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razliCitim udjelima, u ovisnosti o odabranoj tehnici ekstrakcije, primjenom visoko djelotvorne/tlacne
tekuéinske kromatografije s detektorom niza dioda. Ispitan je utjecaj razli¢itih parametara ekstrakcije
kako slijedi: UAE — temperatura, vrijeme, omjer tekuée/kruto, shaga ultrazvuka, DES/MAE — vrsta
otapala odnosno odgovarajuéa eutektiCka smjesa, udio vode u otapalu, temperatura, vrijeme, HVED —
omjer tekuée/kruto, frekvencija, vrijeme, SC-CO2 — tlak, temperatura, vrijeme, SWE — temperatura,
vrileme i omjer tekuce/kruto. Optimizacija svake pojedine tehnike ekstrakcije provedena je metodom
odzivnih povrdina. Odredena je i antioksidacijska aktivnost dobivenih ekstrakata kao i ukupni fenolni
sadrzaj. U SC-CO:2 ekstraktima utvrden je i masnokiselinski sastav (oleinska, palmitinska, stearinska,
palmitoleinska i linolna masna kiselina) plinskom kromatografijom s plameno-ionizacijskim detektorom.
Za izolaciju teobromina, katehina i epikatehina najpogodnijom se pokazala SWE kao i za najvec¢i ukupni
fenolni sadrzaj i antioksidacijsku aktivnost ekstrakata dok se za izolaciju kofeina najpogodnijim pokazao
SC-COq2. Hidroksimetilfurfural i teofilin bili su prisutni samo u ekstraktima dobivenim SWE i to u
eksperimentima provedenima na viSoj temperaturi (220 °C). Za izolaciju galne kiseline najpogodnijom
se pokazala UAE dok se za izolaciju kafeinske kiseline najpogodnijom pokazala DES/MAE. Klorogenska
kiselina kao i epigalokatehin te vanilin bili su ispod granice detekcije.
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Summary: The aim of the study was to compare and select the most efficient green extraction
technique (ultrasound-assisted extraction (UAE), deep eutectic solvent microwave-assisted
extraction (DES/MAE), high voltage electric discharge extraction (HVED), supercritical CO:2 extraction
(SC-CO2) and subcritical water extraction (SWE) of bioactive compounds from food industry by-
product — cocoa bean shell. The following compounds were identified and quantified:
methylxanthines (theobromine, caffeine and theophylline), phenolic compounds (gallic acid,
epicatechin, epigalocatechin, catechin, chlorogenic acid, caffeic acid and vanillin) and
hydroxymethylfurfural in different concentrations depending on the selected extraction technique. The
amount of compounds was determined by using high performance liquid chromatography (HPLC)
with diode array detector. The influence of different extraction parameters was examined as follows:
UAE — temperature, time, liquid/solid ratio, ultrasound power; DES/MAE — type of eutectic solvent,
water content in solvent, temperature, time; HVED — liquid/solid ratio, frequency, time; SC-CO2 —
pressure, temperature, time, and SWE — temperature, time, liquid/solid ratio. The optimization of each
individual extraction technique was performed by response surface methodology (RSM). The
antioxidant activity of the obtained extracts as well as the total phenolic content were determined as
well. In SC-CO2 extracts, the fatty acid composition was determined by gas chromatography with
flame ionization detector as follows: oleic, palmitic, stearic, palmitoleic and linoleic acids. SWE proved
to be the most suitable for the isolation of theobromine, catechin and epicatechin, as well as for the
highest total phenolic content and antioxidant activity, while SC-CO: proved to be the most suitable
solvent for the extraction of caffeine. Hydroxymethylfurfural and theophylline were presented only in
extracts obtained by SWE performed at higher temperature (220 °C). UAE proved to be the most
suitable for the extraction of gallic acid while DES/MAE was most suitable for extraction of caffeic
acid. Chlorogenic acid as well as epigalocatechin and vanillin were under the limit of detection.
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ekstrakcija superkriti¢cnim fluidima (engl. Supercritical fluid extraction)
sorbitol (engl. Sorbitole)

suma kvadrata odstupanja podataka od prosjeéne vrijednosti (engl. Sum of

Squares)

ekstrakcija vodom u supkriticnom stanju (engl. Subcritical water extraction)
temperatura (engl. Temperature)

vrijeme (engl. Time)

vinska kiselina (engl. Tartaric acid)

ukupni fenolni sadrzaj (engl. Total Phenol Content)

urea (engl. Urea)

ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (engl. Ultrasound-Assisted Extraction)

tekuéinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti sa spektrometrijom masa i
analizatorom vremena preleta (engl. The ultra-high performance liquid

chromatography-quadrupole time-of-flight mass spectrometry)
Ultraljubi¢asto/Vidljivo (engl. UltraViolet-VISible)
ispitivane nezavisne varijable (procesni uvjeti)

ksilitol (engl. Xylitol)
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Nusproizvodi prehrambene industrije koji u procesu proizvodnje zaostaju kao nejestivi dijelovi,
smatraju se otpadom te se nakupljaju i uklanjaju u bilijunima tona $to postaje sve veci
ekonomski i ekoloSki problem danasnjice (Joki¢ i sur., 2018a; Pavlovi¢ i sur., 2019; Vigano i
sur., 2014). Posljedi¢no tome, ljudi pocinju razmisljati i istrazivati u smjeru njihova iskoriStenja
i moguce primjene. Razli€iti autori navode kako nusproizvodi sadrze znac¢ajne koli€ine korisnih
bioaktivnih komponenata poput polifenola, fenolnih kiselina, flavonoida, procijanidina,
proantocijanidina, antocijanina, glikozida, karotenoida, tanina, alkaloida, sterola, ugljikohidrata
i mnogih drugih, za koje je dokazano da posjeduju raznovrsne bioloSke aktivnosti poput
antioksidacijske, antibakterijske, antikancerogene, protuupalne kao i antivirusne aktivnosti
(Vigano i sur., 2014).

S obzirom na porast svjetske populacije kao i sve vecéu prijetnju smanjenju izvora hrane,
pocinje se viSe razmisljati u smjeru iskoriStenja materijala koji se zapravo smatra otpadom.
Jedan od takvih nusproizvoda je i kakaova ljuska u proizvodnji ¢okolade i proizvoda od
¢okolade (Hamzat i Adeola, 2011). Kakaova ljuska smatra se industrijskim otpadom bez obzira
na njezinu nutritivnu vrijednost. Osim §to je dobar i vrijedan izvor prehrambenih vlakana
(Martin-Cabrejas i sur., 1994), neki autori navode kako je i potencijalan izvor antioksidanasa,
ve¢inom zbog svog fenolnog sadrzaja. Shodno tome, kakaova ljuska pogodna je kao sirovina
u drugim industrijama tj. za mogucu daljnju upotrebu (Martin-Cabrejas i sur., 1994, Martinez i
sur., 2012, Okiyama i sur., 2017) i to zahvaljujuci njezinom sastavu koji ju €ini nutritivno

vrijednim nusproizvodom (Martin-Cabrejas i sur., 1994).

Inovacije u industriji kao i odgovornija proizvodnja, vazni su pokretadi istrazivanja u podrucju

odrzive suvremene proizvodnje (Gil-Chavez i sur., 2013; Cvjetko Bubalo i sur., 2016a).

Prednosti inovativnih tehnika ekstrakcija pred klasi¢nim postupcima ekstrakcije osim samog
doprinosa o€uvanja okoliSa su i u kratem vremenu procesiranja, bez primjene ili sa smanjenim
udjelom organskih otapala kao i primjena znatno nizih temperatura $to utje€e na kvalitetu
finalnog proizvoda, smanjenu potroSnju energenata te veée iskoriStenje izoliranih

komponenata (Chemat i sur., 2012; Cvjetko Bubalo i sur., 2018).

S obzirom na dana$nju situaciju u svijetu, postoji stalna potreba za razvojem novih tehnika
ekstrakcije, ekoloski prihvatljivin, sigurnih te dovoljno selektivnih pri izolaciji prirodnih sastojaka
hrane (Armenta i sur., 2015). Tehnolozi su stoga u konstantnoj potrazi za novim ,alatima“ kako
bi prevladali problem velike koli€ine otpada prehrambene industrije. Razne su i brojne
mogucnosti optimizacije inovativnih zelenih tehnika ekstrakcija koje bi mogle pridonijeti
najboljem iskoristenju bioaktivnih komponenata iz nusproizvoda nastalih tijekom proizvodnje u
raznim industrijama, kao $to je kakaova ljuska, pa tako i njihovom smanjenju §to bi pozitivno

utjecalo na okoli§. Osim iskoristenja kakaove ljuske (izdvojene nakon przenja zrna) u
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doktorskoj disertaciji definirali su se optimalni uvjeti odabranih inovativnih zelenih postupaka
ekstrakcije (ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, ekstrakcija eutektiCkim otapalima
potpomognuta mikrovalovima, ekstrakcija visokonaponskim elektricnim praznjenjem,
superkriticna CO;. ekstrakcija te ekstrakcija vodom u supkritiénom stanju) bioaktivnih
komponenti (metilksantina i fenolnih komponenti) iz kakaove ljuske. Dokazalo se kako je
promjenom procesnih parametara moguce posti¢i razli€it Zeljeni sastav ekstrakata kakaove
lijuske bogatih odredenim bioaktivnim komponentama a koji se potencijalno mogu koristiti kao
sirovine u prehrambenoj, farmaceutskoj, kemijskoj i/ili kozmeti¢koj industriji. Takoder,
ekstrakcijom i eliminacijom odredenih bioaktivnih komponenata iz kakaove ljuske koje bi mogle
biti toksi¢ne u ve¢im koli¢Ginama (kao npr. teobromin), moguce je dobiti materijal koji bi se bez

ograni¢enja mogao kasnije primjenjivati u hranidbi Zivotinja.

Osim $§to je istrazivanje zbrinjavanja otpada tj. pronalaska novih rieSenja u iskoristenju
nusproizvoda prehrambene industrije u skladu s minimalno pet strateskih dokumenata
Republike Hrvatske (Strategija poticanja inovacija (Ministarstvo znanosti i obrazovanja, 2014)
Strategija pametne specijalizacije (Ministarstvo gospodarstva 2016), Strategija regionalnog
razvoja (Ministarstvo regionalnog razvoja i fondova Europske unije, 2017), Industrijska
strategija (Ministarstvo gospodarstva, 2014), Operativni program U¢inkoviti ljudski potencijali
(Ministarstvo rada i mirovinskog sustava, 2014), Europska strategija za pametan, odrZivi i
ukljuciv rast - Europa 2020 (Europska komisija, 2010), te UN-ovi Ciljevi odrzivog razvoja
(Pavi¢-Rogosic i sur., 2015)), ono takoder daje uvid u daljnje moguénosti primjene i u drugim
sferama gospodarskog sektora. Ovakvo iskoristenje navedenog prehrambenog nusproizvoda

u smislu zbrinjavanja, svakako bi umanjilo nagomilavanje otpada u svijetu.

Preliminarnim istraZivanjima na kakaovoj ljusci primjenom klasi¢ne Soxhlet ekstrakcije utvrdeni
su izuzetno niski udijeli bioaktivnih komponenti zbog primjene visokih temperatura i dugog
vremena ekstrakcije (Pavlovi¢ i sur., 2019), stoga je naglasak u doktorskoj disertaciji stavljen
upravo na potencijal inovativnih tzv. zelenih tehnika ekstrakcije te mogucnost njihove buduce

primjene u obradi kakaove ljuske.
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2.1. PROCES PRERADE KAKAOVCA (Theobroma cacao L.)

2.1.1.Kakaovac (Theobroma cacao L.)

Kakaovac ili drvo kakaa (Theobroma cacao L.) je drvo manjeg rasta, do 15 m visine, koje
potjeCe iz nizih kiSnih Suma Amazone. Listovi kakaovog drveta su zimzeleni, dugacki oko 300
mm. Postoji viSe vrsta kakaovog drveta: Criollo, Forastero, Trinitario i National. Najpogodnije
podruéje uzgoja kakaovca je juzno od ekvatora i to Zapadna Afrika, Jugoistoéna Azija i JuZna
Amerika dok medu sedam najvecih proizvodaCa kakaovca spadaju Obala Bjelokosti, Gana,
Indonezija, Nigerija, Kamerun, Brazil i Ekvador. Samo Obala Bjelokosti proizvodi 1/3
cjelokupnog svjetskog usjeva kakaovca (Beckett i sur., 2017). Uglavnom podrijetlom iz zemalja
u razvoju, kakaovac se “naveliko” izvozi i konzumira u razvijenim zemljama (Afoakwa i sur.,
2013). Plod kakaovog drveta sa svim svojim strukturnim i otpadnim dijelovima prikazan je na
Slici 1. Vanjsku kakaovu ljusku ¢ini 67-76% kakaovog ploda, 8,7-9,9% otpada na kakaovu
pulpu, 2,1-2,3% na ljusku kakaovog zrna dok samo zrno ¢ini svega 21-23% ploda (Campos-
Vega i sur., 2018). Kakaovo zrno ovalnog je oblika, prekriveno crvenkasto-smedom tankom
ljuskom (Fowler, 1914) (Slika 2) a osim sto je fermentirano i suho zrno kakaovca, osnovni je
sastojak u proizvodniji Cokolade i proizvoda od ¢okolade (Afoakwa i sur., 2013). Vec je ranije
znanstveno dokazana uklju¢enost kakaa i njegovih proizvoda u promociju zdravlja s obzirom
na bioaktivnhe komponente koje sadrzi. Njegovi antioksidansi Stite kozu iznutra neutralizirajudi
oksidativni stres. Dokazano je i blagotvorno djelovanje kod koznih oboljenja, pri zacjeljivanju

rana, te kod akni i psorijaze (Scapagnini i sur., 2014).

Endokarp’

Mezokarp'
Vanjska ljuska

kakaovog ploda?

Pulpa?

¥/ .' AR Y o 1 <+—— Kakaova ljuska?
1
Epikarp' ‘ +— Kakaovo zrno

Slika 1 Strukturnit i otpadni? dijelovi kakaova ploda (Campos-Vega i sur., 2018)
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Kakaova ljuska

l klica

rno ——

kotiledoni

Slika 2 Dijelovi kakaovog zrna (Okiyama i sur., 2017. (modif.))

2.1.2.Fermentacija

Nakon pobiranja, svjeza zrna kakaovca koja su prekrivena bijelom pulpom slazu se na
platformu za fermentaciju, prekrivaju listovima banane te ostavljaju tako kroz Sest dana,
prevréuci sadrzaj svakih 48 sati (Afoakwa i sur., 2013). U procesu fermentacije pulpa se razara
enzimima i mikroorganizmima poput anaerobnih kvasaca i mlije¢no kiselih bakterija $to dovodi
do smanjenja udjela Secera i limunske kiseline te formiranja karakteristicne boje kakaa (smeda
i jubiCasto-smeda) kao i specificne arome. Saharoza se uz invertazu konvertira u reducirajuce
Seéere dok peptidaza hidrolizira proteine u oligopeptide i aminokiseline koji su ujedno i
prekursori Maillardovih reakcija posmedivanja u kasnijim koracima procesiranja u kakaovoj
industriji. Takoder, u procesu fermentacije dolazi do smanjenja gor€ine i oporosti zbog

znacajnog smanjenja proantocijanidina (Dai, 2017).

Kim i Keeney (1984) dokazali su kako se udio (-)-epikatehina u zrnu tijekom Sest dana
fermentacije smanijio ¢ak za oko 85%. Nasuprot tome, njegova koncentracija u kakaovoj ljusci
povecala se sa 1 mg/g na 7 mg/g odmaséene ljuske nakon samo 3 dana fermentacije. Daljnjom
fermentacijom (sveukupno nakon 6 dana fermentacije) ta koncentracija se opet smanjila na
oko 2 mg/g odmascéene kakaove ljuske (Kim i Keeney, 1984). Neki autori smatraju kako je do
smanjenja (-)-epikatehina, kako u zrnu tako i u kakaovoj ljusci, vjerojatno doslo zbog reakcija
aminokiselina uz polifenol oksidazu te kako je (-)-epikatehin takoder podlozan reakcijama

polimerizacije u razliCite slozene tanine. Do povecanja (-)-epikatehina u kakaovoj je ljusci
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tijekom prva tri dana fermentacije vjerojatno doslo zbog migracije polifenola iz zrna u kakaovu
ljusku (Dai, 2017).

2.1.3.Susenje

Nakon procesa fermentacije kakaova se zrna suSe kako bi se smanijio udio vlage s oko 55-
60% na oko 6-7% suhog ostatka te kako bi ih se moglo sigurno uskladistiti. Susenje je vrlo
vazan korak u procesu prerade kakaa jer direktno utjeCe na kvalitetu dobivenih zrna i sadrzaj
polifenola u njima s obzirom na inhibicijski efekt (Hii, 2013). Sto je trajanje procesa susenja
duze to se viSe fenolnih komponenti gubi. IstraZivanja navode smanjenje fenolnog sadrzaja za
Cak 23% tijekom 12-40 sati na 60 °C (Dai, 2017). Knapp i sur. (1935) navode kako se tijekom
zadnjeg stadija fermentacije kao i u procesu susenja, boja unutar kakaovog zrna tj. kotiledona,
postepeno mijenja iz ljubiaste u smedu uslijed oksidacije tanina. Dio tanina tada zajedno s
teobrominom, prelazi iz kotiledona u kakaovu ljusku a rezultat je tamnija boja kakaove ljuske.
Zrna se okre¢u na suncu najmanje kroz period od Sest dana te se oksidacija tanina odvija dok

god je kakaovo zrno vlazno. Susenje se takoder moze vrSiti i umjetnim putem.

Sastav i udio polifenola u kakau uvelike ovisi 0 njegovom podrijetlu, tipu zrna a ponajvise o
procesu prerade kakaa. Proces suSenja nakon fermentacije odvija se prirodnim putem (na
suncu) ili umjetno (toplim zrakom). Razli¢ite kemijske i biokemijske promjene do kojih dolazi
prilikom suSenja, dovode do stvaranja prekursora arome koji ujedno i odreduju kvalitetu
kakaova zrna (Hii, 2013).

Unato€ tome Sto na prirodni proces susenja kakaovih zrna na drvenim daskama direktno utjecu
vremenske prilike, manje plantaze ga ¢eSce koriste dok vece plantaze preferiraju suSenje
kakaovih zrna umjetnim toplim zrakom (Wood i Lass, 1985). Kod takvog umjetnog susenja
upotrebljavaju se pecnice u kojima ventilira zrak temperature 60 °C. Svakako je i kod procesa
suSenja bitno okretanje zrna kako bi se postigla ujednacCenost. Tijekom noci zrna se
temperiraju na sobnoj temperaturi Sto je uobiCajen korak kako bi se unutarnja vlaga u zrnu

rasporedila u vanjske dijelove nakon svakog ciklusa susenja (Guehii sur., 2010).

2.1.4.Przenje

Osim Sto se procesom przZzenja smanjuje udio vlage u kakaovim zrnima na ~2%, opusta se i
kakaova ljuska koju je tada lakSe odvoijiti dok se ujedno smanijuje i broj mikroorganizama.
Przenjem se takoder nastavlja razvoj specificne kakaove arome razli¢itim kemijskim
reakcijama poput Maillardovog posmedivanja, smanjenja kiselosti kao i smanjenja interakcije

polifenola i proteina te promjenama u fenolnim komponentama poput njihove degradacije,

5
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epimerizacije i polimerizacije proantocijanidina. Vrijeme i temperatura klju¢ni su parametri
procesa przenja. Dokazano je kako primjena visoke temperature kroz kratko vrijeme moze
znatno sacuvati relativno visok udio proantocijanidina. Primjena nize temperature kroz duzi
period przenja moze dovesti do formiranja visoko-molekularnih proantocijanidina. S obzirom
da su flavonoli osjetljivi na poviSenu temperaturu, njihov udio tijekom procesa przenja se
smanjuje. Redukcija (-)-epikatehina i povecanje koncentracije (+)-katehina pri procesu przenja
vet je ranije dokazana. Neki autori takoder navode kako do epimerizacije jednog spoja u drugi
dolazi otvaranjem prstena na C-2 koji sadrzi kisik, te ponovnim zatvaranjem prstena ¢ime se
stvara enantiomer. Osim procesa przenja i neki drugi uvjeti poput vlaznosti i prozracivanja
takoder mogu utjecati na fenolni sadrzaj (Dai, 2017). Nakon procesa przenja izdvaja se
kakaova ljuska (Slika 3).

Kakaovac / pobiranje i sortiranje

Otvaranje ploda/odvajanje vanjskih dijelova ploda

Fermentacija zrna

Su3enje i pakiranje/przenje/odvajanje dijelova
ifili
Susenje i pakiranje/odvajanje dijelova /prZenje

Kotiledoni Kakaova ljuska

Grubo mljevenje

Kakaova masa Dodavanje Seéera i/ili mlijeka (izbor)
Ekstrakcija Fino mljevenje
Kakaov prah Kakaov maslac Kondiranje

Proizvodnja gotovih proizvoda

Slika 3 Shema prerade kakaovca (Gutiérrez, 2017)
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2.1.5.Nusproizvodi u industriji €okoladnih proizvoda

U samome procesu proizvodnje &okolade i proizvoda od cCokolade stvara se vise
intermedijarnih produkata poput kakaove mase, kakaovog maslaca, kakaove pogace i sirovog
kakaovog praha. Osim §to se oni upotrebljavaju u nekim drugim proizvodnjama poput industrije
pi¢a i kozmetiCkih proizvoda, koriste se i za aromatiziranje keksa, sladoleda te razli€itih
premaza. Kakaova ljuska, koja je takoder nusproizvod u industriji Cokoladnih proizvoda, osim
kao gnojivo, upotrebljava se jos i u hranidbi zivotinja (Afoakwa i sur., 2013). U procesu
proizvodnje Cokolade ovaj je nusproizvod neophodno ukloniti zbog visokog udjela

metilksantina (Slika 4).

Dobro je poznata upotreba kakaovog zrna u
procesu proizvodnje cokolade

13
Tijekom proizvodnje okolade, R
godisnje se uklanjaju tone kakaove |
ljuske koja se odlaZe kao otpad ‘:\\ Kakao je biljni materijal koji sadrZi visoki udio
\ polifenola i dijetalnih vlakana
\,

Odvajanje ljuske od kakaovog zrna u procesu
proizvodnje neophodno je zbog znatne kolicine
toksicnih metilksantina prisutnih u kakaovoj ljusci

Slika 4 Prerada kakaovog zrna (Gagi¢ i sur, 2018)
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2.2. KAKAOVA LIJUSKA

S obzirom da je dio kakaovog zrna, kakaova se ljuska moze odvoijiti od kotiledona zajedno sa
klicom prije ili poslije przenja (Arlorio i sur., 2005). Na kakaovo zrno, kao sirovinu u proizvodnji
kakaa i njegovih proizvoda, otpada oko 33% ploda, dok se 67% smatra otpadom (Campos-
Vega i sur., 2018). Autori navode kako kakaova ljuska inaCe predstavlja 12-20% kakaovog
ploda (Okiyama i sur., 2017) te da kao vanjski dio kakaovog zrna predstavlja njezin omotac

koji se obi¢no odlaze kao otpad (Grillo i sur., 2019).

Ovaj nusproizvod sadrzi vrijedne bioaktivhe komponente koje je moguée razli¢itim metodama
ekstrakcija izolirati ili eliminirati ¢ime bi se pak omogucila njezina daljnja uporaba. Takav
profitabilniji nacin iskoriStenja kakaove ljuske svakako bi nadalje osigurao pokretanje novih
industrijskin procesa, zapoSsljavanje te stvaranje dodatnih prihoda, a usput poboljSavajuci
zdravlje ljudi medicinski djelotvornim komponentama koje ona sadrzi (Awarikabey i sur., 2014).
Ranih godina proslog stoljeéa kakaova ljuska ekstrahirana je s ciliem odredivanja njezine
probavljivosti, uz eliminaciju alkaloida (Fowler, 1914). U dana$nje vrijeme, uz pojavu nekih
novih ekstrakcijskih tehnika, ovaj nusproizvod mogao bi biti korisno upotrijeblijen. Sastav

kakaove ljuske prikazan je na Slici 5.

& j Kakaova ljuska >
s ; Mi Ini Bioaktivni
Proteini Ugljikohidrati olsntz:::l ;:aojel\‘:?l
[ 0,
18,2 % 68,9 % 9,1% 1,4 %

r 1
97,0 % ukupnih prehrambenih viakana

Slika 5 Sastav kakaove ljuske (Juri¢ i Nutrizio, 2014)

2.3. BIOAKTIVNE KOMPONENTE KAKAOVE LJUSKE

Biljke opcenito predstavljaju vrijedan izvor kemijskih komponenata koje se tradicionalno koriste
u proizvodniji lijekova, funkcionalnoj hrani te kao prehrambeni aditivi. Zbog svojih farmakoloSkih
i toksikoloskih efekata u ljudi i Zivotinja, ove komponente specificiraju se kao bioaktivhe
komponente koje se kao sekundarni metaboliti stvaraju raznim bioloSkim putevima u procesu
sekundarnog metabolizma biljke, igrajuéi tako znacajnu ulogu u zastiti bilke od bioti¢kog i
abioti¢kog stresa (Dixon, 2001; Azmir i sur., 2013). Kategorizacija bioaktivhih komponenata u

bilikama prema biokemijskim i kemijskim klasama moze se svrstati u nekoliko glavnih kemijskih

8
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skupina: glikozidi, fenolne komponente, tanini, mono- di i sekvi-terpenoidi, fenilpropanoidi,
lignani, resini, alkaloidi, furokumarini, naftodiantroni, proteini, peptidi (Bernhoft, 2010).

Znanstveno je dokazano kako se znacajne koli€ine odredenih fenolnih komponenata, koje se
nalaze u kotiledonima kakaovog zrna, tijekom procesa fermentacije difuzijom gube tj. migriraju
u kakaovu ljusku (Slika 6). Tako obogacena kakaova ljuska potencijalni je izvor bioaktivnih
komponenata za upotrebu u prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj industriji. Industrijski
tretman za iskoristenje ovih vrijednih komponenti nazalost jo$ uvijek ne postoji (Hernandez-

Hernandez i sur., 2018a).

