

30

15

Franck Classical

E/V vs. Ag/AgCl

Slika 17 FTS kronopotenciogram vodenog ekstrakta instant kave Franck Classical, (DF = 50) u

0,1 mol L PBS puferu pH 7,0
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4. Rezultati

Jacobs Cronat Gold

30

20 H

(dt/dE) / sV’

10

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

E/Vvs. Ag/AgCl

Slika 18 FTS kronopotenciogram vodenog ekstrakta instant kave Jacobs Cronat Gold,

(DF=50) u 0,1 mol L PBS puferu pH 7,0

30 Jacobs Monarch

20 4

(dt/dE) / sV

10

E/V vs. Ag/AgCl

Slika 19 FTS kronopotenciogram vodenog ekstrakta instant kave Jacobs Monarch, (DF=50) u

0,1 mol L PBS puferu pH 7,0
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4. Rezultati

20
Nescaffe Gold

[
o
|

(dt/dE) / sV

T Y T ¥ T ¥ T
0.0 0.2 0.4 0.6

E/V vs. Ag/AgCl

Slika 20 FTS kronopotenciogram vodenog ekstrakta instant kave Nescaffe Gold, (DF=50) u
0,1 mol L PBS puferu pH 7,0
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4. Rezultati

4.2.1. Utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije na karakterizaciju vodenih

uzoraka kava

Utjecaj visestruke uzastopne polarizacije na ispitane vodene ekstrakte mljevenih i instant

kava u 0,1 mol L' fosfatnom puferu pH 7,0 prikazan je na Slikama 21 i 22.

10 12

Barcaffe Classic 1

Arabesca

(dt/dE) / sv™
(dt/dE) / sv™

T T T T T T T T T ¥ T T T T T v
0.0 0.2 04 0.6 0.0 0.2 04 06 08

E[Vvs. Ag/AgCl E [ Vs, Ag/Agcl
3) b)

ia Mi 1
Franck Jubilarna Sensation 1 Gloria Minas

(dt/dE) / sv™
(dt/dE) fsv™

T i T T T T T T T T T T T T T
0.0 02 0.4 0.6 0.0 02 04 0.6

E [V vs. Ag/AgCl E Vs, Ag/AgCl

¢) d)

Slika 21 Utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije na FTS kronopotenciograme mljevene
kave, (a) Arabesca, (b) Barcaffe Classic, (c) Franck Jubilarna Sensation i (d) Gloria Minas, (DF =
50), (DF = 50), u 0,1 mol L'! PBS pH 7,0. Eksperimentalni uvjeti kao u Tablici 2
(Eksperimentalni dio).
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4. Rezultati

(dt/dE) / sV

Jacobs Cronat Gold

a)

Franck Classical

(dt/dE) / sV

E [V vs. Ag/AgCl

c)

(dt/dE) / sV

(dt/dE) / sV

30

N
=}
1

20

Jacobs Monarch

0.8

Nescaffe Gold

E/Vvs. Ag/AgCl
d)

Slika 22 Utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije na FTS kronopotenciograme mljevene
kave, (a) Jacobs Cronat Gold, (b) Jacobs Monarch, (c) Franck Classical i (d) Nescafe Gold,
(DF=50), u 0,1 mol L'* PBS pH 7,0. Eksperimentalni uvjeti kao u Tablici 2 (Eksperimentalni

dio).

29



4. Rezultati

4.2.2. Utjecaj promjene pH vrijednosti osnovnog elektrolita na karakterizaciju

vodenih uzoraka kava

Utjecaj pH vrijednosti pufera osnovnog elektrolita na vodene ekstrakte kava, prikazan je na
Slici 23.

Arabesca

(dt/dE) / sV

0 200 400 600 800

E/V vs. Ag/ AgCl

Slika 23 FTS kronopotenciogram vodenog ekstrakta mljevene kave Arabesca, (DF=50) u 0,1

mol L'* PBS puferu (a) pH 7,0, (b) pH 8,0 (c) pH 9 pri uvjetima prikazanim u Tablici 2.
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4. Rezultati

4.2.3. Kvantifikacija sadrzaja ukupnih klorogenskih kiselina u vodenim
uzorcima kava

Kvantifikacija sadrZaja ukupnih klorogenskih kiselina u ispitanim vodenim ekstraktima kava

odredena je primjenom jednadzbe dobivene iz kalibracijskog pravca prikazanog na Slici 12.

Sadrzaj ukupnih klorogenskih kiselina (mg 5-CQA ekvivalenta u 100g kave) u ispitanim

uzorcima kava prikazan je u Tablici 3.