- Ugljikohidrati
/ - Pektini

Hemiceluloza
f Qrganske kiseline

_—p Fermentirajuci Seten

Mikrobna aktivnost —

"~ Teobromin

Toplina \\_‘ Octena
—  Kofein -

T = kiselina

/
Epikatehin — Toplina &

— Leukocijanidini

COzx H20

L\ i La..r:énl Odumiranje embrija
\\P_rglym — Peplidi Aminokiseline oslobada enzime | substrate

\_Antocijani Cijanidin Seceri —
— Goteri —————

Pulpa
Zrno a

Slika 6 Kemijske promjene unutar kakaovog zrna tijekom procesa fermentacije (Beckett,
2011)

2.3.1.Metilksantini

Glavna i osnovna struktura alkaloida je purinska jezgra — aromatski heterociklicki prsten.
Alkaloidi tj. metilksantini, koji su metilirani derivati ksantina, klasificirani su brojem i pozicijom
metilnih grupa. Tako metilksantin kofein ima tri metilne grupe na prvom, treCem i sedmom
ugljiku, teofilin dvije metilne skupine na prvom i treCem ugljiku dok teobromin ima takoder dvije
metilne grupe, ali na trecem i sedmom ugljiku (Preedy, 2012; Monteiro, 2016) (Slika 7). Kofein
i teofilin slicnih su psihoaktivnih efekata no razli¢itog djelovanja na organizam (Okiyama i sur.,
2017). Teobromin koji je nenutritivna i ponekad toksicna komponenta sadrzan je u svim
dijelovima kakaovog zrna te ima ponajviSe zastitnu ulogu (Hartati, 2010). Zbog velikog udjela
teobromina u kakaovoj ljusci upitna je njezina primjena u hranidbi Zivotinja (Bentil i sur., 2015;
Hartati, 2010; Okiyama i sur., 2017).
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Slika 7 Molekulska struktura metilksantina; a) teobromin; b) kofein; c) teofilin

2.3.1.1.Teobromin

Teobromin (3,7-dimetilksantin) (Slika 7a), bezbojna je gorkasta tvar bez mirisa (temperatura
taljenja na 357 °C), koja daje gorcinu kakau i proizvodima od kakaa. Prirodno je prisutan u
svim dijelovima sjemenki te u mahuni bilike gdje najvjerojatnije sluzi kao obrambeni
mehanizam biljke kakaovca. lako se smatra toksiénom komponentom, posjeduje mnoga
farmakoloSka svojstva poput antikancerogenih, diureti¢nih i stimulacijskih svojstava. Slabo je
topiv u vodi pa ga je stoga teZe ekstrahirati. Jedna od predlozenih ekstrakcijskin metoda je
hidrotropija tj. povecavanje topljivosti odredene komponente uz dodatak agensa visoke
topivosti u vodi koji pak ne reagira s trazenom komponentom. Hidrotropni agens adsorbira se
na stijenke membrane, ometaju¢i njegovu strukturu na nacin da olakSava ekstrakciju
komponente. Ovakav ekolo3ki prihvatljiv proces uvelike bi smanjio uporabu ekstrakcije
organskim otapalima (Hartati, 2010). Poznata je i uporaba kakaove ljuske u hranidbi Zivotinja,
no s oprezom, zbog velikog udjela teobromina koje ona sadrzi Sto opet moze imati Stetno
djelovanje poput osteéenja reproduktivnog i razvojnog sustava Zivotinja. U danasnje vrijeme
pronalaze se razna nova rjedenja deteobrominacije kako bi se ovaj nusproizvod mogao Sire
upotrebljavati poput ekstrakcije toplom vodom, tretmana alkalijama te tretiranja
mikroorganizmima (Adamafio, 2013). Uporaba kakaove ljuske u hranidbi Zivotinja takoder je
ograniena i zbog veceg udjela kofeina te zbog toga njezina primjena varira ovisno o vrsti i
godini zivotinje (Hamzat i Adeola, 2011). Europska Unija ogranicila je udio teobromina u
sto¢noj hrani na 300 mg/kg $to bi znacilo prosjecno na 13,7% kakaove ljuske. Teobromin, osim
Sto djeluje na fiziologiju zZivotinje, usporava njezin rast, smanjuje primjerice i prinos mlijeka kod

goveda te prinos jaja u pili¢éa (Oduro-Mensah i sur. 2018).

2.3.1.2.Kofein

Kofein (1,3,7-trimetilksantin) (Slika 7b), inace u prirodi prisutan alkaloid, najCesc¢e se nalazi u
listovima, grahoricama i plodovima razli€itih biljaka (Preedy, 2012) te ima ponajviSe zastitnu
ulogu (Ashihara i sur., 2011). Topiv je u vodi, izrazito u kipu€oj, u ulju te kloroformu a topivost

mu se moze povecati dodatkom alkalnih benzoata, citrata ili salicilata. Do degradacije ove
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relativno stabilne molekule dolazi u prisutstvu alkalija te prilikom zagrijavanja. Ovaj
metilksantin poznat je po stimulaciji mentalne funkcije te simpati¢kog ziv€anog sustava
(Preedy, 2012). Neki autori navode da osim $to ubrzava rad srca, podize krvni tlak te stimulira
miSice poti€uéi ih na iskoriStavanje masnoce kao goriva. Takoder, Stetni ucinci kofeina mogu
se manifestirati kao pojava nesanice, nervoze, glavobolje, tahikadije, aritmije te mucnine
(Higgins i sur., 2010). Bitno je napomenuti kako nize koncentracije kofeina imaju pozitivan te
stimuliraju¢i u€inak na organizam s obzirom da poti€u aktivnost i budnost dok pri vec¢im
dozama mogu prouzrokovati Stetne posljedice (Preedy, 2012). Bitno je napomenuti kako je
kofein naj¢eS¢e koriStena psihoaktivna tvar na svijetu s obzirom na njegov utjecaj na

organizam (Preedy, 2012; Gaspar i Ramos, 2016).
2.3.1.3.Teofilin

Teofilin (1,3-dimetilksantin) (Slika 7c¢), zapravo je viSe glavni dimetilirani produkt kofeina nego
prekursor u bilikama. Takoder, kao i kofein, odgovoran je za stimulaciju srediSnjeg ziv€anog
sustava te je mocan diuretik. Teobromin nije toliko jak stimulans kao kofein i teofilin, vjerojatno
zbog fizikalno-kemijskih svojstava koja ometaju njegovu raspodjelu u srediSnjem zivéanom
sustavu. Sporom degradacijom kofeina tj. uklanjanjem tri metilne skupine, formira se ksantin,
gotovo u svim biljkama koje sadrze kofein, uz teofilin kao srediSnji produkt u tom procesu. Sva
tri metilksantina moguce je takoder dobiti kemijskom sintezom. Teofilin je efektivniiji od kofeina

pri stimulaciji srca, koronarnoj dilataciji te relaksaciji misi¢a (Monteiro i sur., 2016).
2.3.1.4.Katabolizam metilksantina u biljkama

Odredene koli¢ine kofeina se vrlo sporo (zavisno od vrste biljke) degradiraju formiraju¢i ksantin
u gotovo svim biljkama koje sadrze kofein (Slika 8). Katabolizam kofeina zapoc€inje njegovom
konverzijom u teofilin $to katalizira N7-demetilaza. Teofilin takoder ima svoje rute degradacije
zavisno od vrste biljaka u kojima se nalazi. Teobromin pak, za razliku od teofilina, prekursor je
kofeina. Degradacija teobromina odvija se u kakaovom plodu preko 3-metilksantina, ksantina
i alantoinske kiseline sve do CO.. lako je moguca konverzija kofeina u teobromin u kakaovcu
(Theobroma cacao), kofein se katabolizira prvenstveno do CO: i to preko teofilina, Sto
predstavlja isti degradacijski put kao i u kavi (Coffea arabica) te €aju (Camelia sintesis)
(Ashihara i sur., 2011). U kakaovu plodu, teobromin se sintetizira kako u perikarpu tako i u
kotiledonima zrna. Akumulira se ve¢ u mladim listovima, a kako biljka sazrijeva, njegova
koncentracija opada u perikarpu dok se u kotiledonima povec¢ava vjerojatno zbog migracije iz
perikarpa. Teobromin se sintetizira iz adenozin-monofosfata (engl. Adenosine monophosphate
— AMP) preko ksantozina te se metabolizira demetilacijom preko ksantina kako u zrnu tako i u
liSCu bilike. Faza sazrijevanja, uvjeti rasta, sastav tla te klimatski uvjeti utjeCu znacajno na

sadrzaj metilksantina u kakaovu plodu (Smit, 2011). U stadiju fermentacije, udio teobromina

11



2. Teorijski dio

se u zrnu mijenja tj. smanjuje za oko 25%, i to zbog migracije metilksantina iz zrna u kakaovu
ljusku (Okiyama i sur., 2017; Timbie i sur., 1978).

CHgs

@) N @)

Kofein . C/N Z

3 N__—CHa

=/

iCHg

| A
o] N o (o] NH 0
Teofilin h h
N N
e N N e N N\ —CHs
l N :—_/ N=—/
o ~ ~ Teobromin
OYN o OYNH 0 g
NH N . .
Lmetilksantin Z N He” NN, 3-metilksantin
Ng

Katabolizam kofeina

Y

NH

\ Ksantin
/ NH

i =/

OYNH o]
Katabolizam purina NHJ Uri¢na kiselina
NH
HN

iN:_/

"<

(o]

NH2

OY /O
NH .
%(NH Alantoin
HN\<
i o
0o NH2
Y o

NH

OH
Alantoinska kiselina NH —» | CO2+ NHs

HN

0
Slika 8 Katabolizam kofeina i teobromina (Ashihara i sur., 2011)
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2.3.2.Fenolne komponente

Fenolne komponente su sekundarni metaboliti koji se nalaze u pigmentnim stanicama
kotiledona te vrSe razli¢ite funkcije u biljci (Hernandez — Hernandez i sur., 2018b). Osim S§to
pigmentacijom pridonose morfologiji biljke, polifenoli su takoder uklju€eni u rast i reprodukciju
bilike. Na taj nacin &tite biljku od razli€itin tetnika ponasajuéi se kao fitoaleksini ili poveéavajuci
astringenciju hrane ¢ineci ju nepozelinom. Polifenolni profil bilike razlikuje se unutar sorte
svake vrste (Bravo, 1998). Flavonoidi su najveca i najrazli€itija grupa fenolnih komponenata
sadrZanih u kakaovom zrnu, a najzastupljeniji su epikatehin (€ak oko 35% ukupnog fenolnog
sadrzaja), katehin i procijanidini (Hernandez — Hernandez i sur., 2018b). Jaka antioksidacijska
aktivnost odredenih fenolnih komponenti smanjuje oksidativni stres (Santos i sur., 2017) te
pobolj$ava kardiovaskularnu funkciju (Aprotosoaie i sur., 2016). Stiteéi stanice od oksidativnog
oStecenja ove komponente sprijeCavaju rizik od odredenih bolesti povezanih sa oksidativnim
stresom. Vjeruje se kako odredene fenolne komponente migriraju iz kotiledona kakaovog zrna
u kakaowvu ljusku tijekom razlicitih faza u proizvodnom procesu kao $to su fermentacija, przenje
te alkalizacija. Ovim procesom dolazi do smanjenja polifenola u kakaovu zrnu tj. obogacenja
kakaove ljuske polifenolima (Okiyama i sur., 2017). Izmedu ostalog, za fenolne komponente
dobro je znano kako imaju antitumorna, protuupalna, antineurodegenerativna, antibakterijska
i antikancerogena svojstva (Hernandez — Hernandez i sur., 2018b). Nsor-Antidana i sur. (2012)
dokazali su prisutnost polifenolnih komponenti u kakaovoj ljusci upotrebom razli€itih metoda
ekstrakcije uz primjenu organskih otapala i vode. Slika 9 prikazuje potencijalne fenolne

komponente koje se nalaze u kakaovoj ljusci.

Slika 9 Strukturne formule flavonoida prisutnih u kakaovoj ljusci

a) galna kiselina b) (+)-katehin c) (-)-epikatehin d) epigalokatehin,

e) klorogenska kiselina f) kafeinska kiselina g) vanilin
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2.3.2.1.Katehin

Tijekom procesa fermentacije, koja moze trajati od 5-10 dana, kombinacijom endogenih i
mikrobnih enzimatskih aktivnosti, uz povisenje temperature na oko 50 °C te difuzijom
metabolita unutar i van kotiledona, dolazi do polimerizacije polifenola kao i moguénosti
njihovog stupanja u reakcije s drugim komponentama te time i mogu¢ nastanak odredenih
kompleksa. 1z toga razloga, fermentacija je izrazito bitan i najodgovorniji korak smanjenja
sadrzaja flavan-3-ola u kakaovom zrnu, konkretno (-)-epikatehina, a koli¢ina smanjenih
polifenola ovisi o stupnju fermentacije. Postupak susenja kakaovog zrna nakon fermentacije
(zbog smanjenja udjela vode) takoder pridonosi smanjenju polifenola u zrnu $to opet ovisi o
klimatskim uvjetima. Flavan-3-oli su fenolne komponente koje zajedno formiraju dimerne,
oligomerne ili polimerne kombinacije tj. proantocijanidine iz zasebnih jedinica poput
procijanidina (oligomera epikatehina). Oligomerni i polimerni proantocijanidini prisutni u sirovim
zrnima mogu se dalje polimerizirati tek u procesu proizvodnje. Esteri katehina poput
galokatehina i epigalokatehina sadrzani su takoder u sirovim kakaovim zrnima te se isto tako
mogu formirati tijekom procesiranja, to€nije, tijekom przenja (epigalokatehin galat). Antocijanini
se pak uslijed hidrolize degradiraju tijekom procesa fermentacije te polimeriziraju u
kondenzirane tanine. Manje fenolne komponente poput flavonola, fenolne Kkiseline,
jednostavnijin fenola i isokumarina, stilbena, i njihovih glukozida prisutni su u manjim
koli¢inama te je zbog toga njihov doprinos ukupnoj antioksidacijskoj aktivnosti ogranic¢en (Di
Mattia i sur., 2017).

Epistrukturirani katehini Ne-epistrukturirani katehini

EGCG: R1=0OH, R2=X | GCG: R1=0H, R2=X
EGC: R1=0H, R2=H - GC: R1=0H, R2=H
ECG: R1=H, R2=X B g CG: R1=H, R2=X
EC: R1=R2=H C: R1=R2=H

Slika 10 Epimerizacija epistrukturiranih katehina na odgovarajuce neepistrukturirane
katehine. EGCG= epigalokatehin galat; EGC= epigalokatehin; ECG= epikatehin galat; EC= epikatehin; GCG=

galokatehin galat; GC= galokatehin; CG= katehin galat; C= katehin (Vuong i sur., 2011)
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Glavni flavan-3-oli u nefermentiranim, suSenim, neprzenim kakaovim zrnima su (-)-epikatehin
i (+)-katehin (Di Mattia i sur., 2017). Tijekom procesa przenja, zbog primjene visokih
temperatura, kao i dijelom zbog procesa alkalizacije formira se jos$ i atipi¢ni flavan-3-ol (-)-

katehin i to epimerizacijom iz (-)-epikatehina (Oracz i sur., 2015) (Slika 10).

Neki autori napominju kako se polifenoli nalaze u vanjskim dijelovima biljke, Sto ukljuCuje i
kakaovu ljusku (Lecumberri i sur., 2007). Genetska predispozicija, zrelost, fermentacija te
razliciti vanjski utjecaji, glavni su faktori koji utje€u na udio polifenola u biljci (Bruna i sur., 2009).
Vise studija potvrdilo je razliCiti udio fenola i metilksantina u viSe razliitih genotipova kakaovca
i to nakon procesiranja, $to se takoder odrazava na senzorne karakteristike i krajnju kvalitetu

samoga zrna (Hernandez — Hernandez i sur., 2018b).

2.3.3.Hidroksimetilfurfural

Zbog prirode prehrambene industrije, te posebno zbog kemijskog sastava obradenih sirovina
kao i jedinicnih operacija te uvjeta obrade, sinteza hidroksimetilfurfurala (HMF-a, engl.
Hydroxymethylfurfural) je u hrani ¢esta pojava. Tome pridonosi i akumulacija ne samo
jednostavnih SecCera nego i polisaharida, proteina i aminokiselina, niski pH te visoke
temperature. Termicko tretiranje poput przenja (pogotovo namirnica bogatih ugljikohidratima)
znatno pridonosi stvaranju HMF-a. Takoder, mnogi polisaharidi su u kiseloj sredini podlozniji
hidrolizi te se mogu transformirati u jednostavne Secere tj. poCetni materijal za stvaranje HMF-
a. HMF heterocikliCki je aldehid sa Sest ugljikovih atoma. Derivat je furana te sadrzi aldehidnu
i alkoholnu (hidroksimetilnu) funkcionalnu skupinu koje su vezane na 2. i 5. mjestu u prstenu
(Kowalski i sur., 2013) (Slika 11).

o/ \ / OH

Slika 11 Struktura HMF-a

U proizvodnji kakaovih proizvoda przenje je najvaznija tehnoloSka operacija. Pri tom
termickom tretiranju dolazi do Maillardovih reakcija neenzimskog posmedivanja tijekom kojih
se formiraju razni produkti. Osim &to je intermedijarni produkt Maillardovih reakcija, formira se
i pri degradaciji $e¢era na visokim temperaturama (Oliviero i sur., 2009). Joki¢ i sur. (2018a)
su detektirali prisutnost HMF-a pri viSim temperaturama u ekstraktima kakaove ljuske
dobivenima ekstrakcijom supkriti€nom vodom te time i ukazali na vaznost optimizacije samoga

ekstrakcijskog procesa kako bi se dobile Zeljene komponente u ekstraktima.
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2.4. OSTALE KOMPONENTE KAKAOVE LJUSKE

2.4.1.Prehrambena vlakna

Kakaova ljuska sadrzi skoro tri puta vise ukupnih prehrambenih vlakana nego kakaovo zrno
(504 g/kg suhe tvari) od ¢ega najvise netopivih prehrambenih vlakana (355 mg/kg suhe tvari)
(Martin-Cabrejas i sur., 1994). Antioksidacijska svojstva kakaovih vlakana kao i njihova
fizikalno-kemijska svojstva ¢ine ovaj nusproizvod prikladnim za uporabu u pripremi

niskokalori¢ne hrane bogate vlaknima (Handojo i sur., 2019).

Udio vlakana u kakaovoj ljusci svakako ovisi o vanjskim ¢imbenicima poput klimatskih uvjeta i
kvalitete tla. Visoke dnevne i no¢ne temperature uz dovoljnu koli¢inu vlage pomazu
akumuliranju ovih komponenti u kakaovoj ljusci. Na neplodnim i ne-vulkanskim tlima
zabiljeZena je u kakaovoj ljusci manja koli¢ina pektina topivih u vodi. Takoder, moguca je i

heterogenost tla zbog mijeSanja sjemena sa susjednih plantaza (Bruna i sur., 2009).

Navodi se takoder kako kakaova ljuska sadrzi pektin koji inaCe ima visoku sposobnost
formiranja gela a koji se koristi u prehrambenoj industriji za proizvodnju demova, smrznute
hrane te nisko-kalori¢ne hrane (Arlorio i sur., 2001). Redgwell i sur. (2003) navode kako udio
vlakana u kakaovoj ljusci ovisi i 0 procesu przenja pa se tako u przenom kakaovom zrnu i ljusci

formiranjem Mailardovih produkata povecava i udio vlakana.

2.4.2.Masne kiseline

Masne kiseline sudjeluju u transportu i pohrani energije u organizmu, esencijalne su
komponente svih membrana te su regulatori gena. Sastavljene od ravnolan€anih lanaca
ugljika, s jedne strane vezana im je metilna skupina, a s druge karboksilna skupina na koju je
vezan a-ugljik. Masne kiseline hidrofobne su tj. slabo topive u vodi. Pravu topivost u vodi teSko
je odrediti, pogotovo za viSe lanCane masne kiseline, Sto zbog utjecaja pH, Sto zbog tendencije
asocijacije i formiranja micela. Masne kiseline lako se ekstrahiraju nepolarnim otapalima iz
otopina ili suspenzija i to smanjivanjem pH (Rustan i Devon, 2005). Esencijalne masne kiseline
su one koje su potrebne za bioloSko funkcioniranje organizma a koje tijelo ne moze samo
sintetizirati ve¢ ih nadoknaduje prehranom. Dvije takve esencijalne masne kiseline koje su
¢ovjeku neophodne su linolenska (C18:2n-6) i a-linolenska (C18:3n-3) masna kiselina (Glick i
Fischer, 2013). Glavne masne kiseline kakaove ljuske su palmitinska i oleinska kiselina, sli¢no
kao u kakaovom maslacu, uz duplo veci udio linolenske kiseline (Okiyama i sur., 2017). Udjeli

masnih kiselina u kakaovoj ljusci i kakaovom maslacu dani su u Tablici 1.
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Tablica 1 Usporedba sadrZaja masnih kiselina u kakaovoj ljusci i kakaovom maslacu
(u postocima, %)

Kakaova Kakaov maslac
ljuska
Masna kiselina El-Saied, | El-Saied, | Atawia, Pietrzyk i Vasconcelos i
1981. 1981. 1969. Warzecha sur. 1976.
1970.

Kaprilna (C8:0) 0,341
Kaprinska (C10:0) 16,89 12,95 0,299
Laurinska (C12:0) tragovi tragovi 1,021 tragovi
Tridekanska (C13:0) tragovi tragovi
Miristinska (C14:0) 3,19 4,32 0,653 tragovi-0,2
Miristoleinska (C14:1) 2,43 1,29
Palmitinska (C16:0) 27,27 23,31 22,155 22,5-28,2 24,9-29,2
Palmitoleinska (C16:1) 2,55 0,95 1,618 0,2-0,5
Margarinska (C17:0) tragovi tragovi 0,2-0,4
Stearinska (C18:0) 12,05 24,51 32,163 33,2-33,6 32,5-37,0
Oleinska (C18:1) 28,16 28,74 37,336 37,5-37,9 32,6-35,8
Linolna (C18:2) 7,49 3,93 1,832 1,3-3,9 2,6-3,7
Linolenska (C18:3) 1,232 0,0-1,4 tragovi — 0,3
Arahidska (C20:0) 1,091 0,9-14
Behenska (C22:0) 0,291
Lignocerinska (C24:0) 0,112

Lessa i sur. (2017) ustanovili su kako se tijekom fermentacije uz Penicilium roqueforti smanjuje
sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina u ekstraktima kakaove ljuske dok se sadrzaj nezasicenih
masnih kiselina bitnih za zdravlje, povecava (oleinska, linolna i gama-linolenska masna

kiselina).

2.4.3.Vitamin D

Kakaova ljuska koja se nalazi na svjezem nefermentiranom kakaovom zrnu osu$enom na
suncu moze sadrzavati male koli¢ine vitamina D, dok ljuska fermentiranog kakaovog zrna
moze sadrzavati puno veée koliCine. To je vjerojatno zbog specificnog prekursora koji se
pretvara u vitamin D tijekom izlaganja sun€evoj svjetlosti. Knapp i Coward (1935) odlucili su
napraviti eksperiment i odrediti kako fermentacija i odabir vrste suSenja utjeCu na sadrzaj
vitamina D u kakaovoj ljusci. Fermentirana kakaova zrna se ve¢ uobiCajeno prostiru na stolove
i ostavljaju susiti na suncu tijekom Sest dana uz povremeno prevrtanje. Kvasci, koji sadrze

ergosterol, razvijaju se tijjekom procesa fermentacije kakaovih zrna, te se tijjekom ovog
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prirodnog nacina suSenja na tropskom suncu ergosterol konvertira u vitamin D. Primijetili su
kako je ovo slu¢aj samo kod izlozenosti sun€evoj svjetlosti dok kod umjetnog procesa susenja,
vitamin D nije bio prisutan u kakaovoj ljusci (Knapp i Coward, 1935). Takoder, dodavanjem
ovako obogacene kakaove ljuske u hranu za Zzivotinje dokazano je povecCanje sadrzaja

vitamina D u zivotinjskom mlijeku i maslacu (Knapp i Churchman, 1937).

2.4.4.Biogeni amini

Potencijalno toksi¢ni spojevi kao $to su biogeni amini poput tiramina te nehranjive komponente
poput fitinske kiseline te inhibitora tripsina, ne umanjuju moguénost daljnje uporabe kakaove
lijuske kao izvora pektina. Pektinski gel dobiven iz kakaove ljuske moze se prodcistiti otapalima
poput etanola i 2-propanola. Neke studije ukazuju kako biogeni amini mogu uzrokovati ubrzan
rad srca, hipertenziju i hipotenziju, vrtoglavicu, glavobolju i crvenilo lica. Kakaova ljuska sadrzi
relativno male udjele ovakvih komponenti koje stoga nemaju toksi¢ni uc€inak (Arlorio i sur.,
2001).

2.5. POTENCIJALNA UPORABA KAKAOVE LJUSKE

S obzirom da je nusproizvod u industriji proizvodnje kakaa i proizvoda od kakaa, kakaova
ljuska se nagomilava kao otpad bez obzira na njezinu hranjivu vrijednost. Osim &to je izvor
vlakana, potencijalni je izvor antioksidansa i to zbog visokog sadrzaja fenola, $to ju €ini dobrom
sirovinom za daljnju uporabu. Visoki sadrZaj prehrambenih vlakana c&ini ju zanimljivim
sastojkom u pripremi hrane (Martin-Cabrejas i sur., 1994; Martinez i sur., 2012; Okiyama. i sur.,
2017). Relativno visoke vrijednosti prehrambenih vlakana zajedno s fenolnim komponentama
povecavaju mogucénost ovog nusproizvoda za iskoriStenje u prehrambenoj industriji,
proizvodnji konditorskih proizvoda, pekarstvu ili pripravi proizvoda s niskokaloricChom
dijetetskom kao i vlaknastom hranom (Nsor-Atindana i sur., 2012). Jo$ jedan inovativan pristup
bio bi dodavanje izoliranih polifenolnih spojeva kao i vodotopivih pektina iz kakaove ljuske u
¢okoladu, obogacujuéi ju antioksidansima (Bruna i sur., 2009).

Pojedine studije dokazale su kako fenolne komponente iz kakaove ljuske, zbog svojih
antioksidacijskih svojstava, mogu smanijiti oksidaciju lipida kod nekih vrsta mesa u koje su
dodane. Preporuka je stoga koristiti ih kao zamjenu za sintetske antioksidanse za ulja koja su
namijenjena przenju (Okiyama i sur., 2017). Time se znatno moZe poboljSati kvaliteta tog ulja
i njihova stabilnost bez utjecaja na boju ulja. Njihovim dodatkom u ulja usporava se stvaranje
slobodnih masnih kiselina i razina peroksida a povetava se antioksidacijska aktivnost
(Manzano i sur., 2017).

Promatrajuéi situaciju danas u svijetu, kada su proizvodacima najvazniji ekonomski dobitci i

profit, povecava se i uporaba antibiotika u lije€enju stoke koji preventivnho odrzavaju njihovo
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zdravlje. Sve je u€estalija otpornost na patogene bakterije, a prekomjerna uporaba antibiotika
dovodi do njihovog nakupljanja u okoliSu §to ujedno postaje sve veci ekoloSki problem. Dokazi
viSebrojnih potvrdnih istrazivanja ukazuju na tragove antibiotika u nekim lokalnim i otpadnim
vodama. Iz toga razloga neki autori spominju uporabu nusproizvoda tropskih biljaka poput
kakaove ljuske kao moguée zamjene za antibiotike u hrani za zivotinje zbog njezinog
znacajnog antimikrobnog potencijala, a $to bi poboljSalo zdravlje domacih Zzivotinja na
farmama. Bioaktivni spojevi tih nusproizvoda mogu utjecati na patogene bakterije,
izbjegavajuci ostecenje same stanice. Neki pak bioaktivni spojevi mogu djelovati sinergisticki i
povecati antimikrobnu aktivnost protiv patogenih bakterija. Dakako, te pretpostavke i
istrazivanja zahtijevaju posebnu opreznost jer neki bioaktivni spojevi mogu biti otrovni (Guil-
Guerrero i sur., 2016). Medu ostalim prirodnim materijalima, kakaova ljuska koja ima niski
stupanj poroznosti se nadiroko koristi pri dekontaminaciji tla od raznih metala (Meunier i sur.,
2004), plinova ili industrijskih boja (Fioresi i sur., 2017). Takoder, mozZe se primjenjivati na
sli¢an nacin pri razli€itim tretmanima vode (npr. otpadne vode) kao $to neke studije potvrduju
(Ahmad i sur., 2012), pri biofiltraciji otpadnih voda u proizvodnji hrane kao i pri proizvodnji
bioplina. Neke studije spominju i upotrebu fenolnih ekstrakata u prevenciji zubnih Supljina
(Okiyama i sur., 2017), a zaklju€eno je i kako je kakaova ljuska obec¢avajucéi prekursor aktivnog
ugljena za upotrebu u adsorpciji proteina sirutke (Pereira i sur., 2014).

Kakaova ljuska se moZze koristiti kao gnojivo jer formira humusni supstrat, ali se ne razgraduje
lako, $to moze dovesti do njegove akumulacije tijekom sezone (Prabhakaran Nair, 2010).
Zbog svog polisaharidnog sastava i sposobnosti vezanja vode, kakaova ljuska potencijalna je
sirovina za proizvodnju proizvoda na bazi vlakana. Ekstrakti kakaove ljuske zanimljivi su ne
samo zbog svoje arome, ve¢ i zbog sadrzaja proteina i saharida (Dongowski i sur., 1991).
Kakaova ljuska inaCe se preporuCuje za prehranu prezivaca, ali uz dodatak odredenih
komponenata koje bi poboljSale okus ili razrijedile toksi¢ni u€inak nekih komponenata kakaove
ljuske (Aregheore, 2002). Osim $to se koristi kao gorivo za kotlove, hranu za Zivotinje i
pripremu gnojiva, ovaj se nusproizvod moze koristiti kao kozmeticki ili farmaceutski dodatak te
kao dodatak prehrani s visokom hranjivom vrijednoS¢u Sto ga Cini ekonomski prihvatljivom

sirovinom (Okiyama i sur., 2017).

2.6. ZELENE TEHNIKE EKSTRAKCIJE

Konstantno povecavanje populacije u danasnjem svijetu podrazumijeva takoder sve vece
potrebe za hranom i energijom. 1z tog su razloga potrebni dodatni napori kako bi se pronasli
alternativni nacini generiranja istih ali uz interakciju s nasim planetom na viSe ekolo$ki nacin.

Zbog zabrinutosti utjecaja kemikalija na okoli§, razvijen je novi pristup tzv. ,zelene kemije* kako
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bi se smanijio Stetni utjecaj (Ibafiez i Cifuentes 2017). Chemat i sur. (2012) su definirali Sest
principa zelene ekstrakcije prirodnih proizvoda:

e pronalazak novih izvora biljnih materijala i uporaba obnovljivih izvora

e uporaba alternativnih otapala, uglavhom vode i otapala iz prirodnih izvora

e smanjenje potroSnje energije ponovnom uporabom energije i primjenom inovativnih

tehnologija
e proizvodnja nusproizvoda umjesto otpada kako bi se obuhvatila bio- i agro- industrija
prerade

e smanjenje broja operacija i provodenje sigurnih i kontroliranih procesa

e usmijerenje k proizvodnji biorazgradivog i stabilnog ekstrakta bez kontaminanata.
Tehnike ekstrakcije prirodnih proizvoda od davnina su se koristile za proizvodnju hrane i
liekova (Chemat i sur., 2012) a s vremenom se hastojalo minimalizirati probleme koje one
nose poput velikog utroSka energije i otapala te malog prinosa. Zelene tehnike ekstrakcije, kao
visoko-ucinkoviti procesi, mogu osigurati vece prinose iz obnovljivih izvora i to bez opasnih
kemijskih supstanci (Mustafa i Turner, 2011; Pavli¢, 2017). KoriStenjem alternativnih otapala
(poput vode i uglavnom na bazi vode), uz manju potroSnju energije, te smanjenim brojem
eksperimenata u postupku ekstrakcije moguce je dobiti stabilne ekstrakte bez kontaminanata
(Chemat i sur., 2012; Pavli¢, 2017). Konvencionalne tehnike ekstrakcije zahtjevaju duze
vrijeme ekstrakcije, vecée koliine organskih otapala $to ima negativan utjecaj na ljude i Zivotnu
sredinu te je neekonomi¢no (Ramos i sur., 2002) a ujedno i zahtjevno. Nadalje, zbog manje
selektivnosti otapala koristenih pri konvencionalnim tehnikama ekstrakcije, potreba za
koncentriranjem i proCiS¢avanjem dobivenih ekstrakata takoder je jo$ jedan nedostatak jer
oteZava ekstrakciju ionako ve¢ malih koncentracija termolabilnih komponenti iz sirovine
(Mustafa i Turner, 2011; Pavli¢, 2017).

2.6.1.Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Razlika izmedu ultrazvuka i zvuka je u frekvenciji vala. Valovi zvuka su pri frekvencijama koje
ljudsko uho moze Cuti (od 16 Hz do 16-20 kHz), dok ultrazvuk ¢ine mehanicki valovi frekvencija
iznad ljudskog sluha ali ispod mikrovalnih frekvencija (od 20 kHz do 10 MHz) (Chemat, 2011).
Za klasifikaciju primjene ultrazvuka klju€ni kriterij lezi u koli€ini proizvedene energije, snazi
zvuka (W) te intenzitetu snage (W/m?). Razlikuje se ultrazvuk visokog intenziteta i ultrazvuk
niskog intenziteta. Ultrazvuk niskog intenziteta koristi visoku frekvenciju (od 100 kHz do 1
MHz), slabiju snagu (<1W/cm?) te se koristi za nedestruktivne analize i procjenu kvalitete.
Nasuprot tome, ultrazvuk visokog intenziteta koristi nisku frekvenciju (16-100 kHz) i jacu snagu

(10-1000 W/cm?) a upotrebljava se ve¢inom za ubrzavanje i progresiju efektivnosti pripreme
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uzoraka (Grumezescu i Holban, 2017). Mehanicki ucinak ultrazvuka, tj. djelovanje kavitacije
na stani¢nu stjenku dovodi do njezinog ostecéenja, ¢ime se olakSava pristup otapala stani€nom
sadrzaju i ujedno poboljSava prijenos mase (Drmi¢ i Rezek Jambrak, 2010; Patist i Bates,
2008). Primjena visoke temperature i tlaka dovodi do razaranja stijenke stanica biljnog
matriksa $to omogucéava otpustanje njezinog sadrzaja u medij (Chemat i sur., 2011). Ova
tehnika zahtijeva tekuc¢i medij, generator energije i transduktor koji pretvara elektri¢nu,
magnetnu ili kinetiku energiju u akustiénu. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom znacajno
smanijuje vrijeme potrebno za ekstrakciju trazenih komponenata, uz vece prinose i kvalitetu
samoga ekstrakta. Smatra se dobrom opcijom za ekstrakciju organskih komponenata iz
razliitih matriksa jer pruza efikasniji kontakt izmedu krutine i otapala $to zbog povisenja tlaka
(bolja penetracija i transport), $to zbog poviSenja temperature (poboljSava topivost i difuznost).
Osim toga, mogucée je simultano provesti viSe ekstrakcija te je relativno jeftina laboratorijska
tehnika za razliku od ostalih modernih ekstrakcijskih metoda. Zbog svojih karakteristika,
ultrazvu€na ekstrakcija moze se koristiti i kao predtretman sofisticiranijim metodama

ekstrakcije (Grumezescu i Holban, 2017).

2.6.1.1.Parametri koji utje€u na UAE

Na proces ekstrakcije potpomognute ultrazvukom (engl. Ultrasound-Assisted Extraction —
UAE) utjeCe nekoliko procesnih parametara poput vrste ultrazvu€nog reaktora, frekvencije i
shage ultrazvuénog zracenja, temperature, vremena ekstrakcije te karakteristike uzorka kao i
odabranog otapala za ekstrakciju. Povidena snaga ultrazvuénog zraCenja mozZe dovesti do
veceg intenziteta mijeSanja ali ujedno i do degradacije odredeniih komponenti dok se nize
frekvencije ultrazvuka vecinom povezuju s veéim prinosima samoga procesa. PoviSena
temperatura pak povecava interakcije izmedu uzorka i odabranog otapala kao i difuzivnost
samoga otapala dok snizena temperatura pospjeSuje akustiCnu kavitaciju. Duze vrijeme
ekstrakcije moze osigurati veCe prinose Zeljenih komponenata ali isto tako i dovesti do
odredenih kemijskih promjena u dobivenom ekstraktu. Veli¢ina Cestica kao i omjer tekuce/kruto
glavne su karakteristike uzorka koje mogu utjecati na ishod ekstrakcije potpomognute
ultrazvukom. PoviSena temperatura se opcenito povezuje s povecanjem prinosa ekstrakcije
no potrebno je takoder voditi raCuna kako viSe temperature mogu dovesti do razli€itin kemijskih
promjena u ekstraktu i do degradacije odredenih komponenata. Iz tog razloga, temperaturu je
potrebno optimirati s ciliem dobivanja maksimalnog prinosa zZeljenih komponenata a ne
ukupnog prinosa ekstrakcije. Vrijeme ekstrakcije u kombinaciji s poviSenom temperaturom
ponekad moze takoder dovesti do degradacije zeljenih komponenata (Pavli¢, 2017). Fizikalne
karakteristike odabranog otapala za ekstrakciju poput viskoziteta, povrSinske napetosti, tlaka

para iznad otapala, i dielektri¢ne konstante, izravno utjeCu na selektivnost ekstrakcije kao i na
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konacni kemijski sastav ekstrakata. Tako je kod otapala veceg viskoziteta i povrSinske
napetosti smanjen utjecaj ultrazvu¢ne kavitacije na fenomene prijenosa te je preporucljivo u
tim slu€ajevima primijeniti zracenje veceg intenziteta (Chemat i sur., 2017). U skladu s
trendovima ,zelene“ kemije uglavnom se koristi voda kao jedno od najpozeljnijih otapala pri
ekstrakciji. Uzimajuéi u obzir sve ove parametre, jasno je kako je njihova optimizacija klju¢na

kako bi se postigao zeljeni rezultat ekstrakcije (Pavli¢, 2017).

2.6.2.Ekstrakcija eutektickim otapalima

Eutekticka otapala spadaju u novu, Cetvrtu generaciju ionskih tekuéina kako zbog svojih
povoljnih fizikalno-kemijskih i bioloSkih svojstava tako i zbog jednostavne i ekonomicne
priprave. Ta priprema moze u odredenim sluCajevima biti dugotrajna ili rezultirati
.karameliziranjem“ produkta Sto je opet vezano uz kontrolu temperature tijekom procesa

pripreme (Cvjetko Bubalo i sur., 2016a).

Eutekti¢ko otapalo je otopina dviju ili viSe tvari koja u odredenom omjeru ima nize taliste nego
svaka od tih tvari posebno. Pri pripremi ovih otapala ne dolazi do kemijske reakcije ve¢ se
komponente povezuju vodikovim vezama tvoreci eutektiCko otapalo (engl. Deep Eutectic
Solvent — DES) (Slika 12).

Taliste (A+B)

Temperatura

Talidte + A Taliste + B

Eutekticka smjesa

Kristaliod Ai B

A Sastav smjese % B

Slika 12 Nastanak eutektiCke smjese (Fischer, 2015)

Novonastale vodikove veze u ovim otapalima uzrokuju mjestimiénu delokalizaciju naboja $to
uzrokuje snizavanje talista smjese u odnosu na taliSte pojedina¢nih komponenti. Eutekticke
smijese (Slika 13) su u pravilu biorazgradive, stabilne te ostaju duze vrijeme bez taloga u
tekuc¢em stanju, imaju nizak tlak para, ekoloSki su prihvatljivije od organskih otapala te su

jeftine (Cvjetko Bubalo i sur., 2018). Na stabilnost same eutektiCke smjese utjecu i razliciti
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omjeri komponenata, a uz kemijsku strukturu, na stabilnost vodikovih veza veliki utjecaj ima i
prostorni raspored skupina unutar molekule. Kolin-klorid (ChCl), organska je sol koja se Siroko
primjenjuje u pripravi eutekti¢kih otapala ponajprije zbog svoje ekonomiénosti, biorazgradivosti
i netoksi¢nosti te se kao kvarterna amonijeva sol moze lako ekstrahirati iz biomase ili
sintetizirati iz fosilnih goriva. Kolin-klorid ulazi u interakciju s jeftinim i lako dostupnim donorima
vodika tvoreci eutektiCko otapalo. Promatrajuéi s aspekta zelene kemije, priprava ovakve vrste
otapala odrzivi je proces koji se ostvaruje sa 100%-tnom atomskom ucinkovitoS¢éu tj. svi atomi
se ugraduju u produkt pri ¢emu ne dolazi do stvaranja otpada. Jedan od nacina pripreme
eutektickih otapala ukljuCuje blago zagrijavanje to€no odvaganih masa komponenata (uz
mogucnost dodatka vode ili ne) uz mije$anje na temperaturi do 100°C u trajanju od 30 do 240
minuta tj. sve do formiranja bistre tekucine. Vrijeme pripreme tekuéeg otapala razlikuje se i
mijenja s obzirom natip komponenti i udio vode u samom otapalu dok molarni omjeri odabranih
komponenata kao i temperatura taljenja ovise o njihovoj kemijskoj prirodi (Cvjetko Bubalo i
sur., 2016a).

L. OH
[/?‘\/\OH Cr HO)S(
o 7 N\
T v
.' 1
SPECIFIENA i | Otapalo“za
KOMBINACIIA ] ekstrakciju:
KOMPONENTI :> :> e
TVORI
60°C, mix
EUTEKTICKO JEETINO
OTAPALO —
\ y BRZO
\
DES smjesa i

Slika 13 Priprema eutekti¢ke smjese (modif. Wikene i sur., 2015; Park i Lee, 2017)

Svojstva eutektiCkih smjesa, poput polarnosti i afiniteta ekstrakcije mogu se do odredene mjere
regulirati, i to promjenom molarnih udjela i vrste komponenata smjese. Tako je dodatkom vode
moguce smanjiti viskoznost eutektiCke smjese (Bajkacz i Adamek, 2018), kao i povrsinsku
napetost te poboljdati polarnost (Peng i sur., 2016), no svakako treba odabrati optimalne uvjete
jer prevelik udio vode moze imati negativan utjecaj kako na strukturu samo eutektickog
otapala, tako i na interakcije eutektiCke smjese i ciljanog analita. EutektiCke smjese s vec¢im

udjelom vode u pravilu u€inkovitije ekstrahiraju polarne komponente (Bajkacz i Adamek, 2018).

U dana$nje vrijeme raste zanimanje za ekstrakciju fenolnih spojeva eutektickim otapalima
zbog njihovih dobrih svojstava otapanja. Nedavno su radena istrazivanja na ekstrakciji razli€itih
fenolnih spojeva poput fenolnih kiselina, flavonoida i stilbena iz razli¢itih biljnih izvora

(Ruesgas-Ramon i sur., 2017). Dosad su se eutektiCka otapala uspjesSno koristila takoder i za
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ekstrakciju fenolnih spojeva iz maslinovog ulja (Garcia i sur., 2016), zatim iz kozZice grozda
(Cvjetko Bubalo i sur., 2016b), nekih fenolnih komponenti iz liS¢a Barsonima intermedia
(Fraige i sur., 2018), te rutina iz Sophora japonica (Zhao i sur., 2015) ili iz Ruta graveolens
(Molnar i sur., 2018).

2.6.2.1.Parametri koji utje¢u na DES ekstrakciju

UcCinkovitost DES smjese ovisi o svojstvima njegova otapanja. S obzirom na njihovu

sposobnost stvaranja vodikovih veza povec¢ava se i njihova sposobnost otapanja.

U nekim se studijama ekstrakcijom razli¢itim smjesama eutekti¢kih otapala utvrdilo kako ona
imaju veliku mo¢ ekstrakcije fenolnih komponenata. Veliki utjecaj na ekstrakciju ima polaritet
te viskoznost odabrane DES smjese. Gusto¢a DES smjese veca je od gustoée vode. Takoder,
eutektiCke smjese imaju vecinom vecu gustocu od gustoce tvari koja je donor vodikove veze.
Ta veca gustoéa karakterizirana je pojavom jakih vodikovih veza izmedu molekula. Gustoc¢a
DES smijese pak ovisi 0 udjelu vode i o primjenjenoj temperaturi (Paiva i sur., 2014). Gotovo
linearno se smanjuje porastom temperature zbog vibracije aniona i kationa u eutektiCckom
otapalu. Na taj se nacin preraspodjeljuju molekule zbog slabljenja ionskih interakcija Sto opet
zauzvrat smanjuje gustoéu same tekucine. Gustoéa DES smjese takoder se drasti¢no
smanjuje povecanjem ugljikovodi¢nog lanca donora vodikove veze. Takoder, utjecaj na
gustoéu ima i molarni omjer organske soli i donora vodikove veze (Zhang i sur., 2012). Sto se
tice polarnosti DES smjese, najpolarnije su one na bazi organskih kiselina, dok su one na
osnovi Secera i polialkohola najmanje polarne. Viskoznost DES smjese utjeCe na vodljivost
koja se povecava s povec¢anjem udjela soli u DES smjesi (Paiva i sur., 2014). DES smjese
imaju relativno nisku elektricnu vodljivost zbog smanjene pokretljivosti iona (Alomar i sur.,
2016), no mogu¢ je porast vodljivosti s porastom temperature kao i pove¢anjem koli¢ine

donora vodikove veze u DES smijesi.

2.6.3.Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

Mikrovalovi se sve CeSCe danas primjenjuju u raznim kemijskim procesima. To su
elektromagnetski valovi u podrucju frekvencija od 0,3 - 300 GHz koji stupaju u interakcije s
tvarima u matriksu uzrokujuc¢i migraciju iona i rotaciju dipola bez promjene u molekularnoj

strukturi.

Rotacija dipola je interakcija vezana uz poredak molekula, a uzrokuje ju brzo mijenjajuce

elektricno polje mikrovalova koje dovodi do dielektri€nog zagrijavanja. U danasnje vrijeme
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koristi se kombinacija mikrovalne energije s dodatnim tehnikama ekstrakcije kako bi se
poboljSao prinos ekstrakcije, selektivnost i termalna stabilnost ciljanih komponenti. Odabir
optimalnih parametara za ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima (engl. MAE — Microwave
Assisted Extraction) ovisi o topljivosti, isparljivosti i stabilnosti ciljanih analita kao i o
interakcijama s drugim komponentama koje mogu biti prisutne u uzorku (De la Calle i Costas-
Rodriguez, 2017). Mikrovalovi ve¢inom ulaze u interakcije s polarnim komponentama kako bi
proizveli toplinu. Postupak zagrijavanja i uCinkovitost mikrovalova temelji se na faktoru
disipacije materijala (tan delta) (Chan i sur., 2011). Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima
moze se odvijati na jedan ili kroz sva tri mehanizma zagrijavanja:
o ekstrakcija analita u otapalo ili mjeSavinu otapala koji jako apsorbiraju mikrovalnu
energiju;
o ekstrakcija analita u kombinirano otapalo koje sadrzi visoke i niske dielektricne gubitke
u razli¢itim omjerima;
e ekstrakcija analita iz uzorka visokih dielektrinih gubitaka i to otapalom transparentnim

mikrovalovima.

Logi¢no je da Cestice koje su blize zidu posude za ekstrakciju doZivljavaju jate mikrovalnu
energiju od onih koje su viSe unutra, i to zbog snage absorpcije duz smjera Sirenja.
Jednostavnije receno, pretpostavlja se kako se mikrovalovi Sire prvenstveno od boénih stijenki
posude prema unutrasnjosti i to zbog toga Sto je bo€na povrsina posude obi¢no veca od gornje

povrSine (Chan i sur., 2016).

2.6.3.1.Parametri koji utje¢u na MAE

Generalno gledajuci, glavni parametri koji utje€u na ovaj tip ekstrakcije su otapalo, omjer
tekuce/kruto, priroda matriksa (veliCina Cestica, kontaktna povrSina te udio vode), tlak,
temperatura, vrijeme ekstrakcije, snaga mikrovalova kao i mijeSanje za vrijeme ekstrakcije.
Izbor otapala osim Sto ovisi 0 njegovim svojstvima, ovisi i 0 topivosti ciljane komponente kao i
interakcije otapala s matriksom. Otapala s visokom dielektricnom konstantom snazno
absorbiraju mikrovalnu energiju a dodatak vode poboljSava hidrolizaciju ¢ime je smanjena
oksidacija ciljanog analita (De la Calle i Costas-Rodriguez, 2017). Vazan parametar je i omjer
tekuce/kruto jer treba osigurati homogeno i efektivho zagrijavanje (Chan i sur., 2011; Pavlic,
2017). S obzirom da otapalo apsorbira veci dio energije zraenja, uporaba vecée koli€ine
otapala dovodi do slabijeg zagrijavanja uzorka, te je u tom slu€aju potrebno povecati snagu

mikrovalova. Premalo otapala opet ograniCava prijenos mase ¢ine€i manji koncentracijski
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gradijent iz Evrste u tekucu fazu. 1z tog razloga ovaj procesni parametar esto se uzima u obzir

pri optimizaciji ove vrste ekstrakcije (Pavli¢, 2017).

Ucinak mijeSanja takoder je izravno povezan s prijenosom mase u otapalo. Snaga mikrovalova
i tlak, posebno u zatvorenim sustavima u izravnoj su vezi s temperaturom, koli¢inom
upotrebljenog uzorka i vr.emenom trajanja ekstrakcije (De la Calle i Costas-Rodriguez, 2017).
Veca snaga mikrovalova povecava prinos ekstrakcije no ujedno mozZe dovesti do degradacije
termolabilnih komponenti kao i izazvati mjestimi€no zagrijavanje u stanicama matriksa, njihovo
razaranje te olak3ati difuziju unutarstani¢nog sadrzaja. Uslijed toga prinos Zeljenih komponenti
moze biti niZi uslijed koekstrakcije balastnih tvari (Chan i sur., 2011; Pavli¢, 2017). Generalno,
efikasnost ekstrakcije poveéava se povecanjem temperature do optimalne vrijednosti nakon
C¢ega se smanjuje pri visim temperaturama. Takoder, pri vi§im temperaturama mogudi su i loSi
prinosi ekstrakcije zbog stvaranja meduprodukata ili moguc¢e degradacije termicki osjetljivih
komponenata poput flavonoida. Prekomjerna izloZenost mikrovalnom zracenju takoder moze
dovesti do gubitka kemijske strukture odredenih aktivnih komponenata. Vrijeme trajanja MAE
relativno je kratko u usporedbi s konvencionalnim tehnikama ekstrakcije ¢ime se ujedno
izbjegava pregrijavanje. Zbog toga je kod duze primjene mikrovalnog zagrijavanja moguce
podijeliti MAE u viSe ciklusa (De la Calle i Costas-Rodriguez, 2017). Na taj je na¢in moguée
provesti potpuno iskoriStenje uzorka a izbje¢i moguéu degradaciju komponenti (Chan i sur.,
2011).

2.6.4.Ekstrakcija primjenom visokonaponskog elektri€nog

praznjenja

Visokonaponsko elektri¢no praznjenje (engl. HVED — High Voltage Electric Discharge) odnosi
se na 4. stanje materije ili djelomi¢no ionizirani plin bez termodinamicke ravnoteze izmedu
visokoenergetskih elektrona i glavnog dijela atoma plina ili molekula Sto rezultira visokim
sadrzajem kinetiCke energije pri nizim temperaturama. Dolazi do emisije energetski nabijenih
Cestica, radikala i fotona pri ¢emu se kidaju kovalentne veze i poti¢u kemijske reakcije. Osim
pri dekontaminaciji hrane (Bursac¢ Kovacevic¢ i sur., 2016; BariSic¢ i sur., 2019), visokonaponsko
elekti€no praznjenje moze se primijeniti za pasteriziranje u proizvodniji voénih sokova kako bi
se oCuvale vrijedne bioaktivne komponente uz istodobno osiguranje mikrobne sigurnosti
(Bursac Kovacevic i sur., 2016; Herceg i sur., 2016) a zamije¢eno je €ak i povec¢anje fenolnih
komponenti nakon ovog tretmana (Herceg i sur., 2016). BariSi¢ i sur. (2019) navode kako je
visokonaponsko elektricno praznjenje moguce Kkoristiti kao predtretman u procesiranju

kakaove ljuske a spominju i autore koji navode mogucnost njegove primjene i u tretiranju
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otpadnih produkata u prehrambenoj industriji kao i ekstrakciji bioaktivnih komponenata,

ve¢inom fenolnih komponenata te proteina iz razli€itih namirnica.

Osnovni principi rada za svaki od ova tri sustava potpuno su identi¢ni — formiranje
visokonaponskog elektricnog praznjenja zbog visokog elektricnog polja, unistenje stanice te
poboljSanje prijenosa mase uzrokovano razli¢itim sekundarnim fenomenima. Jedina razlika je
u strukturi uredaja, posebno elektroda, zbog ¢ega su koncentracije elektricnog polja razli€ite
kod svakog od njih (Li i sur., 2019).

Visokonaponsko elektricno praznjenje jedna je od inovativnih tehnika ekstrakcije koja za
razliku od konvencionalniih metoda ekstrakcije Koristi kraée vrijeme procesiranja, daje veci
prinos i poboljdanu kvalitetu dobivenih produkata, ima kontrolu nad produktima Mailardovih

reakcija te su u konacnici poboljSana funkcionalna svojstva ekstrakata (BariSi¢ i sur., 2019).

2.6.4.1.Parametri koji utje€u na HVED

Efikasnost ekstrakcije potpomognute visokonaponskim elektri€nim praznjenjem ovisi o
nekoliko procesnih parametara poput omjera tekuce/kruto tj. koncentracije otopine, odabira
otapala, protoka otapala, napona, frekvencije i jakosti elektricnog polja, elektroprovodijivosti

medija u kojem se ekstrakcija odvija te vremena ekstrakcije.

Sto je visa vrijednost napona, a udaljenost izmedu elektroda manja, jakost elektri¢nog polja
biti ¢e veca te ¢e doéi do elektricnog praznjenja kao i razaranja stanice te izlaska
unutarstanicnih komponenti (Almohammed i sur., 2017). Veca jakost elektricnog polja osim
toga utje€e i na strukturu odredenih komponenti kao i na njihovu antioksidacijsku aktivnost (Ju
i sur., 2018). Prevelika jakost elektricnog polja uslijed previsokog napona konstantne
frekvencije moze dati smanjeno iskoristenje odredenih komponenti s obzirom na njihovu
mogucu oksidaciju uzorkovanu slobodnim radikalima generiranim intenzivnim elektri¢nim
praznjenjem (Moubarik i sur., 2010). Duze vrijeme trajanja ekstrakcije visokonaponskim
elektri¢nim praznjenjem dovodi do udinkovitijeg razaranja stani¢ne strukture i fragmentiranja
komponenata (Rajha i sur., 2015). No opet, predugim trajanjem ekstrakcije iskoriStenje
fenolnih komponenti mozZe biti manje zbog nastalih radikala (Brianceau i sur., 2016). Takoder,
ako su elektrode izradene od nehrdajuceg Celika, uslijed duze ekstrakcije moguca je migracija
metalnih iona koji opet mogu utjecati na elektroprovodljivost otopine a time i na stupanj
bioloSkog oStecenja materijala. Nadalje, vecli stupanj oSteCenja bioloSkog materijala
omogucuje veci izlazak unutarstanicnih komponenti koje takoder mijenjaju ionski sastav i
elektroprovodljivost otopine (Boussetta i Vorobiev, 2014). Veéim omjerom tekuce/kruto

poboljSana je molekularna difuzija izmedu dvije faze a samim time i uspjesnija ekstrakcija (Xi
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i sur., 2017) dok preveliki omjer mozZe pokazati slabiju antioksidacijsku aktivnost (Barba i sur.,
2015). Odabir otapala ovisi i o topljivosti trazenih komponenti (Cui i sur., 2018). Dodavanjem
odredenih organskih otapala moguce je povecati njihovu topljivost npr. u vodi no potrebno je
voditi raCuna i o tom omijeru, tj. pronaci optimalni omjer vode i organskog otapala kako se ne
bi smanijila elektroprovodljivost otopine (Zhu i sur., 2018). Protok otapala bitan je samo kod
cirkuliraju¢e i kontinuirane ekstrakcije. Veéi protok smanjuje laminarni sloj a samim time i
prijenos mase (Psillakis i Kalogerakis, 2001). Preveliki pak protoci smanjuju iskoristenje zbog

prevelike brzine otopine i nemogucnosti postizanja ravnoteze ekstrakcije (Li i sur., 2019).