Tablica 3 Sadrzaj ukupnih klorogenskih kiselina u ispitanim vodenim ekstraktima

kava,odreden protocnom stripping kronopotenciometrijom (FTSCP)

Uzorak mg 5-CQAE/100g

Mljevena kava

Arabesca 2656
Barcaffe Classic 3394
Franck Jubilarna Sensation 2656
Gloria Minas 2363

Instant kava

Franck Classical 3414
Jacobs Cronat Gold 3887
Jacobs Monarch 3444
Nescaffe Gold 3915

- rezultati predstavljaju srednju vrijednost tri medusobno neovisna mjerenja (n=3)
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4. Rezultati

4.3. ODREDIVANJE SADRZAJA UKUPNIH POLIFENOLA U KAVAMA PRIMJENOM

SPEKTROFOTOMETRISKE FOLIN-CIOUCALTEU METODE
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Kalibracijska krivulja Galna kiselina

y =0.0017x + 0.0081
R? = 0.9986
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Slika 24 Kalibracijska krivulja galne kiseline za odredivanje sadrz

aja ukupnih polifenola
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Slika 25 Kalibracijska krivulja 5-CQA za odredivanje sadrzaja

ukupnih polifenola
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4. Rezultati

4000

3000
M Arabesca

2000 m Barcaffe Classic
M Franck Jubilarna Sensation

Gloria Minas
1000
0
mg GAE/100g mg 5-CQAE/100g

- rezultati predstavljaju srednju vrijednost pet medusobno neovisnih mjerenja (n=5)

Slika 26 Sadrzaj ukupnih polifenola u vodenim uzorcima mljevenih kava primjenom

spektrofotometrijske Folin-Cioucalteu metode

8000

6000
M Franck Classical
4000 M Jacobs Cronat Gold
[ Jacobs Monarch
Nescaffe Gold
2000
0

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

- rezultati predstavljaju srednju vrijednost pet medusobno neovisnih mjerenja (n=5)

Slika 27 Sadrzaj ukupnih polifenola u vodenim uzorcima instant kava primjenom

spektrofotometrijske Folin-Cioucalteu metode
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4. Rezultati

4.4. KORELACIJE SADRZAJA KLOROGENSKIH KISELINA U KAVAMA

Tablica 4 Statisticki podaci obrade rezultata sadrZaja klorogenskih kiselina (Pearsonov

koeficijent)

FCmg GAE/100g  FTSCP  FC mg 5-CQAE/100g

FC mg GAE/100g 1,00 0,79 0,89
FTSCP 0,79 1,00 0,69
FC mg 5-CQAE/100g 0,89 0,69 1,00
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5. RASPRAVA



5. Rasprava

Ispitana  su  elektrokemijska  svojstva 5-CQA  primjenom protoCne  stripping
kronopotenciometrije. 5-CQA je odabrana kao standard u ovom istraZivanju jer je prema
sadrzaju znacajno prisutna u kavi. Na Slikama 8-11 prikazani su FTS kronopotenciogrami 5-
CQA u 0,1 mol L fosfatnom puferu pH 7,0. Ispitan je utjecaj kemijske strukture, visestruke
uzastopne polarizacije i koncentracije na elektrokemijska svojstva 5-CQA. Utjecaj kemijske
strukture 5-CQA i CFA na izgled FTS kronopotenciograma i na elektrokemijska svojstva
prikazan je na Slici 8 i 9. Na Slici 8 i 9 jasno se uocava jedan anodni oksidacijski pik u otopini
5-CQA na potencijalu od 0,310 V, dok se na Slici 9 jasno uocava jedan anodni oksidacijski pik
u otopini CFA na potencijalu od 0,287 V. Na Slici 9 uocava se pomak potencijala anodnog
oksidacijskog pika prema pozitivnijim vrijednostima i porast struje anodnog oksidacijskog
pika od CFA prema 5-CQA, Sto ukazuje na razliku u elektrokemijskim svojstvima 5-CQA i CFA.
Takoder, ova razlika ovisi i o razlici u njihovoj kemijskoj strukturi sto je vidljivo iz Slike 1.
Utjecaj kemijske strukture moZe se objasniti primjenom Raman spektroskopije (Mishra i sur.,
2013.). Mishra i sur. (2013.) pokazali su da se podrucje visoke gustoée elektrona u molekuli
5-CQA pomice s kateholne strukture prema esterskoj skupini (snazan elektron akceptorski
utjecaj) te se smanjuje gustoéa elektrona na kateholnoj strukturnoj jedinici Sto otezava
prijenos elektrona s —OH skupine na kateholnoj jedinici, a rezultira porastom oksidacijskog

potencijala 5-CQA u odnosu na CFA.

Utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije prikazan je na Slici 10 te se uocava tijekom druge i
treée uzastopne polarizacije radne elektrode opadanje anodnog oksidacijskog strujnog
odziva (struja oksidacijskog pika se smanjuje). Uzrok opadanja struje oksidacijskog pika na
povrsini radne elektrode od usitnjenog staklastog ugljika vjerojatno je nastanak
adsorpcijskog sloja oksidacijskog produkta te je uslijed druge i tre¢e uzastopne polarizacije
oteZana difuzija molekula iz otopine na povrsinu radne elektrode Sto rezultira smanjenjem
oksidacijskog strujnog odziva i pomicanje potencijala oksidacijskog pika prema pozitivnijim

vrijednostima.

Utjecaj koncentracije 5-CQA na FTS kronopotenciograme u 0,1 mol L2 PBS pH 7,0 prikazan je
na Slici 11. Ispitano je podruéje koncentracije 5-CQA od 5 do 100 umol L te je ujedno u
navedenom podrucju koncentracija prisutna linearna ovisnost oksidacijske struje pika o
koncentraciji. Pri koncentraciji visoj od 100 umol L opada oksidacijski strujni odziv i funkcija

nije viSe linearna, uslijed adsorpcije oksidacijskih produkata na povrsini radne elektrode.

36



5. Rasprava

Kalibracijski pravac (Slika 12) za racunanje sadrzaja CGAs u ispitanim vodenim ekstraktima

kavama prikazan je jednadzbom 1:
dt/dE = 0,8414x-0,5663

gdje x predstavlja mnoZinsku koncentraciju u pmol L (R? = 0,9991). Osjetljivost metode
izrazena je preko granice detekcije (LOD) koja iznosi 2,56 umol L i granice kvantifikacije

(LOQ) koja iznosi 8,54 pmol L.

Na Slikama od 13 do 20 prikazani su FTS kronopotenciogrami osam ispitanih vodenih
ekstrakata mljevenih i instant kava. Vodeni ekstrakti kava razrijedeni su u omjeru 1:50 u 0,1
mol L'* PBS pH 7,0. Na FTS kronopotenciogramima svih ispitanih vodenih ekstrakata kava
uocava se jedan jasno izrazeni anodni oksidacijski pik na potencijalu E, oko 0,351 V ovisno o
vrsti kave. Prema potencijalu 5-CQA moze se zakljuciti da anodni oksidacijski pik vodenih

ekstrakata kava odgovara prisustvu 5-CQA u kavama.

Utjecaj visestruke uzastopne polarizacije ispitanih vodenih ekstrakata kava u 0,1 mol L™ PBS
pH 7,0, na FTS kronopotenciograme kave prikazan je na Slikama 21 i 22. |z navedenih slika
jasno se uocava jednak utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije kao i kod otopine 5-CQA,
odnosno pad oksidacijskog strujnog odziva ispitanih vodenih ekstrakata kava i pomak
oksidacijskog potencijala prema pozitivnijim vrijednostima u drugoj i trecoj uzastopnoj

polarizaciji vodenih ekstrakata kava.

Utjecaj pH vrijednosti otopine osnovnog elektrolita, 0,1 mol L' PBS, na FTS
kronopotenciograme vodenog ekstrakta kave prikazan je na Slici 23 te se uocava najvisi
oksidacijski strujni odziv za pH 7,0 dok pri visSim pH vrijednostima (8-9) oksidacijski strujni
odziv opada. Prema Maegawa i sur. (2007.), molekula 5-CQA ima tri moguca mjesta za
disocijaciju (karboksilna skupina na cikloheksanskom prstenu kina kiseline i dvije —OH
skupine u kateholnoj sktrukturi 5-CQA). Prema Janeiro i Brett (2004.) u pH 7 nastaje anion 5-
CQA" disocijacijom karboksilne skupine na cikloheksanskom prstenu kina kiseline u strukturi
5-CQA molekule. Stoga je odabrana pH vrijednost, pH 7,0, osnovnog elektrolita za
elektrokemijsku karakterizaciju 5-CQA u vodenim ekstraktima kava. Dobivena maksimalna
vrijednost oksidacijskog strujnog odziva vodenih ekstrakata kava u skladu je s literaturom

(Santos i sur., 2011.)
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5. Rasprava

Kvantifikacija sadrzaja ukupnih klorogenskih kiselina u vodenim ekstraktima ispitanih kava
provedena je primjenom Kkalibracijskog pravca (Jednadiba 1) te su rezultati prikazani u
Tablici 3. Iz Tablice 3 uocava se da je sadrzaj CGAs prisutan u vodenim ekstraktima instant i

mljevenih kava sli¢an $to je u skladu s literaturnim navodima (Tomac i sur., 2017.).