2.6.5.Superkriti€éna fluidna ekstrakcija

Superkriti€na fluidna ekstrakcija (engl. Supercritical Fluid Extraction — SFE) predstavlja jednu
od izvrsnih alternativa klasi¢nim postupcima ekstrakcije a razlog tome su brojne prednosti
superkriti¢nog fluida poput bolje difuzije, nize viskoznosti, manje povrSinske napetosti, visoke
selektivnosti, kontrole sposobnosti otapanja superkrititnog fluida promjenom tlaka i
temperature kao i njegovo jednostavno uklanjanje iz dobivenog ekstrakta. Kao superkriti¢ni
fluid najceS¢e se koristi ugljikov dioksid (CO-) koji je netoksi¢an, nezapaljiv, neeksplozivan,
nekorozivan, lako dostupan i jeftin, bez mirisa i boje, uz kriti€nu temperaturu od 31,1°C (Joki¢
i sur., 2011). Superkriticna fluidna ekstrakcija je operacija prijenosa tvari bazirana na €injenici
kako pojedini plinovi postaju izuzetno dobra otapala za odredene vrste kemijskih spojeva u
blizini svoje kriticne toCke tj. u superkritichom podrucju gdje se fluid podvrgava tlaku i
temperaturi blizu ili iznad kriti€¢ne tocke kako bi se poboljSala snaga otapanja mobilne faze
(Aladi¢, 2015) (Slika 14).

4
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Slika 14 Fazni dijagram (tlak-temperatura) za CO; (Joki¢, 2011)
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2.6.5.1.Superkriticni CO-

Otapalo poput superkriticnog CO: je zeleno i ekoloSko otapalo. Opcenito se smatra potpuno
sigurnim otapalom i ima oznaku GRAS (engl. generally recognized as safe). Uzimajuci u obzir
posljedice klimatskih promjena kao $to su globalno zagrijavanje i emisije staklenickih plinova,
potencijalno vece procesiranje CO, dovelo bi do njegove ¢eS3¢e primjene u drugim
industrijama, umjesto njegova otpustanja u atmosferu. Superkriti¢éni CO, (SC-CO;) pogodno je
otapalo za ekstrakciju nepolarnih komponenti dok njegov veliki kvadrupolni moment takoder
omogucava otapanje nekih umjereno polarnih komponenti. Takoder, veca je sposobnost za
otapanje komponenata manje molekularne mase a manja sposobnost otapanja onih
komponenata s ve¢om molekularnom masom. Osim toga, superkritiéni COzima visok afinitet
prema oksigeniranim organskim komponentama srednje molekularne mase. Proteini,
polisaharidi, Seceri i mineralne soli netopivi su u SC-CO-. Mo¢ otapanja stlacenog CO, mozZe
se objasniti u smislu gustoce fluida. Gusto¢a CO; varira od 0,15 do 1,0 g/cm® te se moze
modificirati izmjenom glavnih procesnih parametara, tlaka i temperature. Dodatkom polarnih
kootapala poput etanola i metanola moguce je takoder izmijeniti polarnost superkritiénog fluida
i povecéati njegovu mo¢ otapanja analita od interesa. Kootapalo svakako snazno djeluje sa
topljivom supstancom povecavajuéi ujedno njezinu topljivost (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).
Kriti€na temperatura COzklju€na je za oCuvanje termicki osjetljivin bioaktivnih komponenata u
ekstraktima. SFE svakako omogucuje selektivnu ekstrakciju te frakcionirano odvajanje Zeljenih

komponenata (Cvjetko Bubalo i sur., 2018).

2.6.5.1.1.Parametri koji utje¢u na SC-CO:

Procesni parametri koji utje€u na efikasnost superkriticne CO- ekstrakcije su tlak, temperatura,
vrijeme ekstrakcije, protok otapala, karakteristike otapala (gustoc¢a, viskoznost i difuzivnost),
karakteristike uzorka (oblik, veli€ina €estica, raspodijela veli€ina Cestica kao i poroznost Cestica
i sloja). Na proces ekstrakcije utjeCu i interakcije izmedu otapala i matriksa kao i mogudéi
dodatak kootapala (Reverchon i De Marco, 2006; Wang i Weller, 2006; Pourmortazavi i
Hajimirsadeghi, 2007; Martinez, 2008).

Fluidima u superkriticnom stanju se malim promjenama tlaka i temperature mijenja sposobnost
otapanja bez promjene njegova sastava. Na pocetku, tj. u prvoj fazi, efikasnost ekstrakcije
ovisi 0 topljivosti komponenti u superkritiénom otapalu. Povecanjem tlaka a pri konstantnoj
temperaturi ta topljivost komponenti raste, Sto je izravno povezano s povecanjem gustoce
superkriticnog fluida. Povecanje temperature pak izaziva smanjenje gustoce fluida te

povecanje tlaka pare komponenti. Pri viS§im temperaturama i viS$im tlakovima takoder se
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povecava topljivost komponenti. ,Prijelazni tlak (engl. ,Crossover pressure®) je tlak pri kojem
temperatura nema utjecaja na prinos ekstrakta te je karakteristiCan za svaku komponentu
(efekat ,temperaturna inverzija“). Na vrijednostima tlakova ispod prijelaznog tlaka, povecanjem
temperature smanjuje se gustoca superkriticnog fluida kao i njegova sposobnost otapanja.
Brzina druge faze ekstrakcije uvjetovana je brzinom difuzije $to produzava trajanje procesa
(Chimowitz i sur., 1988; Mukhopadhyay, 2001). Povecanjem protoka CO, povecava se
prijenos mase no prevelikim protokom moguée je smanjenje prinosa zbog kraceg vremena

kontakta kao i nedovoljnog vremena za unutrasnju difuziju (Pavli¢, 2017).

Na ucinkovitost superkriticne CO; ekstrakcije uvelike utje€e i dodatak kootapala, koji se Eesto
dodaje u cilju promjene selektivnosti otapala (De Melo i sur., 2014) a Cije uklanjanje kasnije
moze biti problem ako se radi o toksi€nom organskom otapalu (Reverchon i De Marco, 2006).
Icen i GUrd (2018), Kobori i sur. (2013) te S6kmen i sur. (2018) istakli su bolju topivost
odredenih bioaktivnih komponenti u superkritichom CO- uz primjenu etanola kao kootapala s
obzirom da etanol kao polarno otapalo bolje ekstrahira polarne komponente poput fenolnih.
Osim $to pretjerano usitnjeni materijal moze dovesti do gubitka lakohlapivih komponenti
(Reverchon i De Marco, 2006) dokazano je kako opcenito veli€ina ¢estica ima znatan utjecaj
na brzinu prijenosa tvari tijekom ekstrakcije. Usitnjavanjem materijala povecava se povrsina
kontakta izmedu krute tvari i otapala (u ovom slu€aju CO.) Sto pogoduje prijenosu tvari.
ekstrakcije. U tom slu€aju unutar ekstrakcijskog sloja formiraju se kanali kroz koje prolazi
otapalo koje na kraju uopcée ne dolazi u kontakt s materijalom koji se ekstrahira. Takvi slu€ajevi
Cesta su pojava kod procesa superkriticne ekstrakcije u industrijskom mjerilu (Joki¢, 2011;
Nikolovski 2009).

2.6.6.Ekstrakcija vodom u supkriti€¢nom stanju

Ekstrakcija vodom u supkritiénom stanju (engl. SWE — Subcritical Water Extraction) zelena je
tehnologija Sirokog spektra mogucih primjena u preradi hrane i prirodnih proizvoda vecéinom
zbog svojih jedinstvenih svojstava. Jeftina je te ekoloSki prihvatljivija, selektivnija i brza tehnika
ekstrakcije od konvencionalnih metoda ekstrakcija. Nadalje, niza viskoznost te vece vrijednosti
koeficijenta difuzije i toplinske vodljivosti pri supkriti€énim temperaturama poboljSavaju prijenos
mase i topline (Joki¢ i sur., 2018b). Voda je ekstremno polarno otapalo zbog ¢ega se vec¢inom
koristi za ekstrakciju visokopolarnih komponenata. Nezapaljiva je i netoksiCna te ekoloski
prihvatljiva, lako dostupna i jeftina Sto ju Cini prikladnom u proizvodnji sigurnih ekstrakata bez
tragova toksicnih otapala. Velika polarnost i smanjena selektivnost slabo polarnih i nepolarnih

komponenata glavni je nedostatak vode kao otapala koji se moze prevladati povecanjem
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njezina tlaka i temperature (Brunner, 2014). Supkriticna voda je voda na temperaturama iznad
svoje tocke vrenja (100 °C) i ispod svoje kriticne tocke (374 °C) pri tlaku kod kojeg jo$ uvijek
ostaje u tekuéem stanju (Ramos i sur., 2002). Pri tim uvjetima, voda postaje manje polarna te
time i primjerenija kao zamjena organskim otapalima. Pri temperaturama iznad 374 °C i tlaku

iznad 220 bara, voda se nalazi u superkriticnom stanju (Jokic i sur., 2018b) (Slika 15).

SUPKRITICNO STANJE kritiéna tocka

TEKUCA
FAZA

KRUTA
FAZA

TLAK

TROJNA TOEKA
PLINOVITA FAZA

TEMPERATURA

Slika 15 Fazni dijagram za vodu (Quitain i sur., 2015)

SupkritiCna voda je naime zbog svojih svojstava prikladna za ekstrakciju polarnih i nepolarnih
komponenata. Poveéanjem temperature vode smanjuje se njezina dielektricha kontanstanta,
viskoznost, povrSinska napetost i gusto¢a. Smanjenjem povrSinske napetosti omogucéuje se
vlazenje materijala i otapanje ciljanih komponenata u kracem vremenu. Smanjena viskoznost
takoder poboljSava prodiranje unutar materijala pa tako i brzinu difuzije ¢ime se takoder

skraéuje vrijeme ekstrakcije (Plaza i Turner, 2015).

Primjena ekstrakcije supkriticnom vodom u danasnje je vrijeme sve ¢eSca (Jokic i sur., 2018Db;
Cvjetko Bubalo i sur., 2015). Prihvatljiva je tehnika ekstrakcije vrijednih komponenata poput
aromati¢nih tvari, fenola i antocijana te se zbog toga moze svrstati u grupu efikasnih ,zelenih®
procesnih tehnika u proizvodnji visoko vrijednih sastojaka. SWE selektivno moze ekstrahirati
razliCite komponente pa tako se pri nizim temperaturama ekstrahiraju polarnije komponente
dok se pri vis§im temperaturama ekstrahiraju manje polarne komponente (Cvjetko Bubalo i sur.,
2015).
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2.6.6.1.Parametri koji utje€u na SWE

Procesni parametri koji utjecu na ekstrakciju vodom u supkritiénom stanju su temperatura, tlak,
omjer tekuce/kruto, protok otapala, vrijeme ekstrakcije te veliCina Cestica (Pavli¢, 2017).
Porastom temperature, koja je jedan od kljuénih parametara ucinkovitosti ove vrste ekstrakcije,
smanjuje se povrSinska napetost, viskoznost i dielektricna konstanta vode. Na taj nacin otapalo
brze i bolje prodire u pore uzorka te ostvaruje brZi prijenos mase. Takoder, moguca je
ekstrakcija i nepoZeljnih komponenata $to dodatno oteZava proces prociS¢avanja ekstrakata.
Na gornjim temperaturama samoga procesa moguce su degradacije odredenih komponenti
no to ovisi i 0 vremenu trajanja ekstrakcije (Carr i sur., 2011; Pavli¢, 2017). PoviSen tlak u
kombinaciji s visokom temperaturom takoder utjeCe na bolje prodiranje otapala u pore matriksa
i brzi prijenos mase (Mustafa i Turner, 2011). Protok otapala utjeCe na proces samo kod
polukontinuiranog tipa ekstrakcije vodom u supkritichnom stanju te se u tom slu¢aju povecanjem
protoka dolazi do vecih prinosa. Veci protoci nisu pozeljni ako su Zeljene komponente malih
koncentracija (Gucli-Ustiindag i Mazza, 2008). Vrijeme ekstrakcije ovisi i o drugim
parametrima procesa. Kod Sarzne SWE, dulje vrijeme ekstrakcije ne osigurava uvijek potpuno
iskoristenje Zeljenih komponenata. Takoder, vrijeme ekstrakcije kao parametar procesa Cesto
je povezano s temperaturom i prirodom uzorka, u ovisnosti od termolabilnosti zeljenih
komponenata, a i povecanjem temperature skracuje se vrijeme ekstrakcije (Rovio i sur., 1999).
Naravno, $to je manja veli€ina Cestica uzorka veca je slobodna povrSina za prijenos mase iz
Cvrste u tekuéu fazu Sto veéinom dovodi do vecih prinosa ekstrakcije. Kod Sarzne SWE
presitne Cestice mogu povecati viskozitet ekstrakta te otezati proces filtracije jer mogu brze
zacepiti pore filtera. Kod polukontinuirane SWE pak mozZe doc¢i do smanjenog protoka otapala
kroz ekstraktor (Plaza i Turner, 2015). Omijer tekuce/kruto bitan je procesni parametar kod
ovog tipa ekstrakcije. Kod vecih omjera tekuée/kruto potrebno je vecu koli€inu vode zagrijati i
stlaciti, Sto posljedicno tome znatno povecéava potro3nju tj. cijenu procesa. Zbog toga je od
velike vaznosti odrediti najnizi moguci omjer tekuce/kruto a opet dovoljno visok kako bi pruzio

najve¢e moguce iskoristenje komponenti (Ravber i sur., 2015).

2.7. KONVENCIONALNE METODE EKSTRAKCIJE

Koncepti ekstrakcije datiraju joS daleko u povijest ljudskoga vijeka tijekom kojega su vazni
prirodni sastojci lijekovitih kao i drugih ekonomski vaznih biljaka bili podvrgnuti tretmanu
maceracijom. Maceracija je unatoC prate¢im nedostacima poput neucinkovitog iskoriStenja
Zeljenih sastojaka te dugotrajnosti samoga procesa ostala popularna sve do pojave

Soxhletovog ekstraktora potkraj 17.-og stolje¢a. Soxhlet ekstrakcija (SE) se posljedicno tome
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pocinje Siroko primjenjivati u razli€itim sektorima poput zastite okolisa, farmaciji, proizvodnji
hrane, kemijskoj i agro- industriji te mnogim drugima. Unato¢ brojnim nedostacima ova metoda
ostaje relevantna kao najbolji izbor za ekstrakciju komponenata iz €vrstih uzoraka. Na sli¢ni
nacin i konvencionalna tehnika ekstrakcije tekuée/tekuée takoder zadrzava ,status quo“ poput
SE i to prvenstveno zbog svoje jednostavnosti, jeftinin troSkova aparature kao i zbog
kontinuirane viSestupne ekstrakcije. Ova konvencionalna metoda ekstrakcije nadasve se
koristi pri prociS¢avanju antibiotika, prirodnih produkata, dragocjenih metala, proteina i
ugljikovodika i sl. (Daso i Okonkwo, 2015). Hidrodestilacija kao konvencionalna tehnika
ekstrakcije izdvaja hlapivu frakciju, ne koristi organska otapala i obi¢no traje 6-8 sati. UkljuCuje
glavne fizikalno-kemijske procese: hidrodifuziju, hidrolizu i raspad prilikom primjene visokih
temperatura Sto ograniCava samu primjenu ove metode (Bromberger Soquetta i sur., 2018).
Ucinkovitost bilo koje konvencionalne metode ekstrakcije ovisi o izboru otapala
(Selvamuthukumaran i Shi, 2017).

2.7.1.Soxhlet ekstrakcija

Soxhlet ekstrakcija standardna je tehnika ekstrakcije veé vise od jednog stolje¢a i metode
bazirane na njoj primarne su reference na temelju kojih se mjeri ucinkovitost novonastalih
metoda (LOpez-Bascon i Luque de Castro, 2019). To je kruto/tekuc¢a ekstrakcija Ciji princip se
temelji na kontinuiranom prijenosu analita od interesa iz krutog uzorka u odgovarajuée
organsko otapalo pri visokoj temperaturi procesa (Daso i Okonkwo, 2015). Ova klasi¢na
konvencionalna metoda ekstrakcije prosla je i razliCite modifikacije kako bi se pribliZila novijim
tehnikama ekstrakcije i to skradivanjem vremena ispiranja, upotrebom dodatnih energija te

automatizacijom procesa. Najveci nedostaci SE su:

¢ Dugo trajanje procesa ekstrakcije

Uporaba toksi¢nih organskih otapala

e Visoka temperatura

¢ Nemoguénost muckanja prilikom ekstrakcije $to bi uvelike skratilo proces

e Poslije ekstrakcije potrebno je izvrsiti i korak otparavanja tj. koncentriranje uzorka

¢ Tehnika je ograni¢ena na selektivnost otapala (Lopez-Bascédn i Luque de Castro, 2019)

Prirodni lijekovi davno prije bili su jedina opcija u prevenciji i lije€enju bolesti i to tisucama
godina. Koli€ine bioaktivnih prirodnih sastojaka u takovim lijekovima uvijek su bile i ostale
priliéno male te je u danadnje vrijeme presudno razvijati u€inkovite i selektivhe metode njihove
ekstrakcije i izolacije prvenstveno zbog potreba potrosaca kao i njegove sigurnosti te sigurnosti

okoliSa (Zang i sur., 2018). Tradicionalne metode pokazale su se dugotrajnima i nedovoljno
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ekoloskim u odnosu na alternativne zelene moderne ekstrakcije koje nastoje biti brze,
ekonomicne, odrzive i ekoloski prihvatljive (Ameer i sur., 2017). Medutim, ne postoji
univerzalna ekstrakcijska metoda koja bi bila idealna za svaki polazni materijal i svaki analit
vet¢ je svaka po sebi jedinstvena te ovisi o brojnim parametrima koje je potrebno optimirati
(Azwanida, 2015).

2.8. OPTIMIZACIJA PROCESNIH UVJETA METODOM ODZIVNIH
POVRSINA

Optimizacija se u analitickoj kemiji koristi kako bi se pronasli najprikladniji procesni uvjeti za
odredenu metodu a koji mogu dati najbolje trazene rezultate. Pri optimizaciji se prati utjecaj
jednog parametra u vremenu na eksperimentalni odziv gdje je jedan parametar podlozan
promijeni dok su ostali konstantni. U tu se svrhu koriste multivarijantne statisticke tehnike a
jedna od najvaznijih je metoda odzivnih povrSina (engl. Response Surface Metodology - RSM).
To je skup matematickih i statisti¢kih tehnika temeljenih na polinominalnoj jednadzbi dobivenoj
iz eksperimentalnih podataka koiji bi trebali opisati ponaSanje skupa podataka s ciliem izrade
statisti¢kih vizija. Cilj je istodobno optimizirati razine tih varijabli kako bi se postigla najbolja
ucinkovitost sustava (Bezerra i sur., 2008). S obzirom da na kemijske i biokemijske procese
utjeCu brojni parametri, nije ih moguce bas sve identificirati, no potrebno je odabrati one koji
imaju najveci utjecaj (Bas i Boyaci, 2007). Optimizacija je inae osnovno sredstvo u
inZenjerskim procesima vezanim uz hranu &iji produktivni rad daje vrijedan i prihvatljiv proizvod
(Aladi¢ i sur., 2015). U danasnje je vrijeme RSM Siroko primjenjiva metoda u kemijskim i
biokemijskim procesima za razliCite svrhe te dijeli optimizaciju na tri faze. Prva, preliminarna
faza, ukljuCuje odredivanje nezavisnih parametara i njihovih razina. Druga faza je odabir
eksperimentalnog dizajna uz predvidanje i verifikaciju modela jednadzbe a posljednja je faza
izrada trodimenzionalnih odzivnih povrsina kao funkcija nezavisnih parametara uz odredivanje
optimalnih toCaka. Trodimenzionalna odzivha povrSina prikazuje vezu izmedu odziva i
nezavisnih varijabli. Dok klasicne metode zahtijevaju puno vremena i izradu velikog broja
eksperimenata kako bi se shvatio sustav, RSM nudi veliki broj informacija kroz malo
eksperimenata. Kroz RSM je moguce promatrati medusobnu interakciju neovisnih parametara
na odziv. Ipak, RSM metoda nije primjenjiva na sve kemijske i biokemijske procese bez
ograniCenja ve¢ se koristi za promatranje promjena koje se mogu opisati preko polinomne
jednadzbe drugoga reda (Bas i Boyaci, 2007). Odgovarajuéi odabir RSM dizajna kao i
neovisne varijable i razine faktora znac¢ajno utje€u na ucinkovitost ove metode (Yolmeh i Jafari,
2017). Primarno je dobiti odnos nezavisnih varijabli koje utje€u na zavisnu varijablu preko

odzivne funkcije i shvatiti na koji nacin ¢lanovi modela tj. ulazni faktori utjeCu na promatrani
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odziv. Odabirom odgovarajuceg dizajna eksperimenta definiraju se eksperimenti koji ¢e se
provesti u ispitivanom eksperimentalnom podrucju. Dizajn eksperimenta je tzv. matrica plana
pokusa koja odreduje sve kombinacije za provedbu pokusa te daje kontinuiranu povrsinu koja
spaja visine izmjerenih vrijednosti tj. odzivnu povrSinu. Odzivna funkcija opisuje odzivnu
povrsinu (Slika 16) i prikazuje ovisnost zavisne varijable o ispitivanim nezavisnim varijablama
kao i njihovim interakcijama. Svakoj odzivnoj funkciji moguce je pridruziti odgovarajuéi polinom

i izraGunati koeficijente jednadzbe (Aladi¢, 2015).

Slika 16 Primjer prikaza odzivne povrSine

Nadalje, kod odabira plana pokusa cilj je uz minimalni utro$ak resursa odluciti se za onaj koji
¢e dovoljno dobro opisati promatranu pojavu pa je to ujedno i osnovni problem
eksperimentiranja. Literatura predlaze veé postojece algoritme koji nude rjeSenje problema
okvirnog odabira modela plana pokusa oslanjajuci se na prirodu pojave koja se promatra i zeli

opisati (Aladi¢, 2015; Bas i Boyaci, 2007). NajCeS¢i oblici plana pokusa su:

e Centralno kompozitni plan pokusa (engl. Central composite design, CCD);
e Plosno centrirani kompozitni plan (engl. Face centred composite design, CCF);
e Faktorijalni plan pokusa (engl. Full factorial design, FFD);

o Doehlert pokus (engl. Doehlert design, DD).

Navedeni planovi pokusa razlikuju se obzirom na broj potrebnih pokusa, odabir
eksperimentalnih to€aka te razinu ispitivanih varijabli (Bezzera, 2008). Odabir plana pokusa
ovisi o tome kakvu odzivnu funkciju o€ekujemo. Plan pokusa za modele prvog reda koristi se
samo u slu€ajevima kada se eksperimentalne vrijednosti medusobno zavisnih varijabli mogu

aproksimirati linearnom funkcijom. Kod takvih modela na odzivnu funkciju utje€u samo
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ispitivane nezavisne varijable bez njihove interakcije (npr. faktorijalni dizajn) (Myers i
Montgomery, 1995).

Medutim za aproksimaciju nelinearnih eksperimentalnih podataka koristi se plan pokusa za
modele drugog reda (kvadratni polinom) kao §to su: trofaktorijalni plan pokusa na tri razine,
Box-Behnken-ov plan pokusa, centralno kompozitni plan pokusa. Takvi modeli daju
funkcionalnu zavisnost mjerene varijable o ispitivanim nezavisnim varijablama te njihovoj
interakciji, kao i informaciju o maksimumu ili minimumu funkcije (kvadratni ¢lan polinoma)
(Bezerra i sur., 2008).

2.8.1.Box-Behnkenov plan pokusa

Box-Behnken plan pokusa (engl. Box-Behnken design - BBD), detaljno objadnjen u radu
autora Bas i Boyaci (2007), koridten je za odredivanje optimalnih procesnih uvjeta za sve
zelene tehnike ekstrakcije u ovoj disertaciji. Nezavisne varijable (X, X;...) ispitivane su kako bi
se optimizirao proces ekstrakcije u smislu dobivanja vecih koli€¢ina Zeljenih bioaktivnih
komponenata u ekstraktima uz §to manji broj pokusa. Eksperimentalni podaci uskladeni su

modelom odzivnih povrSina drugog reda prema jednadzbi (1).

k k k=1 k
=1 i=1 =1j=2
i<j
gdje su:
Y —  modeli predvidene odzivne funkcije (metilksantini, fenolne komponente, ukupni fenolni

sadrzaj i antioksidacijska aktivnost u dobivenim ekstraktima kakaove ljuske)

Bo—  konstanta jednadzbe odzivnog polinoma

Bi—  koficijent linearnog ¢&lana jednadzbe odzivnog polinoma
Bi—  koeficijent kvadratnog ¢lana jednadzbe odzivnog polinoma
Bi—  koeficijent ¢lana interakcije jednadzbe odzivnog polinoma

Xi i X - ispitivane nezavisne varijable (procesni uvjeti odredene tehnike ekstrakcije)

Slika 17 prikazuje BBD plan pokusa koji predlaZe odabir toaka eksperimenta kod ispitivanja
utjecaja viSe faktora na tri razine uz mogucnost efikasne procjene koeficijenta matematickih
modela prvog i drugog reda. Ovaj dizajn efikasan je i u€inkovit jer pruza moguénost ispitivanja

od Cak tri do deset varijabli.
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Slika 17 Box Behnken plan pokusa (Yolmeh i Jafari, 2017)

Osnovne karakteristike BBD dizajna zahtjevaju broj eksperimenata prema sljedecoj jednadzbi
(2):
N =2k(k—1) + ¢ (2)
gdje su:
k — broj faktora

Cp — broj ponavljanja eksperimenta u centralnoj tocki.

Nuzno je takoder sve razine faktora svesti na tri razine (-1, 0, 1) s jednakim intervalom izmedu

razina.

2.9. KROMATOGRAFSKE TEHNIKE U ANALIZI EKSTRAKATA

Kromatografske tehnike sluze za odjeljivanje komponenata smjese te za njihovo kvalitativno i
kvantitativho odredivanje. Komponente smjese odjeljuju se ovisno o brzinama kojom ih tekuca
odnosno plinska mobilna faza provodi kroz kolonu stacionarne faze. Kod izbora metode za
odredivanje nekog sastojka u smijesi, potrebno je imati i saznanje o prisutnosti drugih
elemenata/spojeva prisutnih u tom uzorku. Literatura ¢esto ne pruza metode specificne za
analiziranu vrstu uzoraka te izbor ovisi o procjeni analitiCara. Ako postojeci postupci nisu
primjenjivi na uzorak od interesa, potrebno je razmotriti mogu¢nost modifikacije metode, a
ponekad nuzno i razviti potpuno novu metodu. Pri tom treba uzeti u obzir sva kemijska i
fizikalna svojstva analita (Skoog i sur., 1999). Postoji vise vrsta podjele kromatografije dok se
tehnike kromatografije mogu podijeliti na visoko djelotvornu/tlacnu tekuéinsku kromatografiju,
plinsku kromatografiju, kromatografiju na papiru, kromatografiju na koloni i tankoslojnu

kromatografiju (Luxminarayan i sur., 2017).
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Visoko djelotvorna/tlaéna tekucinska kromatografija (engl. High pressure Liquid
chromatography — HPLC) modernija je verzija tekuéinske kromatografije (engl. - Liquid
Chromatography - LC) koja zbog primjene visokog tlaka koristi kraée kolone, ¢ime je analiza
ujedno i brza. Tehnika je vrlo osjetljiva te koristi specificne detektore koji mogu odrediti
nanogramske, pikogramske pa &ak i femtogramske koncentracije. Ne postoji univerzalni
detektor za ovakve vrste analiza ve¢ se zavisno od zeljene komponente uvijek koristi onaj
najprikladniji (Dong, 2006). Izbor detektora ovisi o prirodi uzorka te se naj¢esSée temelji na
apsorpciji ultraljubiCastog ili vidljiva zraCenja. Prednost detektora niza dioda (engl. Diode Array
Detector — DAD) je moguénost istodobnog promatranja vise valnih duljina ¢ime je omogucena

spektroskopija velikih brzina (Skoog i sur., 1999).

Plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography — GC) instrumentalna je analiticka metoda
odjeljivanja komponenata smjese u kojoj je mobilna faza inertni plin koji eluira komponente
smjese iz kolone napunjene stacionarnom fazom (Skoog i sur., 1999). Jedan od naj¢e&cih
detektora koji se koriste u plinskoj kromatografiji je plamenoionizacijski detektor (engl. Flame
lonization Detector — FID). Osim velike osjetljivosti, velikom rasponu linearnog odziva,
jednostavne je izvedbe te je s njime lako rukovati. Primjenjuje se u identifikaciji organskih
spojeva koji sagorjevaju na temperaturi plamena vodik/zrak te dolazi do stvaranja ionskih
meduspojeva i elektrona. Sabirna elektroda privlaci nabijene jedinke a struja nastalih iona ih

pojaCava i biljezi (Skoog i sur., 1999).

2.9.1. Validacija kromatografskih metoda

Validirati metodu znac€i provjeriti tj. dokazati i potvrditi da je ona prikladna za odredenu
namjenu. Prije izvodenja same validacije potrebno je napraviti njezin protokol koji ¢e olak3ati
izvedbu mjerenja. Cilj provodenja postupka validacije metoda, da li razvijenih u laboratoriju ili
normiranih, je osigurati pouzdanost i vierodostojnost analitiCkih rezultata proizaslih iz mjerenja,
kao i komparabilnost dobivenih rezultata. Validacija analiticke metode sastoji se od pracenja
odredenih parametara koji bi mogli utjecati na rezultat i time ugroziti njihovu to¢nost. Potrebno
je sastaviti organizacijski protokol validacije, izvesti mjerenja te rezultate dokumentirati u
izvjeS¢u validacije. Sirove podake mijerenja takoder je potrebno pohraniti jer su oni dokazni
materijal sljedivosti podataka. Za bilo koji osnovni rad, odredivanje ili izdavanje rezultata bitno
je izvrsiti validaciju ili barem djelomi¢nu validaciju pojedinog parametra i te podatke takoder
pohraniti kao izvjeSc¢e. lzvjeS¢e validacije mora sadrzavati bitne informacije do kojih se dolazi
slijededi propisane parametre validacije, Sto osigurava pouzdan rezultat. Parametri validacije
ukljuCuju specificnost/selektivnost, linearnost, podrucje linearnosti, preciznost, tocnost,

robustnost metode kao i granice detekcije i kvantifikacije. Protokolom validacije odreduju se

38



2. Teorijski dio

kljuéni parametri kao i odredenim kriterijima prihvatljivosti koje odreduje analitiCar s obzirom
na zahtjeve pojedine metode. Postupak validacije ili djelomi¢nu validaciju potrebno je ponoviti
i revalidirati nakon izmjena u metodi rada (npr. promjena tipa kolone, aparata, pomicanja
aparata s jednog mjesta na drugo) i to prema procjeni analitiCara. U slu€aju pojave vecih
odstupanja u ocitanju standarda od zahtjeva pojedine metode preporuke su vezane za
provjeru parametara prikladnosti sustava. Svaka laboratorijska metoda kojom se odreduje
trazeni analit u odredenom uzorku treba biti validirana s procijenjenom mjernom nesigurnoscéu
Sto znaci da je prikladna za postojec¢u namjenu, potvrdena, te da osigurava dobre i prihvatljive
rezultate. Svaki zaklju€ak o validiranoj metodi mora biti dokumentiran i pratiti sljedivost kako

bi se u svakom trenutku moglo dokazati valjanost dobivenih rezultata (HMD, 2006).
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3.1. ZADATAK

Zadatak rada bio je:

= Prikupljanje uzoraka: kakaova ljuska nabavljena je iz tvornice Kandit d.o.o. (Osijek).

e Priprema materijala za ekstrakciju - usitnjavanje uzoraka s ciliem povecanja povrSine
uzorka (POLYMIXR LAB MILL PX-MFC 90 D, KINEMATICA GmbH).

e Klasiranje prosijavanjem na standardnoj seriji sita (Retsch AS 200, Njemacka);

utvrdivanje raspodjele veli€ine Cestica.

o Ekstrakcija bioaktivnih komponenata iz kakaove ljuske primjenom standardne Soxhlet
metode.

o Ekstrakcija bioaktivnih komponenata iz kakaove ljuske potpomognuta ultrazvukom uz
pomo¢ ultrazvuéne kupelji. Ispitivanje utjecaja parametara ekstrakcije (temperature,
vremena ekstrakcije, snage ultrazvuka i omjera tekuce/kruto) na udio bioaktivnih

komponenti u dobivenim ekstraktima.

e Provedba probira sa 16 razlicitih eutekti¢kih smjesa na bazi kolin-klorida za pronalazak
odgovarajuce eutekticke smjese za ekstrakciju bioaktivnih komponenata iz kakaove
ljuske. Ekstrakcija bioaktivnih komponenata iz kakaove ljuske pomocu izabranog
eutektiCkog otapala te ispitivanje utjecaja parametara ekstrakcije (udjela vode u
eutektiCkoj smjesi, vremena ekstrakcije i temperature) na udio bioaktivnih

komponenata u dobivenim ekstraktima.

e Ekstrakcija eutektiCkim otapalima bioaktivnih komponenata iz kakaove ljuske
potpomognuta mikrovalovima te ispitivanje utjecaja parametara ekstrakcije (udjela
vode u eutektiCkoj smjesi, vremena ekstrakcije i temperature) pri konstantnoj snazi

mikrovalova na udio bioaktivnih komponenti u dobivenim ekstraktima.

o Ekstrakcija  bioaktivnih  komponenata iz kakaove ljuske potpomognuta
visokonaponskim elektricnim praznjenjem te ispitivanje utjecaja parametara ekstrakcije
(vremena ekstrakcije, omjera tekuce/kruto i frekvencije) na udio bioaktivnih komponenti

u dobivenim ekstraktima.

e Ekstrakcija bioaktivnih komponenata iz kakaove ljuske s CO2 u superkriticnom stanju
te ispitivanje utjecaja parametara ekstrakcije (tlak, temperatura, vrijeme) na udio

bioaktivnih komponenti u dobivenim ekstraktima.
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e Ekstrakcija bioaktivnih komponenata iz kakaove ljuske vodom u supkritiénom stanju te
ispitivanje utjecaja parametara ekstrakcije (temperature, vremena ekstrakcije i omjera

tekuce/kruto) na udio bioaktivnih komponenti u dobivenim ekstraktima.

¢ Razvoj prikladne HPLC metode za odredivanje ciljanih bioaktivhih komponenata u

ekstraktima kakaove ljuske.

o |dentifikacija i kvantifikacija metilksantina (teobromina, teofilina i kofeina), fenolnih
komponenti (galne kiseline, epikatehina, epigalokatehina, katehina, klorogenske
kiseline, kafeinske kiseline i vanilina) te 5-HMF-a u dobivenim ekstraktima kakaove
ljuske primjenom visoko djelotvorne/tlatne tekucinske kromatografije sa detektorom s
nizom dioda (HPLC-DAD).

o |dentifikacija i kvantifikacija masnih kiselina u ekstraktima dobivenim superkriticnim CO»
i Soxhlet metodom pomoéu plinske kromatografije sa plameno-ionizacijskim
detektorom (GC - FID).

e QOdredivanje ukupnog fenolnog sadrzaja te antioksidacijske aktivnosti dobivenih

ekstrakata primjenom spektrofotometrijskih metoda.

e Statisticka obrada eksperimentalno dobivenih podataka i optimizacija odabranih
inovativnih tehnika ekstrakcija primjenom metode odzivnih povrSina koristenjem

programa Design Expert®.

3.2. MATERIJALI

3.2.1.Kakaova ljuska

Uzorak kakaove ljuske (Slika 18) nabavljen je iz tvornice Kandit d.o.0. (Osijek) u lipnju 2017.
godine. Kakaovac koji se koristi pri proizvodnji Cokolade nabavlja se iz Gane i Obale Bjelokosti
te pristize u tvornicu u jutenim vrecama od 62 kg te prije prerade prolazi kontrolu kvalitete.
Nakon CiS¢enja kakaovog zrna od vanjskog sloja zrna i nezeljenih necisto¢a kakaovo zrno se
przi na temperaturama od 132-135 °C Sto dovodi do nastanka specificne arome. Slijedi

drobljenje u drobilici gdje se odvaja kakaova ljuska i klica od jezgre kakaovog zrna.
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Slika 18 Kakaova ljuska koristena u istrazivanju

3.2.2.Kemikalije i standardi

Kod pripreme uzoraka za analizu koristeni su:

¢ demineralizirana voda iz sustava za obradu vode nanofiltracijom/reverznom osmozom,
Enviro Tech d.o.o. (Kikinda, Srbija)

e Ultracista Millipore voda, 0,054 ps/cm iz aparata Simpak®, Simplicity 185 (Molsheim,

Francuska).

Za odredivanje sastava masnih kiselina koriStena je smjesa estera masnih Kiselina:
SupelcoTM 37 Component FAME Mix (engl. FAME — Fatty Acid Methyl Ester) (Bellefonte,
Pennsylvania, SAD).

Za superkriticnu CO; ekstrakciju koristen je CO- Cistoce 99,97%, proizvodata Messer Croatia
Plin (Osijek, Hrvatska).

Za pripremu eutektickih smjesa koristeni su:

O

Kolin-klorid, 299%, Acros Organics (Belgija)

Acetamid, ~99%, Cisti, Acros Organics (Belgija)
Butan-1,4-diol, 99%, Acros Organics (Belgija)
Etan-1,2-diol, 99,5%, Carlo Erba Reagents (Spanjolska)
D - Fruktoza, p.a., Gram mol d.o.0. (Hrvatska)

Glicerol, 99,5%, Gram mol d.o.o. (Hrvatska)

D(+)-Glukoza, bezvodna, p.a., Gram mol d.o.0. (Hrvatska)
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Jabucna kiselina, 99%, Acros Organics (Belgija)

Ksilitol, 299%, Acros Organics (Belgija)

Levulinska kiselina, 298%, Acros Organics (Belgija)
Limunska kiselina monohidrat, p.a., T.T.T. d.o.0. (Hrvatska)
Malonska kiselina, 99% (Sigma Aldrich, Njemacka)
Mlije€na kiselina, 88%, T.T.T. d.o.o. (Hrvatska)

Oksalna kiselina, bezvodna, 98%, Acros Organics (Belgija)
Sorbitol, Fischer Scientific (Velika Britanija)

Urea, p.a., Gram mol d.o.o. (Hrvatska)

L(+)-Vinska kiselina, Fischer Scientific (Velika Britanija).

Pri HPLC analizi koriStena su:

O

O

Organska otapala HPLC ¢&isto¢e (mravlja kiselina, metanol, acetonitril)
kupljena od proizvoda¢a Baker J.T. (Milano, Italija)

Teobromin, 10 mg, 99,6% Cisto¢e, ChromaDex (SAD)

Kofein, 0.25 g, 99.8% Cistoc¢e, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Njemacka)
Teofilin, Cistoce 99%, Acros Organics (Geel, Belgija)

Galna kiselina, 250 g, Cisto¢e 99%, Merck (Njemacka)

Klorogenska kiselina, Cisto¢e 97,2%, Dr. Ehrenstorfer GmbH (Njemacka)
Epigalokatehin, 5 mg, Merck (Njemacka)

Kafeinska kiselina, 298,0% HPLC, Merck (Njemacka)

Vanilin, 98%, Merck (Njemacka)

Katehin, 99% cisto¢e, Merck (Njemacka)

Epikatehin, 10 mg, 97% cCisto¢e, Merck (Njemacka)
5-Hidroksimetilfurfural, 1 g, 98% cisto¢e, Acros Organics™ (Belgija).

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti primjenom DPPH metode koridten je DPPH (1,1 —

difenil —pikrilhidrazil) dobavljen od proizvodaca Sigma Aldrich (SAD).

Za odredivanje ukupnog fenolnog sadrzaja koristeni su:

e Folin-Ciocalteu reagens, Kemika d.o.0. (Hrvatska)

e Na,COsz, Gram-mol d.o.o. (Hrvatska).
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3.3. METODE

3.3.1.Priprema uzorka za ekstrakciju

Prije provodenja procesa eksttrakcije uzorak kakaove ljuske se usitnio na laboratorijskom
mlinu IKA All Basic s ciliem povec¢anja povrSine uzorka. Klasiranje usithjenog uzorka
prosijavanjem provelo se na standardnoj seriji sita (Retsch AS 200, Njemacka) kako bi se
utvrdila raspodjela veli¢ine Cestica te odredio srednji promjer Cestica (d) a koji je izraCunat
prema jednadzbi (3) (Vidovi¢, 2011):

-2 (2)

gdje su: d — srednji promjer €estica; m; — maseni udio i-te frakcije (%); di —srednji promjer i-te

frakcije (mm)

3.3.2.Ispitivane tehnike ekstrakcije
3.3.2.1.Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Ekstrakcija bioaktivnih komponenata iz kakaove ljuske potpomognuta ultrazvukom radena je
na ultrazvuénoj kupelji ELMA, Elmasonic P 120 H (Elma Schmidbauer GmbH, Njemacka).
Nakon usitnjavanja i odvage 1 g kakaove ljuske, pripremile su se razli€ite koncentracije

uzoraka za ekstrakciju uz dodatak vode kao otapala.

U Tablici 2 prikazane su kodirane i nekodirane razine nezavisnih varijabli koristenih u RSM
dizajnu u procesu ekstrakcije potpomognute ultrazvukom. Ekstrakcija je provedena pri
frekvenciji 37 kHz u sweep modu za homogenu raspodjelu ultrazvu¢nih valova unutar vodene
kupelji. Provedeno je dvadesetdevet eksperimenata, ukljuCujuéi pet ponavljanja, prema RSM
metodi i BBD planu pokusa a ispitivao se utjecaj temperature, vremena ekstrakcije, omjera
tekuce/kruto te snage ultrazvuka na iskoriStenje bioaktivnih komponenti u dobivenim
ekstraktima kakaove ljuske. Uvjeti ekstrakcije potpomognute ultrazvukom prikazani su u

Tablici 3. Pri zavr8etku ekstrakcije uzorci su filtrirani te se filtrat koristio u daljnjim analizama.

Tablica 2 Kodirane i nekodirane razine nezavisnih varijabli koriStenih u RSM dizajnu u
procesu ekstrakcije potpomognute ultrazvukom

Nezavisna varijabla Oznaka Razina
Donja (-1) Centralna (0) Gornja (+1)
Temperatura ( °C) X1 40 60 80
Vrijeme (min) X2 30 60 90
Omijer tekuce/kruto (mL/g) X3 10 30 50
Snaga (%) Xa 30 50 70

45



3. Eksperimentalni dio

Tablica 3 Eksperimentalni uvjeti ekstrakcije bioaktivnih komponenata iz kakaove ljuske
potpomognute ultrazvukom prema BBD

Broj Omijer tekuée/kruto
eksperimenta Temperatura (°C) Vrijeme (min) (mL/g) Snaga (%)
1 40 60 30 30
2 60 90 30 70
3 40 60 10 50
4 40 90 30 50
5 60 60 30 50
6 40 60 30 70
7 60 90 10 50
8 80 60 30 70
9 60 60 30 50
10 60 30 30 70
11 40 60 50 50
12 80 90 30 50
13 60 60 30 50
14 60 60 50 30
15 60 60 30 50
16 60 60 50 70
17 60 30 10 50
18 40 30 30 50
19 60 30 30 30
20 60 60 10 70
21 60 90 30 30
22 80 30 30 50
23 60 90 50 50
24 60 60 30 50
25 80 60 50 50
26 80 60 30 30
27 60 60 10 30
28 60 30 50 50
29 80 60 10 50

3.3.2.2.Ekstrakcija eutektickim otapalima

Sesnaest razliitih smjesa eutektickih otapala na bazi kolin-klorida pripremljene su za potrebe
probira (engl. ,screening®) kako bi se odabrala najpogodnija smjesa za ekstrakciju bioaktivnih
komponenata iz kakaove ljuske. Pri tome se kolin-klorid kao akceptor vodika (engl. ,hydrogen
bond acceptor” - HBA) kombinirao s razli€itim donorima vodika (engl. ,hydrogen bond donors*
- HBD) kako je prikazano u Tablici 4. EutektiCke smjese pripremljene su mijeSanjem i
zagrijavanjem na temperaturi do 80 °C kroz sat vremena do nastanka prozirne tekucine te su
se kao takve koristile u daljnjim eksperimentima (Slika 19).

Za potrebe probira, u mikroepruvetu je odvagano 50 mg usithjene kakaove ljuske te dodano 1
mL pripremljenog otapala (10% ili 50% H>O/DES smjese). Ekstrakcije su provedene pri 50 °C
tijekom 60 minuta uz mijeSanje nakon &ega su ekstrakti centrifugirani i odekantirani te se

ekstrakt koristio za daljnje analize. U Tablici 5 prikazane su kodirane i nekodirane razine
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nezavisnih varijabli koristenih u RSM dizajnu u procesu ekstrakcije eutektickim otapalima.
Nadalje, nakon $to je odabrana najpogodnija eutektiCka smjesa za ovu vrstu ekstrakcije (kolin-
klorid-oksalna kiselina i voda), provedeno je sedamnaest eksperimenata, ukljuCujuéi pet
ponavljanja, prema RSM metodi i odabranom BBD planu pokusa (Tablica 6). Nakon
usitnjavanja kakaove ljuske, odvagano je 50 mg uzorka te je dodano 1 mL pripremljenog
odabranog DES otapala s razli¢itim udjelima H2O. Ispitivao se utjecaj temperature, vremena
ekstrakcije te omjer udjela vode u eutektickim smjesama na iskoriStenje bioaktivnih

komponenata u dobivenim ekstraktima.

Tablica 4 Lista DES otapala koristenih za ekstrakciju bioaktivninh komponenata iz kakaove

ljuske
Komponente Molarni omjer
RB Skaéenica HBAs HBDs (HBA:HBD)
1. ChCI-AA Acetamid 1.2
2. ChCI-BD Butan-1,4-diol 1:2
3. ChCI-EG Etan-1,2-diol 1:2
4, ChCI-Fru Fruktoza 1:1
5. ChCI-Gly Glicerol 1:2
6. ChCI-Glu Glukoza 1:1
7. ChCI-MA Jabucéna kiselina 1.1
8. ChCI-Xy ] ] Ksilitol 1.1
9. ChCI-LeA Kolin-klorid Levulinska kiselina 11
10. ChCI-CA Limunska kiselina 1.2
11. ChClI-Mal Malonska kiselina 1.1
12. ChCI-LA Mlije¢na kiselina 1:1
13. ChCI-OA Oksalna kiselina 1:1
14. ChCI-Sor Sorbitol 11
15. ChCI-U Urea 1:2
16. ChCI-TA Vinska kiselina 1.1

AA-Acetamid; BD-Butan-1,4-diol; EG-Etan-1,2-diol; Fru-Fruktoza; Gly-Glicerol; Glu-Glukoza; MA-Jabuc&na kiselina;
Xy-Ksilitol; LeA-Levulinska kiselina; CA-Limunska kiselina; Mal-Malonska kiselina; LA-Mlije¢na kiselina; OA-
Oksalna kiselina; Sor-Sorbitol; U-Urea; TA-Vinska kiselina

Slika 19 Priprema eutekti¢cke smjese kolin-klorid-oksalna kiselina (lijevo), ekstrakcija
bioaktivnih komponenata iz kakaove ljuske u razli¢itim udjelima eutekti¢kog otapala i vode
(desno)
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Tablica 5 Kodirane i nekodirane razine nezavisnih varijabli koriStenih u RSM dizajnu u
procesu ekstrakcije eutektickim otapalima

Nezavisna varijabla Oznaka - Razina -
Donja (-1) Centralna (0) Gornja (+1)
Temperatura ( °C) Xi 30 60 90
Vrijeme ekstrakcije (min) X 5 10 15
Udio vode (%) X3 10 30 50

Tablica 6 Eksperimentalni uvjeti ekstrakcije bioaktivnin komponenata iz kakaove ljuske
primjenom eutektickog otapala (kolin-klorid-oksalna kiselina i voda) prema BBD

Broj eksperimenta T (°C) t (min) udio vode (%)
1 920 15 30
2 60 10 30
3 60 10 30
4 90 10 10
5 60 15 50
6 90 5 30
7 60 5 10
8 60 10 30
9 60 10 30
10 60 10 30
11 60 5 50
12 60 15 10
13 30 10 10
14 90 10 50
15 30 15 30
16 30 5 30
17 30 10 50

3.3.2.3.Ekstrakcija eutektickim otapalima potpomognuta
mikrovalovima

Za ekstrakciju bioaktivnin komponenata iz kakaove ljuske eutektickim otapalima
potpomognutu mikrovalovima (engl. Deep Eutectic Solvent Extraction Coupled With
Microwave Extraction — DES/MAE) primjenila se najpogodnija DES smjesa kolin-klorid:oksalna

kiselina (1:1), dobivena probirom 16 razli€itih eutektiCkih smjesa (poglavlje 3.3.2.2.).

Koristeni mikrovalni uredaj za ekstrakciju i sintezu koristi ukupnu snagu duplog magnetrona
od 1900 W §to ujedno i omoguéuje jednakomjernu raspodjelu snage. Uredaj pruza mogucnost
odabira kontinuirane ili pulsne mikrovalne emitirane snage u rasponu od 0 do 1800 W. Rotor

uredaja je podijelien po segmentima sa 15 pozicija za PTFE (politetrafluoroetilen) posude
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volumena od 100 mL koji su prilagodeni za rad na temperaturama do 300 °C. Uredaj takoder
sadrzi senzor za direktnu kontrolu i pracenje temperature u referentnoj posudi s prikazom u
realnom vremenu i moguc¢noS¢u biljezenja podataka. Sustav se kontrolira preko softverski

vodenog kontrolera osjetljivog na dodir.

Odvagano je 500 mg usitnjene kakaove ljuske u visokotlacnu posudu mikrovalnog ekstraktora
uz dodatak 10 mL otapala (10, 30 ili 50% H>O/DES smjese). U Tablici 7 prikazane su kodirane
i nekodirane razine nezavisnih varijabli koridtenih u RSM dizajnu u procesu ekstrakcije
eutektiCkim otapalima potpomognute mikrovalovima. Svi eksperimenti provedeni su pri
identi€nim uvjetima kao i ekstrakcija eutektickim otapalima uz mijeSanje (3.3.2.2.) &to je
prikazano u Tablici 8. Ekstrakcija bioaktivhih komponenata iz kakaove ljuske eutekti¢kim
otapalima potpomognuta mikrovalovima odradena je u mikrovalnom ekstraktoru (Milestone
flexiWAVE, ltalija) (Slika 20), a ispitivan je utjecaj temperature, vremena ekstrakcije i udjela
vode na iskoriStenje bioaktivnin komponenata u dobivenim ekstraktima. Nakon provedene

ekstrakcije, uzorci su centrifugirani i odekantirani te se dekant koristio za daljnje analize.

Slika 20 Mikrovalni ekstraktor (Milestone flexiWAVE, Italija)

Tablica 7 Kodirane i nekodirane razine nezavisnih varijabli koristenih u RSM dizajnu u
procesu ekstrakcije eutektickim otapalima potpomognute mikrovalovima

Nezavisna varijabla Oznaka - Razina -
Donja (-1) Centralna (0) Gornja (+1)
Temperatura ( °C) Xi 30 60 90
Vrijeme ekstrakcije (min) X 5 10 15
Udio vode (%) X3 10 30 50
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Tablica 8 Eksperimentalni uvjeti ekstrakcije bioaktivnih komponenata iz kakaove ljuske
eutektiCkim otapalima potpomognute mikrovalovima* prema BBD

Broj eksperimenta T (°C) t (min) udio vode (%)
1 90 15 30
2 60 10 30
3 60 10 30
4 90 10 10
5 60 15 50
6 90 5 30
7 60 5 10
8 60 10 30
9 60 10 30
10 60 10 30
11 60 5 50
12 60 15 10
13 30 10 10
14 90 10 50
15 30 15 30
16 30 5 30
17 30 10 50

*Sve ekstrakcije su provedene pri konstantnoj snazi mikrovalova od 600 — 800 W

3.3.2.4.Ekstrakcija primjenom visokonaponskog elektri€nog

praznjenja

Ekstrakcija bioaktivnin  komponenata

iz kakaove

ljuske primjenom visokonaponskog

elektri¢nog praznjenja provedena je na novokonstruiranom uredaju (SFE Systems Ltd., Osijek)

na Prehrambeno-tehnoloskom fakultetu Osijek (Slika 21) a ispitivani su utjecaj omjera

tekuce/kruto, frekvencije te vremena ekstrakcije na iskoriStenje bioaktivnih komponenata u

dobivenim ekstraktima prema RSM metodi i BBD planu pokusa. Novokonstruirani uredaj za

generiranje visokonaponskog elektricnog praznjenja sastoji se od Sest komponenti:

e Visokonaponskog generatora koji je ujedno i izvor visokog napona od 30 kV te

maksimalnog iznosa struje 10 mA. Snaga generatora maksimalno iznosi 120 W dok je

napon je istosmjeran.

o Spremnika energije gdje se skladisti energija koja se kasnije prazni u obliku izboja

unutar komore. Kondenzator omogucava skladiStenje energije a ovisno 0 njegovom

kapacitetu i naponu moguce je odrediti koli€inu energije koja je skladistena.

¢ Visokonaponske sklopke koja osigurava praznjenje spremnika energije (kondenzatora)

u komoru, u odredenom intervalu.

e Komore koja sadrzi uzorak koji se tretira.

e Automatike koja osigurava rad uredaja bez nadzora i potrebe za ru¢nim upravljanjem.
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¢ Upravljata pomocu kojega je omogucéeno upravljanje uredajem sa sigurne udaljenosti.
Sastoji se od tipki za pokretanje zaustavljanje kao i tipki za podeSavanje frekvencije i

vremena trajanja procesa.

Nakon usitnjavanja kakaove ljuske, odvagano je 1 g uzorka te je dodana voda u razli€itim
omjerima kako bi se pripremile razliite koncentracije uzorka za ekstrakciju. U Tablici 9
prikazane su kodirane i nekodirane razine nezavisnih varijabli koristenih u RSM dizajnu u
procesu ekstrakcije primjenom visokonaponskog elektricnog praznjenja. Pripremljen uzorak
poloZio se u uredaj za generiranje visokonaponskog elektricnog praznjenja te je provedena
ekstrakcija pri uvjetima prikazanim u Tablici 10. Nakon provedene ekstrakcije uzorak se

filtrirao, te se ekstrakt koristio za daljnje analize.