Odreden je sadriaj ukupnih polifenola u vodenim ekstraktima kava primjenom
spektroskopske Folin-Cioucalteu metode. Sadrzaj ukupnih polifenola odreden je prema
kalibracijskom pravcu galne kiselini (Slika 24) i kalibracijskom pravcu 5-CQA (Slika 25) koja,
prema sadrZaju, dominira u uzorcima kava, a izrazen je kao mg GAE 100 g i kao mg 5-CQAE
100 g*. Na Slikama 26 i 27 prikazani su sadrzaji ukupnih polifenola dobiveni Folin-Cioucalteu
metodom te se uocava da je sadrzaj ukupnih polifenola slican u vodenim ekstraktima instant

i mljevenih kava, $to je u skladu s literaturnim podacima (Kreicbergs i sur., 2011.).

Korelacije sadrzaja ukupnih klorogenskih kiselina dobiven primjenom elektrokemijske
protocne stripping kronopotenciometrije i sadrzaj ukupnih polifenola dobiven primjenom
spektroskopske Folin-Cioucalteu metode su izrazene preko Pearsonovog koeficijenta
korelacije na razini pogreske p<0,05 (Tablica 4). Iz Tablice 4 se uocava dobro do vrlo dobro
slaganje (0,69-0,89) izmedu rezultata sadrzaja ukupnih CGAs dobivenih elektrokemijskom

spektrofotometrijskom metodom.
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6. Zakljucak

Na osnovi rezultata ovog diplomskog rada mogu se izvesti slijedeci zakljucci:

Na osnovi istraZivanja elektrokemijskih svojstava klorogenske kiseline (5-CQA) i
kafeinske kiseline, kao strukturne jedinice CQAs, primjenom FTSCP metode, moZe se
zakljuciti da na njihova elektrokemijska svojstva znacajno utjecu razli¢iti primijenjeni
eksperimentalni uvjeti (kemijska struktura, viSestruka uzastopna polarizacija i
koncentracije analita).

Utjecaj kemijske strukture ispitivane 5-CQA ocituje se u pomaku oksidacijskog
potencijala na FTS kronopotenciogramu prema pozitivnijim vrijednostima i porastu
struje oksidacijskog pika u usporedbi s CFA $to je posljedica esterifikacije odnosno
utjecaja esterske grupe prisutne u kemijskoj strukturi 5-CQA u odnosu na kemijsku
strukturu CFA.

Utjecaj viSestruke uzastopne polarizacije radne elektrode u otopini 5-CQA, odituje se
u opadanju oksidacijskog strujnog odziva i malom pomaku oksidacijskog potencijala
prema pozitivnijim vrijednostima $to je vjerojatno posljedica adsorpcije oksidacijskih
produkata nastalih tijekom polarizacije na povrsini radne elektrode.

FTS kronopotenciogram i otopine 5-CQA pokazali su linearnu ovisnost struje pika I, o
koncentraciji otopine 5-CQA u podrudju koncentracije od 5 do 100 umol L.
Metodom protocne stripping kronopotenciometrije ispitana su elektrokemijska
svojstva vodenih ekstrakata kava te se na FTS kronopotenciogramima uocava
prisustvo jednog anodnog oksidacijskog pika.

Metodom FTSCP kvantificiran je sadrzaj ukupnih CGAs koriStenjem kalibracijske
krivulje otopine 5-CQA na temelju strujnog odziva oksidacijskog pika (LOD = 2,56-10°
mol L%, LOQ = 8,54:10°® mol L2).

Prema sadrzaju ukupnih CGAs obje vrste ispitanih kava imaju sli¢an sadrzaj ukupnih
CGAs, dok su instant kave ipak nesto bogatije od mljevenih kava $to je vjerojatno
posljedica razlike u kemijskom sastavu jer predstavljaju mjesavinu razliCitih vrsta
kava.

Sadrzaj ukupnih polifenola odreden pomocu spektroskopske Folin-Cioucalteu metode

pokazao sliéne sadrzaje CGAs u obje vrste kave sliéno kao i elektrokemijska tehnika.
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6. Zakljucak

Pearsonov koeficijent pokazuje dobro do vrlo dobro slaganje rezultata sadrzaja
ukupnih  polifenola u vodenim ekstraktima kava primjenom FTSCP i

spektrofotometrijske metode.
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