TR, R

Slika 21 Uredaj za generiranje visokonaponskog elektricnog praznjenja (SFE Systems Ltd.)

Tablica 9 Kodirane i nekodirane razine nezavisnih varijabli koriStenih u RSM dizajnu u
procesu ekstrakcije primjenom visokonaponskog elektri€nog praznjenja

Nezavisna varijabla Oznaka - Razina -
Donja (-1) Centralna (0) | Gornja (+1)
Omijer tekuce/kruto (mL/g) Xi 10 30 50
Frekvencija (Hz) X2 40 70 100
Vrijeme (min) X3 30 60 90
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Tablica 10 Eksperimentalni uvjeti ekstrakcije bioaktivhih komponenata iz kakaove ljuske
primjenom visokonaponskog elektri€nog praznjenja prema BBD

Broj eksperimenta Omjer Frekvencija (Hz) Vrijeme (min)
tekuée/kruto
(mL/g)
1 30 40 30
2 30 70 60
3 30 70 60
4 30 100 30
5 30 70 60
6 30 70 60
7 30 70 60
8 50 40 60
9 30 100 90
10 50 100 60
11 10 40 60
12 10 100 60
13 30 40 90
14 50 70 30
15 50 70 90
16 10 70 90
17 10 70 30

3.3.2.5.Ekstrakcija superkriti€nim CO-

Ekstrakcija bioaktivnih komponenata iz kakaove ljuske superkriticnim CO- provedena je na
uredaju na Prehrambeno tehnoloSkom fakultetu u Osijeku Cija je procesna shema prikazana
na Slici 22, a ispitivao se utjecaj tlaka, temperature i vremena ekstrakcije na iskoristenje
bioaktivnih komponenata u dobivenim ekstraktima. Dijelovi ovog ekstraktora su od
nehrdajuceg Celika AISI 316Ti i AISI 304. Tlak u ekstraktoru kontroliran je s dva WIKA
manometra (model 212.20) od 60 MPa dok je tlak u separatoru kontroliran s jednim WIKA
manometrom (model 212.20) od 4 MPa. Protok CO; kontroliran je preko Matheson FM-1050
(E800) mjeraca protoka. Elektri¢ni grija€ od staklenih vlakana kontroliranih s centraliziranim
sustavom grije ekstraktor uz kontrolu temperature PID regulatorom s lag delay kompenzacijom
zbog velike mase ekstraktora. Ulaz CO- u ekstraktor grije se pomocu izmjenjivaca topline, Sto
je omoguceno sustavom za grijanje vode. Pumpa koja se koristi za tlaenje tekuéeg CO: je
marke Haskel ®MS-71.

Odvagano je 100 g usitnjene kakaove ljuske te polozeno u ekstraktor nakon €ega je uslijedila
ekstrakcija. Protok CO; koriSten pri svim ekstrakcijama je bio konstantan i iznosio je 2 kg/h. U
Tablici 11 prikazane su kodirane i nekodirane razine nezavisnih varijabli koristenih u RSM
dizajnu u procesu ekstrakcije superkriticnim CO.. Uvjeti ekstrakcije superkriticnim CO»
prikazani su u Tablici 12. S obzirom da su dobiveni ekstrakti bili u poluévrstom stanju, za

daljnje su se analize pripremili razrijedivanjem s vodom u omjeru 1:10.
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Slika 22 Procesna shema uredaja za superkriticnu CO- ekstrakciju (Aladi¢, 2015)

1. Kompresor; 2. Spremnik; 3. Izmjenjivac topline od nehrdajuceg Celika; 4. Rashladna kupelj; 5. Zrakom
pogonjena hidraulicna pumpa Haskel MS-71; 6. Ventili (B-HV); 7. Manometri; 8. Ekstraktor; 9. Separator; 10.
Vodena kupelj; 11. Centralizirani sistem grijaca od staklenih vlakana; 12. Mjera¢ protoka

Tablica 11 Kodirane i nekodirane razine nezavisnih varijabli koristenih u RSM dizajnu u
procesu ekstrakcije superkritiénim CO;

. " Razina
Nezavisna varijabla Oznaka . .
Donja (-1) Centralna (0) Gornja (+1)
Tlak (bar) X3 100 200 300
Temperatura (° C) Xi 40 50 60
Vrijeme ekstrakcije (min) X 30 75 120

Tablica 12 Eksperimentalni uvjeti ekstrakcije superkriti€nim CO; bioaktivnih komponentata iz
kakaove ljuske prema BBD

Broj ekperimenta Tlak (MPa) Temperatura (°C) Vrijeme (min)
1 200 40 30
2 300 50 30
3 100 50 30
4 300 40 75
5 200 50 75
6 200 60 30
7 200 50 75
8 100 50 120
9 300 50 120

10 200 50 75
11 200 50 75
12 100 40 75
13 100 60 75
14 200 60 120
15 200 40 120
16 300 60 75
17 200 50 75
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3.3.2.6. Ekstrakcija vodom u supkritiénom stanju

Ekstrakcija bioaktivnih komponenata iz kakaove ljuske vodom u supkritichom stanju odradena
je na laboratorijskom ekstraktoru za ekstrakciju supkritichom vodom (Parr Instrument
Company, USA) (Slika 23), a ispitivao se utjecaj temperature, viemena ekstrakcije te omjera
tekuce/kruto na iskoriStenje bioaktivnih komponenata u dobivenim ekstraktima. U Tablici 13
prikazane su kodirane i nekodirane razine nezavisnih varijabli koristenih u RSM dizajnu u

procesu ekstrakcije vodom u supkriticnom stanju. Uvjeti ekstrakcije prikazani su u Tablici 14.

Slika 23 Ekstraktor s vodom u supkritiénom stanju (Parr Instrument Company, USA)

Nakon usitnjavanja kakaove ljuske, odvagano je 1 g uzorka te je dodana voda u razli€itim
omjerima kako bi se pripremile razlicite koncentracije. Ovako pripremljen uzorak poloZio se u
Sarzni reaktor od 75 m, dizajniran za rad do maksimalne temperature od 540 °C te tlaka do
580 bara. Pri ekstrakciji, reaktor se zagrijavao a smjesa mijeSala pri 600 rpm. Plin CO; koristio
se za kontrolu tlaka te ukanjanje prisutnog kisika kako bi se izbjegle reakcije oksidacije. Nakon
provedene ekstrakcije, reaktor se odmah hladio u ledenoj kupelji a sadrzaj filtrirao vakuum

filtracijom. Filtrat tj. dobiveni ekstrakt koristio se u daljnjoj analizi.

Tablica 13 Kodirane i nekodirane razine nezavisnih varijabli koristenih u RSM dizajnu u
procesu ekstrakcije vodom u supkriticnom stanju

. " Razina
Nezavisna varijabla Oznaka . _
Donja (-1) Centralna (0) Gornja (+1)
Temperatura (° C) Xi 120 170 220
Vrijeme ekstrakcije (min) X 15 45 75
Omjer tekuce/kruto (mL/g) X3 10 20 30
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Tablica 14 Eksperimentalni uvjeti ekstrakcije bioaktivnih komponenata iz kakaove ljuske
vodom u supkriticnom stanju

ekspgrricr)TJ]enta Temperatura (°C) Vrijeme (min) Omjer tekuce/kruto (mL/g)
1 170 45 20
2 120 75 20
3 170 45 20
4 170 75 30
5 120 45 30
6 170 75 10
7 120 45 10
8 220 45 10
9 120 15 20
10 170 15 10
11 170 45 20
12 170 45 20
13 170 15 30
14 170 45 20
15 220 45 30
16 220 15 20
17 220 75 20

3.3.2.7. Soxhlet ekstrakcija

Udio ulja tj. masti kakaove ljuske odreden je u aparaturi po Soxhletu koji se sastoji od hladila,
ekstraktora, tuljka i tikvice (Inkolab d.o.o., Zagreb, Hrvatska) (Slika 24). Nakon usitnjavanja
kakaove ljuske, odvagano je 5 g uzorka te ekstrahirano sa 120 mL heksana kao organskog
otapala na vodenoj kupelji temperature 100 °C (HRN I1SO 6492:2001). Ekstrakcija je izvrSena

u tri ponavljanja.

Slika 24 Aparatura po Soxhletu (Inkolab d.o.o., Zagreb, Hrvatska)
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3.3.3. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

3.3.3.1. Odredivanje sposobnosti hvatanja slobodnih radikala

Antiradikalna aktivnost dobivenih ekstrakata odredena je primjenom opisanog DPPH postupka
u radu Jokic i sur. (2016) na UV/Vis spektrofotometru (ThermoSpectronic, Cambridge, Velika

Britanija).

Otopine za mjerenje pripremljene su dodatkom 1,2 mL ekstrakta kakaove ljuske (10 mg/mL) i
0,5 mL 0,2 mM svjeze pripremljene DPPH otopine. Mjerenje se provelo u tri ponavljanja pri
apsorbanciji od 517 nm a DPPH sposobnost hvatanja radikala odredena pomocu jednadzbe
(4):

(Apppr + Ap) — Ag .

% DPPH aktivnost = )
DPPH

100 (4)

gdje su:
AprpH - kontrola apsorbance (umjesto uzorka dodan je metanol)
Ay - absorbanca uzorka (umjesto DPPH otopine dodan je metanol)

A s- absorbanca uzorka pomijeSana s DPPH otopinom.

3.3.3.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Ukupni fenolni sadrzaj (engl. TPC — Total Phenol Content) ekstrakata odreden je prema
modificiranoj spektrofotometrijskoj metodi koristeci Folin-Ciocalteu reagens, uz galnu kiselinu
kao kalibracijski standard (Jakobek i sur., 2007) na UV/Vis spektrofotometru Selecta (UV 2005,
Spanjolska). Otopine za mjerenje pripremljene su dodatkom 20 pl uzorka, 1580 pl destilirane
vode, 100 pl Folin-Ciocalteu reagensa te 300 pul Na>CO3 otopine (200 g/L). Pripremljeni uzorci
stavljeni su u termostat na 40 °C kroz 30 minuta nakon ¢ega se provelo mjerenje. Rezultati su
izraCunati prema kalibracijskim krivuljama izvedenim iz tri analize te izrazeni kao mg
ekvivalenta galne kiseline (GAE) po g ekstrakta. Mjerenje se provelo u tri ponavljanja pri valnoj
duljini od 765 nm.

3.3.4. Odredivanje bioaktivnih komponenata u ekstraktima

Identifikacija i kvantifikacija bioaktivnih komponenata u dobivenim ekstraktima odradena je
metodom tekucinske kromatografije s visokim u€inkom s detektorom niza dioda (HPLC/DAD).

Instrument Agilent Technologies 1260 Infinity Il (SAD) (Slika 25) sadrzi slijede¢e komponente:
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e Autosampler (automatski uzorkiva€) G7129A 1260 Vialsampler, serijskog broja
DEAEQO7567

e Pumpa: G7111B 1260 Quat Pump, serijskog broja DEAET00636

o Detektor: G7117C 1260 DAD HS, serijskog broja DEAK(01052.

Uvjeti na kojima je provedena analiza dani su u Tablici 15, a primjer kromatograma u Prilogu
1.

Standardi za analizu pripremljeni su metodom odvage te otapanjem u vodi kako bi se dobile
stock-otopine svake pojedine bioaktivhe komponente. Razrijedivanjem su pripremljeni radni
standardi, prvo pojedinagno kako bi se pomoéu retencijskog vremena (Rt) identificirali spojevi,
te smjese pet razliCitih koncentracija radnih standarda u podrucju mjerenja potrebnih za
kalibraciju metode, validaciju te procjenu mjerne nesigurnosti uhodane analiticke metode. Svi
standardi su prije analize na HPLC instrumentu bili otopljeni i izmjeSani pomoc¢u ultrazvuéne
kupelji i vortexa, te na kraju profiltrirani preko 0.2 pm najlon-filtera za HPLC i odgovarajuce
Sprice.

Svi uzorci ekstrakata kakaove ljuske prije HPLC analize bili su razrijedeni u odgovaraju¢éem
omjeru 1:1 te takoder filtrirani kroz 0.2 um najlon-filter za HPLC i Spricu. Takoder, neki su
uzorci bili razrijedivani i u ve¢em omjeru, zavisno od njihove konzistencije, dok je u neke bio

dodan standard zbog potrebe potvrde odredene komponente (engl. ,spike®).

e = -
s \ =
SR |
Ty Vo RS T 2
= - | & -

T

Slika 25 Visoko djelotvorni/tlaéni tekucinski kromatograf sa detektorom s nizom dioda
(Agilent Technologies 1260 Infinity Il, SAD)
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Tablica 15 Uvjeti HPLC/DAD metode za odredivanje bioaktivnih komponenti kakaove ljuske

Kromatografska kolona: | Zorbax C18; 150 mm x 4,6 mm x 5um (Agilent Technologies)

Temperatura kolone: 30°C
Detektor: DAD
Protok mobilne faze: ImL/min

1% mravlja kiselina: acetonitril (95:5)

Gradijent mobilne faze:

Vrijeme (min) | 1% mravlja kiselina (%) | Acetonitril (%)

0.00 95.00 5.00
Mobilna faza: 9.00 80.00 20.00
13.00 95.00 5.00
Vrijeme trajanja analize: | 13 min
Volumen injektiranja: 20 ul
Valna duljina: 276 nm

3.3.5. Odredivanje sastava masnih kiselina u ekstraktima

Sastav masnih kiselina odreden je kako u ekstraktima kakaove ljuske dobivenim primjenom
superkritiénog CO tako i u ekstraktima dobivenim Soxhlet metodom.

Za odredivanje sastava masnih kiselina koriStena je smjesa metilnih estera masnih kiselina:
SupelcoTM 37 Component FAME Mix (Bellefonte, Pennsylvania, SAD; engl. FAME — Fatty
Acid Methyl Ester). Priprema metilnih estera masnih kiselina provedena je prema normi HRN
EN I1SO 12966-2:2017. Odvagano je 100 mg ekstrahiranog uzorka masti, dodano 10 mL
heksana i mu¢kano u tresilici (HS260 control, IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Njemacka)
dok se sva mast nije otopila. Za pripravu metilnih estera masnih kiselina, dodano je 200 pL 2M
metanolne otopine kalij hidroksida (bazno katalizirana transesterifikacija). Uzorci su muckani
30 s, a nakon toga centrifugirani 15 min na 3000 rpm i temperaturi od 15 °C. Prije injektiranja
u plinski kromatograf, 200 pL uzorka je filtrirano kroz PTFE filter. Pripravljeni metilni esteri
masnih kiselina analizirani su plinskom kromatografijom prema normi HRN EN ISO 12966-
1:2015. KoriSten je plinski kromatograf 7890B s plameno ionizacijskim detektorom (Agilent
Technologies, Lake Forest, SAD) (Slika 26) po temperaturnom programu prikazanom u
Tablici 16, a primjer kromatograma u Prilogu 2. Metilni esteri masnih kiselina identificirani su
usporedbom s vremenima zadrzavanja (engl. retention time) 37 metil estera masnih kiselina
standardne smjese analizirane pri istim uvjetima. Uz uzorke i standard, pri svakoj analizi
koriSten je i certificirani referentni materijal, pripremljen i analiziran na isti nacin kao i uzorci.

Rezultat je izrazen kao postotak (%) pojedine masne kiseline u odnosu na ukupno odredene
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masne kiseline. Granica detekcije metode je bila 0,1%. Vrijednosti utvrdene u validacijskom
postupku za parametar istinitosti su usporedivane sa kriterijem definiranim Pravilnikom o

provodenju analitickih metoda i tumaceniju rezultata.

Slika 26 Plinski kromatograf s plameno ionizacijskim detektorom (7890B Agilent
Technologies, Lake Forest, SAD)

Tablica 16 GC/FID uvijeti za odredivanje sastava masnih kiselina

Kolona: Kapilarna kolona HP88 100 x 0,25 mm x 0,20 um (Agilent
' Technologies, Lake Forest, SAD)

Detektor: FID detektor

Autoinjektor: Agilent 7683 A

Temperatura injektora: 250 °C

Volumen injektiranja: 1l

Split / splitless mod: Split 1:50

Plin nosac i protok: Helij 5.0; 2 mL/min
120 °C, 1 min; 10 °C/min do 175 °C zadrzavanje 10 min; 5 °C

Temperaturni program: / min do 210 °C zadrzavanje 5 min; 5 °C/min do 230 °C
zadrzavanje 5 min

FID parametri: Helij 40 mL/min; Zrak 450 mL/min; DuSik 30 mL/min

Vrijeme_ uravnoteze_nja. 2 minute na 120 °C

kolone izmedu analiza:
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3.3.6. StatistiCka obrada podataka i optimizacija procesa

Za analizu utjecaja parametara suvremenih tehnika ekstrakcije (ekstrakcija potpomognuta
ultrazvukom, ekstrakcija eutektiCkim otapalima, ekstrakcija eutektiCkim otapalima
potpomognuta mikrovalovima, ekstrakcija visokonaponskim elektri€cnim praZnjenjem,
superkriticna CO- ekstrakcija te ekstrakcija vodom u supkritiénom stanju) na ispitivane odzive
te optimizaciju procesa koristena je metoda odzivne povrSine (RSM).

Svaka primjenjena tehnika je posebno ispitana i optimirana pri ¢emu je ispitan utjecaj
najvaznijin parametara procesa na razliite odzive. U svim slu€ajevima je koristen Box-
Behnken plan pokusa (BBD) sa tri numeri¢ka faktora na tri nivoa (osim kod ekstrakcije s
ultrazvukom gdje su se Koristila Cetiri faktora). Dizajn se sastojao od sedamnaest
eksperimenata sa pet ponavljanja u centralnoj tocki, osim u slu€aju ultrazvuéne ekstrakcije
gdje je provedeno dvadesetdevet eksperimenata sa pet ponaviljanja u centralnoj tocki. U
Tablicama 2, 5, 7, 9, 11 i 13 su prikazani eksperimentalni dizajni sa realnim i kodiranim
parametrima ekstrakcije za svaku ispitivanu tehniku.

Procjena koeficijenata modela nelinearnom regresijskom analizom, statisticka analiza
(ANOVA) znacajnosti ispitivanih parametara na promatrane procese te numeric¢ka optimizacija
ispitivanin  procesnih parametara odabranih zelenih metoda ekstrakcije bioaktivnih
komponenata iz kakaove ljuske provedena je koriStenjem softverskog programa Design-
Expert®, v.9 (Stat Ease, Minneapolis, USA). Adekvatnost dobivenih modela odredena je
koeficijentom determinacije (R?), te p-vrijednostima za model i nedostatkom prilagodavanja
(eng. lack of fit). Na osnovi dobivenih matematickog modela (polinoma) konstruirane su
odzivne povrSine koje omogucavaju vizualni prikaz utjecaja ispitivanih parametara na
promatrane procese (Slike 44 - 70). Odzivne povrSine mogu se prikazati kao povrSina u 3D
prostoru ili pomoéu kontura odzivnih povrsina. Kako bi razvijeni modeli imali primjenu u
simulaciji, provodi se zavrsni korak u metodi odzivnih povrSina, optimiranje promatranog
procesa (Myers i Montgomery, 1995). Za optimiranje procesa primjenila se metoda temeljena
na konceptu Zeljene funkcije (engl. Desirability function, D). Optimiranje se provodilo na nacin
da su se praceni odzivi (y) prevodili u individualne Zeljene funkcije Cije se vrijednosti kre¢u O -
1. Vrijednost individualne Zeljene funkcije 0 predstavlja najlosiju, odnosno 1, najbolju vrijednost
za promatrani odziv. Ukupna Zeljena funkcija (D) jednaka je geometrijskoj sredini pojedinacnih

zeljenih funkcija.
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4.1. RASPODJELA VELICINE CESTICA

Tablica 17 Prosje€na veliCina estica u usitnjenim uzorcima kakaove ljuske

Broj sita Veli¢ina otvora 1. uzorak (g) 2. uzorak (g9) 3. uzorak (g9)
sita (mm)
0 3,15 0,050 0,130 0,170
1 2,00 0,180 0,370 0,590
2 0,80 9,860 11,500 13,870
3 0,56 34,190 32,950 31,960
4 0,32 26,790 35,400 34,170
5 0,25 18,760 11,150 13,270
6 0,16 8,160 8,050 5,930
7 0,10 1,430 0,980 0,830
8 Slijepo sito 0,740 0,310 0,370

Srednja veli¢ina €estica (tri ponavljanja) iznosi 0,282 + 0,011 mm (izraCunata prema jednadzbi

3).
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4.2. UDJELI BIOAKTIVNIH KOMPONENATA U EKSTRAKTIMA KAKAOVE LJUSKE DOBIVENI PRIMJENOM
RAZLICITIH TEHNIKA EKSTRAKCIJE

4.2.1. Utjecaj procesnih uvjeta UAE na sastav ekstrakata kakaove ljuske

Tablica 18 Udjeli bioaktivnih komponenti u ekstraktima kakaove ljuske dobiveni primjenom ultrazvuka prema BBD

Uvjeti metode
t omijer tekuce/kruto Galnakiselina | Teobromin | Kofein | Kafeinska kiselina | Katehin | Epikatehin | TPC (mgGAE/g
Eksp. | T(°C) | (min) (mL/g) snaga (%) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) ekstrakta) %DPPH
1. 40 60 30 30 0,504 2,077 0,276 0,000 0,165 tragovi 54,692 36,420
2. 60 90 30 70 0,517 2,696 0,410 0,255 0,266 0,077 87,000 65,108
3. 40 60 10 50 0,904 3,767 0,486 0,000 0,065 0,024 21,103 14,624
4. 40 90 30 50 0,622 2,493 0,360 0,000 0,317 0,055 82,385 56,907
5. 60 60 30 50 0,368 4,122 0,295 0,274 0,409 0,082 92,385 67,703
6. 40 60 30 70 0,642 3,120 0,444 0,398 0,342 0,020 96,487 64,783
7. 60 90 10 50 0,968 3,872 0,497 0,000 0,080 0,005 23,667 16,923
8. 80 60 30 70 0,738 4,098 0,580 0,447 0,457 0,029 132,897 74,943
9. 60 60 30 50 0,807 4,545 0,618 0,527 0,333 0,060 108,282 85,106
10. 60 30 30 70 0,749 3,424 0,486 0,443 0,321 0,078 109,821 73,244
11. 40 60 50 50 1,197 5,916 0,570 0,000 0,134 0,042 91,872 74,812
12. 80 90 30 50 0,727 3,725 0,537 0,431 0,354 0,100 123,410 86,377
13. 60 60 30 50 0,570 3,610 0,508 0,434 0,309 0,085 114,436 70,598
14. 60 60 50 30 1,077 5,195 0,726 0,000 0,208 0,054 118,538 82,326
15. 60 60 30 50 0,769 4,134 0,589 0,000 0,336 0,067 91,615 73,795
16. 60 60 50 70 1,407 5,431 0,785 0,000 0,341 tragovi 108,282 77,594
17. 60 30 10 50 0,866 3,642 0,433 0,000 0,033 tragovi 21,872 13,683
18. 40 30 30 50 0,605 2,255 0,315 0,000 0,185 0,023 78,538 59,304
19. 60 30 30 30 0,584 3,325 0,486 0,392 0,245 0,000 105,718 68,167
20. 60 60 10 70 0,110 2,916 0,698 0,000 0,111 0,012 34,436 27,471
21. 60 90 30 30 0,469 3,419 0,472 0,381 0,446 tragovi 93,410 81,569
22. 80 30 30 50 0,520 2,402 0,358 0,000 0,289 tragovi 91,872 82,941
23. 60 90 50 50 1,249 5,600 0,587 0,000 0,175 0,023 124,179 14,034
24. 60 60 30 50 0,785 3,456 0,537 0,000 0,340 tragovi 101,103 81,815
25. 80 60 50 50 1,080 4,128 0,678 0,000 0,247 0,070 123,923 85,485
26. 80 60 30 30 0,586 2,568 0,400 0,000 0,243 0,036 105,974 74,944
27. 60 60 10 30 0,854 3,193 0,439 0,000 0,044 0,006 20,590 14,130
28. 60 30 50 50 1,118 5,297 0,646 0,000 0,170 0,023 106,487 76,097
29. 80 60 10 50 0,687 3,234 0,421 0,000 0,051 0,006 22,128 17,334
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4.2.1.1. Statisticka analiza parametara UAE

Statisticka analiza ANOVA odredenih parametara ekstrakcije potpomognute ultrazvukom
napravljena je samo za najzastupljenije bioaktivhe komponente u dobivenim ekstraktima dok
za bioaktivne komponente u tragovima kao i one u niskim koncentracijama nije radena

statistiCka analiza.

Tablica 19 Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva galne kiseline pri ekstrakciji potpomognutoj
ultrazvukom polinomnim modelom primjenom viSestruke regresije

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost

Model 1,79 14 | 0,1277 3,70 0,0100*
Xi-Temperatura 0,0015 1 0,0015 0,0444 0,8362
X2-Vrijeme 0,0010 1 0,0010 0,0286 0,8681
X3-Omjer tekuce/kruto 0,6523 1 0,6523 18,10 0,0008*
X4-Shaga 0,0007 1 0,0007 0,0193 0,8915
XXz 0,0091 1 0,0091 0,2625 0,6164
X1X3 0,0025 1 0,0025 0,0714 0,7932
X1Xa 0,0000 1 0,0000 0,0014 0,9703
X2X3 0,0002 1 0,0002 0,0060 0,9392
X2Xa 0,0035 1 0,0035 0,1001 0,7564
X3Xa 0,2884 1 0,2884 8,35 0,0119*
X1? 0,0008 1 0,0008 0,0223 0,8835
X2? 0,0009 1 0,0009 0,0262 0,8738
X3? 0,6944 1 0,6944 20,10 0,0005*
X4? 0,0447 | 1 | 0,0447 1,29 0,2744

Ostatak 0,4837 | 14 | 0,0346
Nedostatak modela 0,3411 | 10 | 0,0341 0,9561 0,5689

Pogreska 0,1427 | 4 | 0,0357

Ukupno 2,27 28
R? 0,7870

SS- suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti: df — stupnjevi slobode; MS- varijanca

*Utjecaj faktora je statisticki znacajan uz p<0,05
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Slika 27 Trodimenzionalni dijagrami odzivnih povrsina galne kiseline u ovisnosti o vremenu
ekstrakcije, omjeru tekuée/kruto, temperaturi i snazi ultrazvuka pri ekstrakciji
potpomognutoj ultrazvukom
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Tablica 20 Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva teobromina pri ekstrakciji potpomognutoj
ultrazvukom polinomnim modelom primjenom videstruke regresije

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost

Model 23,72 14 1,69 3,96 0,0073*
Xi-Temperatura 0,0232 1 0,0232 0,0543 0,8191
X2-Vrijeme 0,1774 1 0,1774 0,4150 0,5298
X3-Omijer tekuée/kruto 9,98 1 9,98 23,35 0,0003*
Xs-Shaga 0,3033 1 0,3033 0,7095 0,4138
XXz 0,2946 1 0,2946 0,6892 0,4204
X1X3 0,3939 1 0,3939 0,9214 0,3534
X1X4 0,0591 1 0,0591 0,1383 0,7155
X2X3 0,0013 1 0,0013 0,0031 0,9563
X2Xa 0,1690 1 0,1690 0,3953 0,5397
XaXs 0,0658 1 0,0658 0,1539 0,7008
X412 2,93 1 2,93 6,85 0,0203*
X2? 0,9173 1 0,9173 2,15 0,1651
X3? 5,01 1 5,01 11,73 0,0041*
X4? 1,38 1 1,38 3,24 0,0935

Ostatak 5,98 14 | 0,4275
Nedostatak modela 5,21 10 | 0,5211 2,69 0,1760

Pogreska 0,7737 4 0,1934

Ukupno 29,71 28
R? 0,7985

SS- suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti: df — stupnjevi slobode; MS- varijanca

*Utjecaj faktora je statistiCki znaCajan uz p<0,05
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Slika 28 Trodimenzionalni dijagrami odzivnih povrSina teobromina u ovisnosti o vremenu
ekstrakcije, omjeru tekuée/kruto, temperaturi i snazi ultrazvuka pri ekstrakciji
potpomognutoj ultrazvukom
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Tablica 21 Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva kofeina pri ekstrakciji potpomognutoj
ultrazvukom polinomnim modelom primjenom videstruke regresije

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost

Model 0,3512 | 14 | 0,0251 2,94 0,0263*
Xi-Temperatura 0,0228 1 0,0228 2,67 0,1245
X2-Vrijeme 0,0016 1 0,0016 0,1912 0,6686
X3-Omijer tekucée/kruto 0,0859 1 0,0859 10,07 0,0068*
Xs-Snaga 0,0304 1 0,0304 3,56 0,0801
X1 X2 0,0044 1 0,0044 0,5209 0,4823
X1 X3 0,0075 1 0,0075 0,8850 0,3628
X1Xa4 0,0000 1 0,0000 0,0041 0,9496
XoX3 0,0038 1 0,0038 0,4422 0,5169
XoXs 0,0010 1 0,0010 0,1120 0,7429
X3X4 0,0099 1 0,0099 1,17 0,2985
Xi? 0,0420 1 0,0420 4,92 0,0436*
X2? 0,0235 1 0,0235 2,76 0,1189
X3? 0,0818 1 0,0818 9,59 0,0079*
X4? 0,0018 1 0,0018 0,2136 0,6511

Ostatak 0,1194 | 14 | 0,0085
Nedostatak modela 0,0543 | 10 | 0,0054 0,3336 0,9275

Pogreska 0,0651 | 4 | 0,0163

Ukupno 0,4706 | 28
R? 0,7463

SS- suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti: df — stupnjevi slobode; MS- varijanca

*Utjecaj faktora je statistiCki znaCajan uz p<0,05
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4. Rezultati
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4. Rezultati

Tablica 22 Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva katehina pri ekstrakciji potpomognutoj
ultrazvukom polinomnim modelom primjenom viSestruke regresije

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost

Model 0,3733 | 14 | 0,0267 8,03 0,0002*
Xi-Temperatura 0,0155 1 | 0,0155 4,66 0,0486*
X2-Vrijeme 0,0130 1 | 0,0130 3,90 0,0683
X3-Omjer tekuce/kruto 0,0662 1 | 0,0662 19,93 0,0005*
Xs-Shaga 0,0196 1 | 0,0196 5,91 0,0291*
XXz 0,0011 1 | 0,0011 0,3361 0,5713
X1X3 0,0040 1 | 0,0040 1,22 0,2885
X1X4 0,0003 1 | 0,0003 0,1021 0,7541
XaX3 0,0004 1 | 0,0004 0,1302 0,7236
XaX4 0,0163 1 | 0,0163 4,91 0,0437*
X3X4 0,0011 1 | 0,0011 0,3231 0,5788
X2 0,0088 1 | 0,0088 2,64 0,1267
X2? 0,0071 1 | 0,0071 2,14 0,1656

X3? 0,2240 1 | 0,2240 67,46 < 0,0001*
X4? 0,0002 1 | 0,0002 0,0618 0,8073

Ostatak 0,0465 | 14 | 0,0033
Nedostatak modela 0,0408 | 10 | 0,0041 2,85 0,1624
Pogreska 0,0057 4 0,0014
Ukupno 0,4197 | 28
R? 0,8893

SS- suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti: df — stupnjevi slobode; MS- varijanca

*Utjecaj faktora je statisticki znacajan uz p<0,05

70



4. Rezultati
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4. Rezultati

Tablica 23 Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva ukupnog fenolnog sadrzaja pri ekstrakciji
potpomognutoj ultrazvukom polinomnim modelom primjenom viSestruke regresije

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 33668,56 | 14 | 2404,90 14,83 < 0,0001*
Xi-Temperatura 2555,82 1 2555,82 15,76 0,0014*
X2-Vrijeme 32,48 1 32,48 0,2003 0,6613
X3-Omijer tekuce/kruto 23363,05 1 | 23363,05 144,06 < 0,0001*
Xs-Snaga 408,33 1 408,33 2,52 0,1349
X1Xz 191,72 1 191,72 1,18 0,2953
X1X3 240,65 1 240,65 1,48 0,2433
X1X4 55,29 1 55,29 0,3409 0,5686
X2Xs3 63,18 1 63,18 0,3896 0,5425
X2X4 27,63 1 27,63 0,1704 0,6860
X3Xa 145,23 1 145,23 0,8956 0,3600
X412 168,18 1 168,18 1,04 0,3258
X2? 31,60 1 31,60 0,1949 0,6656
Xs? 6280,86 1 6280,86 38,73 < 0,0001*
X4? 0,3391 1 0,3391 0,0021 0,9642
Ostatak 2270,42 | 14 162,17
Nedostatak modela 1876,16 | 10 187,62 1,90 0,2801
Pogreska 394,27 4 98,57
Ukupno 35938,99 | 28
R? 0,9368

SS- suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti: df — stupnjevi slobode; MS- varijanca

*Utjecaj faktora je statisti¢ki znacajan uz p<0,05
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4. Rezultati
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4. Rezultati

Tablica 24 Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva antioksidacijske aktivnhosti (% DPPH) pri
ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom polinomnim modelom primjenom viSestruke

regresije
Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost | p-vrijednost
Model 16501,16 14 | 1178,65 5,44 0,0016*
Xi-Temperatura 1105,42 1 | 1105,42 5,10 0,0404*
X2-Vrijeme 229,85 1 | 229,85 1,06 0,3205
X3-Omijer tekuce/kruto 7812,42 1 | 7812,42 36,06 < 0,0001*
Xs-Snaga 54,55 1 54,55 0,2518 0,6236
XXz 8,51 1 8,51 0,0393 0,8458
X1X3 15,85 1 15,85 0,0732 0,7907
X1Xa 201,12 1 | 201,12 0,9284 0,3516
X2X3 1066,11 1 | 1066,11 4,92 0,0436*
X2Xa 115,97 1 | 115,97 0,5353 0,4765
X3Xa 81,66 1 81,66 0,3769 0,5491
X2 43,62 1 43,62 0,2014 0,6605
X2? 309,58 1 | 309,58 1,43 0,2518
X3? 5602,18 1 | 5602,18 25,86 0,0002*
X4? 8,07 1 8,07 0,0372 0,8498
Ostatak 3032,98 14 | 216,64

Nedostatak modela 2813,55 10 | 281,36 5,13 0,0646

Pogreska 219,43 4 54,86

Ukupno 19534,14 28
R? 0,8447

SS- suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti: df — stupnjevi slobode; MS- varijanca

*Utjecaj faktora je statistiCki znaCajan uz p<0,05
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4. Rezultati
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4. Rezultati

Tablica 25 Procijenjeni koeficijenti polinoma jednadzbe drugog reda nakon implementacije
BBD plana pokusa pri ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom

Koeficijent regresije Polinom jednadzbe drugog reda

0,6599 — 0,0113X; + 0,0091X; + 0,2283X5 -0,0075X4 - 0,0109X,2
Galna kiselina (Y1) +0,0118X>? + 0,3272X3?-0,0830X4% + 0,0476X1X2 + 0,0248X1X3 +
0,0035X1X4+ 0,0072X2X3 -0,0294X2X4+ 0,2685X3X4

3,97+ 0,0440X; + 0,1216X; + 0,9120X5 + 0,1590X4 - 0,6 720X12 -
Teobromin (Y2) 0,3760X2%+ 0,8792X35? - 0,4620X4% + 0,2714X1X;, -0,3138X1 X3+
0,1216X1 X4+ 0,0183X2X3 - 0,2055X2X4+ 0,1282X3X4

0,5095+ 0,0436X: + 0,0117X> + 0,0846X3+ 0,0503X4 -

Kofein (Y3) 0,0804X,? - 0,0602X22 + 0,1123X3%+ 0,0168X4* + 0,0333X1X> +
0,0434X:X3+ 0,0030X1X4 - 0,0307X2X5 -0,0155X2X4 -
0,0499X3X4

0,3454+ 0,0359X; + 0,0329X; + 0,0743X3+ 0,0404X4 -
Katehin (Ya) 0,0367X,% - 0,0331X2? - 0,1858X3? + 0,0056X4? - 0,0167X1 X, +
0,0318X1 X3+ 0,0092X1Xs - 0,0104X2X3 - 0,0639X2X4 +
0,0164X3X4

101,56+ 14,59X; + 1,65X; + 44,12X3+ 5,83X,4 - 5,09X,% - 2,21X,°
TPC (Ys) - 31,12X3% + 0,2286X42 + 6,92X1 X2 + 7,76X1X3 - 3,72X1Xs +
3,97X2X3 - 2,63X2X4 - 6,03X3X4

75,80+ 9,60X; - 4,38X; + 25,52X3+ 2,13Xs— 2,59X,? - 6,91X52-
% DPPH (Ye) 29,39X3? — 1,12X4% + 1,46 X1 Xz + 1,99X1X35 - 7,09X1X4 - 16,33X2X3
- 5,38X2X4 - 4,52X3X4

3y = Ro + R1X1 + R2Xz2 + R3X3z+ RaXa + R11X12 + R22X2? + R33X3? + BaaX4? + R12X1 X2 + R13X1X3 + B1aX1 X4 + R23X2X3 +
[324X2X4 + [33aX3X4
Xi: temperatura; Xz: vrijeme ekstrakcije; Xs: omjer tekuce/kruto; Xa: snaga ultrazvuka
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4. Rezultati

4.2.2. Utjecaj procesnih uvjeta DES/MAE na sastav ekstrakata kakaove ljuske

Tablica 26 Rezultati probira ekstrakcije s razli€itim eutektiCkim smjesama pri 10 i 50 % udjela vode, pri T od 50 °C i u trajanju od 60 minuta

% Galna kis. Teobromin Katehin Kofein Kafeinska Epikatehin TPC % DPPH
HBD* DES H20 (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) kiselina (mg/g) (mg/g) (mgGAE/g
ekstrakta)
Acetamid ChCI:AA 10 0,009 3,020 0,052 0,775 0,024 0,031 90,846 33,582
50 0,016 3,003 0,062 0,776 0,029 0,029 108,538 44,741
Butan-1,4-diol ChCI:BD 10 0,000 2,282 0,000 0,571 0,023 0,051 81,359 34,280
50 0,000 3,639 0,063 0,868 0,034 0,028 115,846 53,401
Etan-1,2-diol ChCIEG 10 0,008 3,019 0,057 0,766 0,025 0,019 86,744 50,521
50 0,002 3,133 0,055 0,715 0,028 0,022 117,641 52,944
Fruktoza ChCl:Fru 10 0,000 2,062 0,051 0,560 0,026 0,039 96,615 48,911
50 0,000 3,414 0,095 0,752 0,037 0,031 107,513 53,067
Glicerol ChCl:Gly 10 0,000 2,786 0,064 0,734 0,031 0,027 83,538 30,410
50 0,000 3,380 0,062 0,763 0,036 0,033 102,385 55,000
Glukoza ChCl:Glu 10 0,000 2,086 0,048 0,546 0,024 0,034 78,410 27,31
50 0,009 2,413 0,000 0,657 0,031 0,039 95,974 52,50
Jabucéna kiselina ChCI:MA 10 0,000 1,017 0,000 0,207 0,011 0,000 85,462 42,00
50 0,000 2,655 0,000 0,639 0,030 0,066 100,333 50,32
Ksilitol ChCl:Xy 10 0,000 1,362 0,000 0,326 0,016 0,033 77,128 23,63
50 0,000 3,052 0,074 0,684 0,029 0,029 120,974 24,08
Levulinska kiselina ChCl:LevA 10 0,000 3,382 0,000 0,916 0,034 0,057 85,718 43,44
Limunska kiselina ChCI:.CA 50 0,000 3,032 0,000 0,706 0,027 0,071 129,051 45,18
Malonska kiselina ChCl:Mal 10 0,000 2,773 0,000 0,701 0,023 0,055 83,795 42,65
50 0,000 3,600 0,000 0,865 0,031 0,114 116,872 48,04
Mlijeéna kiselina ChCI:LA 10 0,000 3,145 0,000 0,790 0,036 0,059 57,000 39,65
50 0,000 2,854 0,000 0,665 0,026 0,063 70,128 51,52
Oksalna kiselina ChCI:0A 10 0,000 0,620 0,000 0,156 0,000 0,000 67,385 64,32
50 0,000 3,605 0,000 0,909 0,019 0,104 87,000 66,31
Sorbitol ChCl:Sor 50 0,000 3,008 0,062 0,635 0,040 0,110 95,077 32,15
Urea ChCl:U 10 0,000 2,329 0,000 0,665 0,028 0,022 97,000 31,15
50 0,000 3,613 0,069 0,848 0,037 0,011 108,282 50,46
Vinska kiselina ChCI:TA 10 0,000 2,056 0,000 0,642 0,026 0,030 116,231 46,30
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4. Rezultati

Tablica 27 Udijeli bioaktivnih komponenti u ekstraktima kakaove ljuske dobiveni primjenom eutekti¢kih otapala (na bazi kolin-klorida u smjesi s

uvjeti metode

oksalnom kiselinom) prema BBD

Galna Kafeinska TPC
udio kiselina Teobromin Katehin Kofein kiselina Epikatehin (mgGAE/g
Eksp. T (°C) t (min) | vode (%) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) ekstrakta) %DPPH
1. 90 15 30 0,000 4,682 0,042 1,330 0,000 0,064 78,307 74,805
2. 60 10 30 tragovi 4,185 0,056 1,436 0,000 0,077 64,973 61,089
3. 60 10 30 tragovi 4,241 0,054 1,400 0,000 0,069 60,840 51,264
4. 90 10 10 tragovi 3,102 0,045 1,389 0,022 0,034 57,240 55,350
5. 60 15 50 tragovi 4,537 0,046 1,524 0,040 0,033 58,040 42,023
6. 90 5 30 tragovi 4,564 0,051 1,397 0,058 0,027 56,573 48,249
7. 60 5 10 0,000 2,145 0,035 0,681 0,056 0,030 61,373 46,790
8. 60 10 30 tragovi 3,943 0,053 1,243 0,047 0,067 40,173 37,549
9. 60 10 30 tragovi 4,010 0,056 1,208 0,040 0,066 45,507 33,463
10. 60 10 30 tragovi 4,119 0,053 1,182 0,031 0,061 55,640 40,175
11. 60 5 50 tragovi 4,024 0,051 1,252 0,064 0,017 42,707 24,027
12. 60 15 10 tragovi 4,010 0,032 0,871 0,098 0,015 50,173 31,128
13. 30 10 10 tragovi 2,324 0,031 0,710 0,045 0,011 40,307 37,160
14. 90 10 50 tragovi 4,285 0,034 1,289 0,104 0,005 60,573 31,420
15. 30 15 30 tragovi 2,630 0,051 1,185 0,073 0,000 35,373 24,222
16. 30 5 30 0,000 3,195 0,054 1,084 0,043 0,000 35,240 30,350
17. 30 10 50 0,000 2,877 0,053 1,032 0,047 0,000 37,907 35,798
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4. Rezultati

Tablica 28 Udjeli bioaktivnih komponenti u ekstraktima kakaove ljuske dobiveni primjenom eutekti¢kih otapala (na bazi kolin-klorida u smjesi s

uvjeti metode

oksalnom kiselinom) u kombinaciji s mikrovalovima prema BBD

Galna Kafeinska TPC
udio kiselina | Teobromin Katehin Kofein kiselina Epikatehin (mgGAE/g
Eksp. T (°C) t (min) | vode (%) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/qg) (mg/g) ekstrakta) %DPPH
1. 90 15 30 0,463 4,754 0,050 1,311 0,120 0,059 35,219 32,315
2. 60 10 30 0,103 5,004 0,047 1,599 0,103 0,000 63,890 55,444
3. 60 10 30 0,101 4,912 0,040 1,412 0,083 0,000 57,575 55,315
4. 90 10 10 0,000 3,348 0,066 0,969 0,098 0,000 81,751 48,238
5. 60 15 50 0,221 4,823 0,056 1,590 0,128 0,017 51,065 48,597
6. 90 5 30 0,304 4,765 0,067 1,531 0,067 0,137 55,676 41,290
7. 60 5 10 0,043 2,502 0,043 0,792 0,047 0,000 56,683 24,392
8. 60 10 30 0,103 4,241 0,050 1,585 0,096 0,000 59,357 43,803
9. 60 10 30 0,110 4,769 0,048 1,490 0,079 0,000 56,257 42,162
10. 60 10 30 0,096 4,875 0,052 1,417 0,085 0,000 48,586 43,956
11. 60 5 50 0,191 4,386 0,062 1,403 0,132 0,085 41,728 28,469
12. 60 15 10 0,211 4,500 0,042 0,927 0,102 0,000 59,202 22,777
13. 30 10 10 0,019 2,465 0,047 0,778 0,054 0,014 39,675 11,751
14. 90 10 50 0,201 4,804 0,058 1,509 0,116 0,036 43,510 35,521
15. 30 15 30 0,148 4,263 0,061 1,356 0,116 0,071 41,457 21,521
16. 30 5 30 0,117 4,591 0,064 1,451 0,123 0,074 38,473 17,726
17. 30 10 50 0,200 4,505 0,065 1,443 0,137 0,107 37,815 24,667
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4. Rezultati

4.2.2.1. Statisti€ka analiza parametara DES/MAE

Statisticka analiza ANOVA odredenih parametara ekstrakcije eutektickim otapalima

potpomognutoj s mikrovalovima napravijena je samo za najzastupljenije bioaktivne

komponente u dobivenim ekstraktima dok za bioaktivnhe komponente u tragovima kao i one u

niskim koncentracijama nije radena statisticka analiza.

Tablica 29 Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva teobromina pri ekstrakciji eutekti€kim otapalima
potpomognutoj mikrovalovima polinomnim modelom primjenom viSestruke regresije

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 8,48 9 0,9429 4,20 0,0358*
Xi-Temperatura 0,4264 1 0,4264 1,90 0,2102
Xo-Vrijeme 0,5492 1 0,5492 2,45 0,1614
X3-Udio vode 4,07 1 4,07 18,15 0,0037*
XXz 0,0251 1 0,0251 0,1121 0,7475
X1X3 0,0853 1 0,0853 0,3806 0,5568
X2X3 0,6092 1 0,6092 2,72 0,1431
X2 0,2030 1 0,2030 0,9063 0,3728
X2? 0,0227 | 1 | 0,0117 0,0521 0,826
X3? 2,43 1 2,43 10,86 0,0132*
Ostatak 1,57 7 0,2240
Nedostatak modela 1,20 3 0,4010 4,39 0,0935
Pogreska 0,3653 4 0,0913
Ukupno 10,05 16
R? 0,8439

SS-suma Kkvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df—stupnjevi slobode; MS—varijanca

*utjecaj faktora je statisticki znacajan uz p<0,05
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4. Rezultati

Teobromin (mg/g)
Teobromin (mg/g)

Teobromin (mg/g)

udio vode (%) Vrijeme (min)
10 5

Slika 33 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrSina teobromina u ovisnosti o vr.emenu
ekstrakcije, temperaturi i udjelu vode pri ekstrakciji eutektickim otapalima potpomognutoj
mikrovalovima

Tablica 30 StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva kofeina pri ekstrakciji eutektickim otapalima
potpomognutoj mikrovalovima polinomnim modelom primjenom viSestruke regresije

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 1,15 9 0,1276 10,01 0,0031*
Xi-Temperatura 0,0107 1 0,0107 0,8361 0,3909
Xa2-Vrijeme 6,125E-06 1 6,125E-06 0,0005 0,9831
Xs-Udio vode 0,7682 1 0,7682 60,26 0,0001*
X1X2 0,0039 1 0,0039 0,3064 0,5971
X1X3 0,0039 1 0,0039 0,3064 0,5971
Xa2X3 0,0007 1 0,0007 0,0530 0,8245
X2 0,0088 1 0,0088 0,6928 0,4327
X2? 0,0076 1 0,0076 0,5980 0,4646
X3? 0,3302 1 0,3302 25,90 0,0014*
Ostatak 0,0892 7 0,0127
Nedostatak modela 0,0575 3 0,0192 2,41 0,2071
Pogreska 0,0318 4 0,0079
Ukupno 1,24 16
R? 0,9279

SS-suma Kkvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df-stupnjevi slobode; MS—varijanca

*utjecaj faktora je statisticki znacajan uz p<0,05
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4. Rezultati

Kofein (mg/g)

Kofein (mg/g)

udio vode (%)

Kofein (mg/g)

Slika 34 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrSina kofeina u ovisnosti o vr.emenu
ekstrakcije, temperaturi i udjelu vode pri ekstrakciji eutektickim otapalima potpomognutoj

mikrovalovima

Tablica 31 StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva katehina pri ekstrakciji eutekti€kim otapalima
potpomognutoj mikrovalovima polinomnim modelom primjenom viSestruke regresije

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 0,0011 9 0,0001 3,80 0,0461*
Xi-Temperatura 2,000-10 1 2,000E-06 0,0635 0,8083
X2-Vrijeme 0,0001 1 0,0001 2,89 0,1327
Xs-Udio vode 0,0002 1 0,0002 7,34 0,0302*
X1X2 0,0000 1 0,0000 1,56 0,2524
X1X3 0,0002 1 0,0002 5,37 0,0537
X2X3 6,250-10¢ 1 6,250E-06 0,1985 0,6694
X2 0,0005 1 0,0005 15,24 0,0059*
X22 0,0000 1 0,0000 0,7862 0,4047
X3? 3,603-10¢ 1 3,603E-06 0,1144 0,7451
Ostatak 0,0002 7 0,0000
Nedostatak modela 0,0001 3 0,0000 2,20 0,2306
Pogreska 0,0001 4 0,0000
Ukupno 0,0013 16
R? 0,8302

SS-suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df—stupnjevi slobode; MS—varijanca

*utjecaj faktora je statistiCki znacajan uz p<0,05
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4. Rezultati
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Slika 35 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrsina katehina u ovisnosti o vremenu
ekstrakcije, temperaturi i udjelu vode pri ekstrakciji eutektickim otapalima potpomognutoj
mikrovalovima

Tablica 32 StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva kafeinske kiseline pri ekstrakciji eutekti¢kim
otapalima potpomognutoj mikrovalovima polinomnim modelom

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 0,0104 9 0,0012 7,31 0,0078*
Xi-Temperatura 0,0001 1 0,0001 0,6575 0,4441
Xz-Vrijeme 0,0012 1 0,0012 7,45 0,0294*
X3-Udio vode 0,0056 1 0,0056 35,15 0,0006*
X1X2 0,0009 1 0,0009 5,79 0,0470*
X1X3 0,0010 1 0,0010 6,53 0,0378*
X2X3 0,0008 1 0,0008 5,28 0,0551
X1? 0,0003 1 0,0003 1,83 0,2183
X2? 0,0004 1 0,0004 2,21 0,1806
X3? 0,0001 1 0,0001 0,4092 0,5427
Ostatak 0,0011 7 0,0002
Nedostatak modela 0,0007 3 0,0002 2,48 0,2009
Pogreska 0,0004 4 0,0001
Ukupno 0,0115 16
R? 0,9038

SS-suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df—-stupnjevi slobode; MS—varijanca

*utjecaj faktora je statistic¢ki znacajan uz p<0,05
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4. Rezultati

Kafeinska kiselina (mg/g)

Kafeinska kiselina (mg/g)
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Kafeinska kiselina (mg/g)

Slika 36 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrSina kafeinske kiseline u ovisnosti o
vremenu ekstrakcije, temperaturi i udjelu vode pri ekstrakciji eutekti¢kim otapalima
potpomognutoj mikrovalovima

Tablica 33 StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva ukupnog fenolnog sadrzaja pri ekstrakciji
eutektickim otapalima potpomognutoj mikrovalovima polinomnim modelom

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 2182,89 9 242,54 4,29 0,0339*
Xi1-Temperatura 431,25 1 431,25 7,63 0,0280*
Xo-Vrijeme 3,95 1 3,95 0,0698 0,7992
X3-Udio vode 499,16 1 499,16 8,83 0,0207*
X1X2 137,36 1 137,36 2,43 0,1629
X1Xs 330,90 1 330,90 5,86 0,0461*
X2Xs 11,62 1 11,62 0,2057 0,6639
X1? 417,21 1 417,21 7,38 0,0299*
X2? 302,23 1 302,23 5,35 0,0540
X3? 1,01 1 1,01 0,0180 0,8972
Ostatak 395,55 7 56,51
Nedostatak modela 313,04 3 104,35 5,06 0,0757
Pogreska 82,51 4 20,63
Ukupno 2578,44 16
R? 0,8466

SS-suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df—stupnjevi slobode; MS—varijanca

*utjecaj faktora je statistiCki znacajan uz p<0,05
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4. Rezultati
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Slika 37 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrsina ukupnog fenolnog sadrzaja u
ovisnosti o vremenu ekstrakcije, temperaturi i udjelu vode pri ekstrakciji eutektickim
otapalima potpomognutoj mikrovalovima

Tablica 34 StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva antioksidacijske aktivnosti (% DPPH) pri
ekstrakciji eutektickim otapalima potpomognutoj mikrovalovima polinomnim modelom

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 2499,90 9 277,77 5,14 0,0211*
Xi1-Temperatura 834,36 1 834,36 15,44 0,0057*
Xo-Vrijeme 22,22 1 22,22 0,4111 0,5418
Xs-Udio vode 113,21 1 113,21 2,09 0,1911
X1X2 40,76 1 40,76 0,7541 0,4140
X1X3 164,27 1 164,27 3,04 0,1248
X2X3 118,20 1 118,20 2,19 0,1827
X1? 461,47 1 461,47 8,54 0,0223*
X2? 376,34 1 376,34 6,96 0,0335*
X3? 244,66 1 244,66 4,53 0,0709
Ostatak 378,38 7 54,05
Nedostatak modela 201,49 3 67,16 1,52 0,3389
Pogreska 176,89 4 44,22
Ukupno 2878,28 16
R? 0,8685

SS-suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df—stupnjevi slobode; MS—varijanca

*utjecaj faktora je statisti¢ki znacajan uz p<0,05
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4. Rezultati
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Slika 38 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrsina antioksidacijske aktivnosti (% DPPH) u
ovisnosti 0 vremenu ekstrakcije, temperaturi i udjelu vode pri ekstrakciji eutektickim otapalima
potpomognutoj mikrovalovima

Tablica 35 Procijenjeni koeficijenti polinoma jednadzbe drugog reda nakon implementacije
BBD plana pokusa pri ekstrakciji eutektickim otapalima potpomognutoj mikrovalovima

Koeficijent regresije Polinom jednadzbe drugog reda

Teobromin (Y1) 4,76 + 0,2309X1 + 0,2620X2 + 0,7129X3-0,2196X12 +0,0526 X2 -
0,7601X3? + 0,0793X1X2 - 0,1460X1X3 - 0,3902X2X3

Kofein (Y2) 1,50 + 0,0365X1 + 0,0009X2 + 0,3099X3 - 0,0458X12 - 0.0426X22 -

0,2800X32 - 0,0312X1X2 - 0,0313X1X3 + 0,0130X2X3

Kofeinska kiselina(Ys) | 0,0892 — 0,0036X1 +0,0121X> + 0,0264 + 0,0083X12 + 0,0091X2? +
0,0039X3? + 0,0151X1X2 — 0,0161X1X3 — 0,0145X2Xs

Katehin (Ya4) 0,0474 + 0,0005X1—0,0034Xz + 0,0054X3 + 0,0107X12 + 0,0024X2? +
0,0009X32 - 0,0035X1Xz - 0,0065X1Xs - 0,0013X2Xs

TPC (Ys) 61,13 + 7,34X1—-0,7022X2- 7,90X3— 9,95X12 - 8,47X2?- 0,4909X3? -
5,86X1X2-9,10X1X3 + 1,70X2X3

DPPH (Ys) 48,14 + 10,21X1 + 1,67X2+ 3,76X3 - 10,47X12- 9,45X2% - 7,62X3? —

3,19X1Xz2 - 6,41X1X3 +5,44X2X3

ay = o+ R1X1 + R2Xz + RaXa + R11X12 + R22X2?2 + B33X3? + R12X1X2 + B13X1X3 + B23X2X3
X1: temperatura; Xz: vrijeme ekstrakcije; Xs: udio vode
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4. Rezultati

4.2.3. Utjecaj procesnih uvjeta HVED ekstrakcije na sastav ekstrakata kakaove ljuske

Tablica 36 Udjeli bioaktivnih komponenti u ekstraktima kakaove ljuske dobiveni primjenom visokonaponskog elektricnog praznjenja prema BBD

uvjeti metode

omjer TPC (mg
tekuée/kruto | frekvencija Galnakiselina Teobromin Katehin Kofein Epikatehin GAE/g
Eks mL/g* (H2) t (min) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) ekstrakta) %DPPH
1. 30 40 30 0,171 4,295 0,169 0,574 0,109 69,051 39,900
2. 30 70 60 0,164 4,732 0,209 0,484 0,229 65,205 38,963
3. 30 70 60 0,161 4,484 0,186 0,603 0,215 70,077 36,589
4. 30 100 30 0,219 5,246 0,184 0,752 0,270 72,385 40,368
5. 30 70 60 0,180 4,943 0,216 0,608 0,155 67,000 29,833
6. 30 70 60 0,196 4,531 0,233 0,617 0,133 77,256 41,906
7. 30 70 60 0,143 5,209 0,204 0,542 0,160 66,744 35,686
8. 50 40 60 0,061 4,685 0,047 0,660 0,020 69,051 39,532
9. 30 100 90 0,153 2,866 0,199 0,403 0,134 75,462 41,438
10. 50 100 60 0,091 6,032 0,055 0,850 0,125 92,385 45,452
11. 10 40 60 0,047 3,478 0,083 0,438 0,226 60,846 27,692
12. 10 100 60 0,016 3,750 0,085 0,468 0,212 59,821 27,525
13. 30 40 90 0,145 3,867 0,200 0,509 0,181 77,513 42,241
14. 50 70 30 0,105 4,581 0,098 0,620 0,075 94,949 50,970
15. 50 70 90 0,126 4,103 0,024 0,559 0,093 78,026 44,415
16. 10 70 90 0,046 3,479 0,136 0,431 0,218 58,282 25,552
17. 10 70 30 0,054 2,530 0,168 0,316 0,159 52,385 24,916

87




4. Rezultati

4.2.3.1. Statisticka analiza parametara HVED

Statisticka analiza ANOVA odredenih parametara ekstrakcije primjenom visokonaponskog
elektricnog praznjenja napravljena je samo za najzastupljenije bioaktivne komponente u
dobivenim ekstraktima dok za bioaktivne komponente u tragovima kao i one u niskim

koncentracijama nije radena statistiCka analiza.

Tablica 37 Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva galne kiseline pri ekstrakciji primjenom
visokonaponskog elektri€nog praznjenja polinomnim modelom primjenom viSestruke

regresije
Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 0,0544 9 0,0060 11,69 0,0019*
X1-Omijer tekuce/kruto 0,0060 1 0,0060 11,69 0,0112*
Xo-Frekvencija 0,0004 | 1 | 0,0004 0,7163 0,4254
Xs-Vrijeme 0,0008 | 1 | 0,0008 1,53 0,2563
X1 X2 0,0009 | 1 | 0,0009 1,80 0,2220
X1 X3 0,0002 1 0,0002 0,4148 0,5400
XaoX3 0,0004 1 0,0004 0,8054 0,3993
X2 0,0438 1 0,0438 84,76 < 0,0001*
X322 0,0007 1 0,0007 1,38 0,2790
X3? 0,0011 | 1 | 0,0011 2,14 0,1871
Ostatak 0,0036 | 7 | 0,0005
Nedostatak modela 0,0020 | 3 | 0,0007 1,68 0,3070
Pogreska 0,0016 4 0,0004
Ukupno 0,0580 | 16
R? 0,9376

SS-suma Kkvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df—stupnjevi slobode; MS—varijanca

*utjecaj faktora je statisticki znacajan uz p<0,05
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4. Rezultati
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Slika 39 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrSina galne kiseline u ovisnosti o
frekvenciji, omjeru tekuce/kruto i vremenu ekstrakcije pri ekstrakciji primjenom

visokonaponskog elektri€nog praznjenja

Tablica 38 StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva teobromina pri ekstrakciji primjenom

visokonaponskog elektricnog praznjenja polinomnim modelom

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 10,56 9 1,17 3,84 0,0449*
X1-Omijer tekuée/kruto 4,75 1 4,75 15,55 0,0056*
Xz-Frekvencija 0,3080 1 0,3080 1,01 0,3487
Xs-Vrijeme 0,6828 1 0,6828 2,24 0,1785
X1X2 0,2885 1 0,2885 0,9447 0,3635
X1Xs3 0,5092 1 0,5092 1,67 0,2376
X2Xs 0,9533 1 0,9533 3,12 0,1206
X2 0,4993 1 0,4993 1,64 0,2418
X2? 0,0108 1 0,0108 0,0355 0,8560
X3? 2,45 1 2,45 8,01 0,0254*
Ostatak 2,14 7 0,3054
Nedostatak modela 1,77 3 0,5915 6,52 0,0509
Pogreska 0,3630 4 0,0907
Ukupno 12,70 16
R? 0,8317

SS-suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df—stupnjevi slobode; MS—varijanca
*utjecaj faktora je statistic¢ki znacajan uz p<0,05

89




4. Rezultati
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Slika 40 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrSina teobromina u ovisnosti o frekvenciji,
omjeru tekuée/kruto i vremenu ekstrakcije pri ekstrakciji primjenom visokonaponskog

elektri€nog praznjenja

Tablica 39 StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva kofeina pri ekstrakciji primjenom
visokonaponskog elektricnog praznjenja polinomnim modelom

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 0,2277 9 0,0253 3,76 0,0472*
X1-Omjer tekuée/kruto 0,1339 1 0,1339 19,91 0,0029*
Xo-Frekvencija 0,0107 1 0,0107 1,59 0,2484
Xs3-Vrijeme 0,0163 1 0,0163 2,43 0,1633
XXz 0,0063 1 0,0063 0,9404 0,3645
X1X3 0,0078 1 0,0078 1,16 0,3170
X2X3 0,0202 1 0,0202 3,00 0,1269
X1? 0,0021 1 0,0021 0,3151 0,5921
X2? 0,0130 1 0,0130 1,94 0,2063
X3? 0,0188 1 0,0188 2,80 0,1381
Ostatak 0,0471 7 0,0067
Nedostatak modela 0,0341 3 0,0114 3,49 0,1292
Pogreska 0,0130 4 0,0033
Ukupno 0,2747 16
R? 0,8287

SS-suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df—stupnjevi slobode; MS—varijanca

*utjecaj faktora je statistic¢ki znacajan uz p<0,05
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4. Rezultati
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Slika 41 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrSina kofeina u ovisnosti o frekvenciji,
omjeru tekuée/kruto i vremenu ekstrakcije pri ekstrakciji primjenom visokonaponskog
elektri€nog praznjenja

Tablica 40 StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva katehina pri ekstrakciji primjenom
visokonaponskog elektri€nog praznjenja polinomnim modelom

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 0,0670 9 0,0074 9,14 0,0040*
X1-Omijer tekuce/kruto 0,0077 1 0,0077 9,51 0,0177*
Xz-Frekvencija 0,0001 1 0,0001 0,0758 0,7910
Xz-Vrijeme 0,0004 1 0,0004 0,5454 0,4842
X1Xz2 9,904-106 1 9,904-106 0,0122 0,9153
X1X3 0,0005 1 0,0005 0,5576 0,4796
X2X3 0,0001 1 0,0001 0,0816 0,7834
X12 0,0527 1 0,0527 64,77 < 0,0001*
X2? 0,0038 1 0,0038 4,68 0,0673
X3? 0,0003 1 0,0003 0,4093 0,5427
Ostatak 0,0057 7 0,0008
Nedostatak modela 0,0045 3 0,0015 5,19 0,0728
Pogreska 0,0012 4 0,0003
Ukupno 0,0727 16
R? 0,9216

SS-suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df—stupnjevi slobode; MS—varijanca
*utjecaj faktora je statisticki znacajan uz p<0,05
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4. Rezultati
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Slika 42 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrsina katehina u ovisnosti o frekvenciji,
omjeru tekuée/kruto i vremenu ekstrakcije pri ekstrakciji primjenom visokonaponskog
elektricnog praznjenja

Tablica 41 StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva epikatehina pri ekstrakciji primjenom
visokonaponskog elektri€nog praznjenja polinomnim modelom

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 0,0570 9 0,0063 4,29 0,0340*
X1-Omjer tekuée/kruto 0,0315 1 0,0315 21,31 0,0024*
Xz-Frekvencija 0,0052 1 0,0052 3,53 0,1023
X3-Vrijeme 0,0000 1 0,0000 0,0147 0,9068
X1 X2 0,0036 1 0,0036 2,42 0,1634
X1Xs3 0,0004 1 0,0004 0,2845 0,6103
X2Xs 0,0109 1 0,0109 7,37 0,0300*
X12 0,0051 1 0,0051 3,44 0,1059
X22 0,0000 1 0,0000 0,0145 0,9076
X3? 0,0002 1 0,0002 0,1454 0,7143
Ostatak 0,0103 7 0,0015
Nedostatak modela 0,0034 3 0,0011 0,6621 0,6173
Pogreska 0,0069 4 0,0017
Ukupno 0,0674 16
R? 0,8465

SS-suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df—stupnjevi slobode; MS—varijanca
*utjecaj faktora je statistiCki znacajan uz p<0,05

92



4. Rezultati
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Slika 43 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrSina epikatehina u ovisnosti o frekvenciji,
omjeru tekuée/kruto i vremenu ekstrakcije pri ekstrakciji primjenom visokonaponskog
elektricnog praznjenja

Tablica 42 StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva ukupnog fenolnog sadrzaja pri ekstrakciji
primjenom visokonaponskog elektri€nog praznjenja polinomnim modelom

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 1726,69 9 191,85 4,99 0,0229"
X1-Omijer tekuée/kruto 1328,11 1 1328,11 34,51 0,0006*
Xo-Frekvencija 69,56 1 69,56 1,81 0,2207
Xs3-Vrijeme 0,0329 1 0,0329 0,0009 0,9775
X1X2 148,34 1 148,34 3,85 0,0904
X1Xs3 130,19 1 130,19 3,38 0,1085
X2Xs 7,25 1 7,25 0,1884 0,6774
X2 2,13 1 2,13 0,0554 0,8207
X22 16,52 1 16,52 0,4293 0,5333
X3? 23,56 1 23,56 0,6122 0,4596
Ostatak 269,38 7 38,48
Nedostatak modela 176,89 3 58,96 2,55 0,1938
Pogreska 92,49 4 23,12
Ukupno 1996,07 16
R? 0,8650

SS-suma Kkvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df—stupnjevi slobode; MS—varijanca
*utjecaj faktora je statisti¢ki znacajan uz p<0,05
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4. Rezultati
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Slika 44 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrSina ukupnog fenolnog sadrzaja u
ovisnosti o frekvenciji, omjeru tekuce/kruto i vr.emenu ekstrakcije pri ekstrakciji primjenom
visokonaponskog elektri€nog praznjenja

Tablica 43 StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva antioksidacijske aktivnosti (% DPPH) pri
ekstrakciji primjenom visokonaponskog elektri€¢nog praznjenja polinomnim modelom

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 804,05 9 89,34 5,02 0,0225*
X1-Omijer tekuée/kruto 697,18 1 697,18 39,17 0,0004*
Xo-Frekvencija 3,67 1 3,67 0,2062 0,6635
Xs3-Vrijeme 0,7865 1 0,7865 0,0442 0,8395
X1X2 9,26 1 9,26 0,5205 0,4940
X1Xs 12,93 1 12,93 0,7263 0,4223
X2Xs 0,4038 1 0,4038 0,0227 0,8845
X1? 38,77 1 38,77 2,18 0,1835
X2? 9,34 1 9,34 0,5246 0,4924
X3? 35,46 1 35,46 1,99 0,2009
Ostatak 124,58 7 17,80
Nedostatak modela 44,21 3 14,74 0,7334 0,5841
Pogreska 80,37 4 20,09
Ukupno 928,63 16
R? 0,8658

SS-suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df—stupnjevi slobode; MS—varijanca
*utjecaj faktora je statistiCki znacajan uz p<0,05
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4. Rezultati
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Slika 45 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrSina antioksidacijske aktivnosti (%
DPPH) u ovisnosti o frekvenciji, omjeru tekuée/kruto i vremenu ekstrakcije pri ekstrakciji
primjenom visokonaponskog elektri€cnog praznjenja

Tablica 44 Procijenjeni koeficijenti polinoma jednadzbe drugog reda nakon implementacije
BBD plana pokusa pri ekstrakciji primjenom visokonaponskog elektricnog praznjenja

Koeficijent regresije

Polinom jednadzbe drugog reda

Galna kiselina (Y1)

0,1687 + 0,0275X; + 0,0068X2 — 0,0099X3— 0,1020X12 - 0,0130X22
+ 0,0162)(32 + 0,0152X:X>— 0,0073X1X3—0,0102X>X3

Teobromin (Y2)

4,31+ 0,7703X1 + 0,1962X; — 0,2921X3— 0,1093X:? + 0,2857X? —
0,5272X3? + 0,2685X1X2 — 0,3568X1X3— 0,4882X:X3

Kofein (Y3)

0,5908 + 0,1294X; + 0,0365X, — 0,0451X3— 0,0324 X, + 0,0457X5?
—0,0769X35% + 0,0398X1X2— 0,0442X:X3— 0,0710X2X3

Katehin (Ya)

0,2095 - 0,0311X; + 0,0028X, — 0,0075X5— 0,1119X,%- 0,0301X>°
+ 0,0089X3? + 0,0016X1 X2 — 0,0107X1 X5 — 0,0041X,X5

Epikatehin (Ys)

0,1784 - 0,0627X; + 0,0255X; + 0,0016X5— 0,0348X12 + 0,0028X5?
—0,0071X5%+ 0,0299X:X2— 0,0103X1X3— 0,0522X>X3

TPC (Ye) 69,26 + 12,88X; + 2,95X; + 0,0641X5— 0,7115 X;%+ 1,98X2% +
2,37X3% + 6,09X1X2— 5,71X1X3— 1,35X2X3
DPPH (Y7) 36,60 + 9,34X; + 0,6773X2 — 0,3135X5— 3,03X12 + 1,49X2% +

2,90X3% + 1,52X1 X2 — 1,80X1X3— 0,3177X2X3

ay = o+ R1X1 + R2Xz + RaXa + R11X12 + R22X2?2 + R33X3? + R12X1X2 + B13X1X3 + B23X2X3
X1: omjer tekuce/kruto; Xz: frekvencija; Xs: vrijeme ekstrakcije
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4. Rezultati

4.2.4. Utjecaj procesnih uvjeta SC-CO: ekstrakcije na sastav ekstrakata kakaove ljuske

Tablica 45 Udjeli bioaktivnih komponenti u ekstraktima kakaove ljuske dobiveni primjenom superkriticnog CO2 prema BBD

uvjeti metode

Teobromin Katehin Kofein Vanilin TPC % DPPH
Eksp. Tlak (bar) T(°C) t (min) (mg/g) (mglg) (mglg) (mg/g) (mg GAE/g ekstrakta)

1. 200 40 30 0,345 0,019 1,297 tragovi 38,282 6,404
2, 300 50 30 0,450 0,024 1,470 tragovi 33,667 5,622
3. 100 50 30 0,257 0,000 1,119 tragovi 41,615 12,598
4] 300 40 75 0,602 0,018 1,493 tragovi 37,513 3,247
5, 200 50 75 0,291 0,013 0,773 tragovi 29,564 5,171
6. 200 60 30 0,290 0,012 0,850 tragovi 34,949 9,29
7. 200 50 75 0,606 0,031 1,677 tragovi 39,564 7,877
8. 100 50 120 0,734 0,035 1,834 tragovi 72,641 38,364
9. 300 50 120 1,044 0,016 1,140 tragovi 51,359 4,57
10. 200 50 75 0,878 0,037 2,084 tragovi 51,615 5,652
11. 200 50 75 0,784 0,021 1,570 tragovi 41,103 2,435
12. 100 40 75 0,316 0,026 1,362 tragovi 40,077 10,695
13. 100 60 75 0,516 0,027 0,972 tragovi 62,897 30,995
14. 200 60 120 0,843 0,027 2,340 tragovi 55,462 12,629
15. 200 40 120 0,567 0,014 0,964 tragovi 38,538 9,604
16. 300 60 75 1,190 0,058 3,418 tragovi 44,179 11,381
17. 200 50 75 0,249 0,024 1,747 tragovi 45,205 11,635
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5.Rezultati

4.2.4.1. Statisticka analiza parametara SC-CO>

StatistiCka analiza ANOVA odredenih parametara ekstrakcije superkriticnim CO. napravljena
je samo za najzastupljenije bioaktivhe komponente u dobivenim ekstraktima dok za bioaktivhe

komponente u tragovima kao i one u niskim koncentracijama nije radena statisticka analiza.

Tablica 46 Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva teobromina pri ekstrakciji superkritiénim CO- 2FI

modelom
Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 0,888 6 0,1481 3,29 0,0468*
Xi-Tlak 0,2675 1 0,2675 5,95 0,0349*
Xo-Temperatura 0,1273 1 0,1273 2,83 0,1234
Xs-Vrijeme 0,4258 1 0,4258 9,47 0,0117*
X1X2 0,0375 1 | 0,0375 0,8335 0,3828
X1Xs3 0,0034 | 1 | 0,0034 0,0765 0,7877
X2Xs3 0,0273 1 | 0,0273 0,6076 0,4537
Ostatak 0,4496 | 10 | 0,0450
Nedostatak modela 0,1272 6 0,0212 0,2629 0,9287
Pogreska 0,3225 4 0,0806
Ukupno 1,34 16
R? 0,6641

SS-suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df—stupnjevi slobode; MS—varijanca
*utjecaj faktora je statistiCki znacajan uz p<0,05
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5.Rezultati
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Slika 46 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrSina teobromina u ovisnosti o tlaku,
temperaturi i vremenu ekstrakcije pri ekstrakciji superkritiénim CO-

Tablica 47 StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva kofeina pri ekstrakciji superkriti€nim CO- 2F|

modelom
Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 6,09 6 1,02 4,14 0,0237*
Xi-Tlak 1,31 1 1,31 5,34 0,0435*
Xo-Temperatura 0,7586 1 0,7586 3,10 0,1090
Xz-Vrijeme 0,8077 1 0,8077 3,30 0,0995
Xa1X2 1,34 1 1,34 5,47 0,0415*
X1X3 1,05 1 1,05 4,27 0,0657
X2X3 0,8315 1 0,8315 3,39 0,0953
Ostatak 2,45 10 0,2450
Nedostatak modela 1,51 6 |0,2513 1,07 0,4980
Pogreska 0,9422 4 0,2355
Ukupno 8,54 16
R? 0,7131

SS-suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df—stupnjevi slobode; MS—varijanca
*utjecaj faktora je statisticki znac¢ajan uz p<0,05
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5.Rezultati
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Slika 47 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrSina kofeina u ovisnosti o tlaku,
temperaturi i vremenu ekstrakcije pri ekstrakciji superkritiénim CO-

Tablica 48 StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva ukupnog fenolnog sadrzaja pri ekstrakciji
superkritiénim CO; 2FI modelom

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 1366,71 6 227,79 3,79 0,0310*
X1-Tlak 318,93 1 318,93 5,31 0,0439*

Xo-Temperatura 231,95 1 231,95 3,86 0,0777
X3-Vrijeme 603,56 1 603,56 10,05 0,0100*
XXz 65,24 1 65,24 1,09 0,3218
X1X3 44,45 1 44,45 0,7403 0,4097
X2X3 102,59 1 102,59 1,71 0,2204
Ostatak 600,39 10 60,04
Nedostatak modela 338,01 6 56,34 0,8589 0,5876
Pogreska 262,37 4 65,59
Ukupno 1967,10 16
R? 0,6948

SS-suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df—stupnjevi slobode; MS—varijanca
*utjecaj faktora je statisticki znacajan uz p<0,05
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5.Rezultati
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Slika 48 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrSina ukupnog fenolnog sadrzaja u
ovisnosti o tlaku, temperaturi i viemenu ekstrakcije pri ekstrakciji superkriti€énim CO;

Tablica 49 StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva % DPPH vrijednosti pri ekstrakciji superkritiénim

CO, 2FI modelom

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 1061,50 6 176,92 4,48 0,0185*
X1-Tlak 575,15 1 575,15 14,56 0,0034*

Xo-Temperatura 147,45 1 147,45 3,73 0,0821
Xs-Vrijeme 122,09 1 122,09 3,09 0,1092
X1X2 37,00 1 37,00 0,9370 0,3559
X1X3 179,80 1 179,80 4,55 0,0587
X2X3 0,0048 1 0,0048 0,0001 0,9914
Ostatak 394,92 10 39,49
Nedostatak modela 347,66 6 57,94 4,90 0,0728
Pogreska 47,26 4 11,81
Ukupno 1456,42 16
R? 0,7288

SS-suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df—stupnjevi slobode; MS—varijanca
*utjecaj faktora je statistiCki zna¢ajan uz p<0,05
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5.Rezultati
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Slika 49 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrSina % DPPH vrijednosti u ovisnosti o
tlaku, temperaturi i vremenu ekstrakcije pri ekstrakciji superkriti€nim CO;

Tablica 50 Procijenjeni koeficijenti 2FI modela nakon implementacije BBD plana pokusa pri

ekstrakciji superkriticnim CO-

Koeficijent regresije

Polinom jednadzbe drugog reda

Teobromin (Yy)

0,5860 + 0,1829X: + 0,1261X> + 0,2307X3+ 0,0968X1X> +
0,0293X1X3 +0,0826X2X3

Kofein (Y2) 1,48 + 0,4043X;+ 0,3079X>+ 0,3178X3 + 0,5787X1X> -
0,5114X1 X3+ 0,4559X,X3

TPC (Yg) 44,60 — 6,31X1+ 5,38Xs + 8,69X3—4,04X:X,— 3,33X1 X3+
5,06X2X3

DPPH (Y4) 11,07 — 8,48X1+ 4,29X,+ 3,91X3 — 3,04X: X5 - 6,70X1 X3 +

0,0348X2X3

3y = Ro + R1X1 + R2Xz + RaX3z + R11X12 + R22X2?2 + R33X3? + R12X1X2 + B13X1X3 + B23X2X3
Xu: tlak; Xz2: temperatura; Xs: vrijeme

Buduci da su se ekstrakti kakaove ljuske dobiveni ekstrakcijom sa superkriticnim CO; pokazali

izuzetno voskastim i prema polaznim pretpostavkama bogati masnim kiselinama (a dokazano
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5.Rezultati

iz Tablice 45 relativno siromasni aktivnim komponentama) provedena su i dodatna istrazivanja
na tlakovima koji su pokazali veca iskoristenja (200 i 300 bar) ali i na 3 temperature vecéeg
raspona radi usporedbe (40, 60, 80 °C) te je pracena kinetika procesa ekstrakcije (Slika 50 i
51). Dobiveni prinosi kao i sastav masnih kiselina usporedeni su sa standardnom Soxhlet

tehnikom (heksan kao otapalo) (Slika 52).

3.5
3
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——40°C 300 bar
2
3 ——60°C 200 bar
= s 60°C 300 bar
' == 80°C 200 bar
. —@—80°C 300 bar
0.5
0
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Slika 50 Prinos ekstrakta iz kakaove ljuske u ovisnosti o potrosnji CO;
3.5
3 ——— —xX
—4—40°C 200 bar
2.5 e
——40°C 300 bar
2
—§5——% —4—60°C 200 bar
g 1 60°C 300 bar
[
1 —%—80°C 200 bar
0.5 —@—280°C 300 bar
0
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t (min)

Slika 51 Utjecaj vremena ekstrakcije na prinos ekstrakta iz kakaove ljuske tijekom
superkriticne CO; ekstrakcije
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5.Rezultati
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Slika 52 Usporedba prinosa ekstrakta dobiven superkritiEnom CO; ekstrakcijom pri razli€itim
procesnim uvjetima i Soxhlet ekstrakcijom sa heksanom

Tablica 51 Sadrzaj masnih kiselina u ekstraktima kakaove ljuske dobivenim superkriticnom
CO; ekstrakcijom i Soxhlet ekstrakcijom

Ekstrakcija Ilzglm_itinska Palr_nitqoleinska S_tea_rinska .Ole_inska _ Lin_olna
iselina (%) kiselina (%) kiselina (%) | kiselina (%) kiselina (%)
§ 40°C, 200 bar 18,130 1,940 14,570 22,880 7,980
E :gj 40°C, 300 bar 16,590 1,690 13,720 22,830 7,750
28 60°C, 200 bar 20,480 2,080 16,840 24,430 7,860
E % 60°C, 300 bar 19,960 2,260 15,800 23,430 7,910
(%- 80°C, 200 bar 19,090 2,090 16,150 23,980 7,930
80°C, 300 bar 20,120 2,420 17,180 24,530 8,090
Soxhlet 17,410 2,390 12,400 19,740 7,590
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4. Rezultati

4.2.5. Utjecaj procesnih uvjeta SWE na sastav ekstrakata kakaove ljuske

Tablica 52 Udijeli bioaktivnih komponenti u ekstraktima kakaove ljuske dobiveni primjenom vode u supkriticnom stanju prema BBD

Uvjeti metode

Eksp. T(S:ng;o (mtin) tekt?éngjlﬁlr'uto Glflilsn_a (rl:M/F Teobromin | Teofilin | Katehin Klprogenska Kofein | Epikatehin (mg;rg,f\:E/g %DPPH
mL/g (malg) 9/9) (mg/g) (mg/g) | (mgl/g) kis. (mg/g) | (mg/g) (mg/g) ekstrakta)

1. 170 45 20 tragovi | tragovi 16,501 tragovi | tragovi tragovi 0,916 4,480 95,97 62,99
2. 120 75 20 0 0 10,302 0 tragovi tragovi 0,471 0,500 27,26 19,20
3. 170 45 20 tragovi | tragovi 19,200 tragovi | tragovi tragovi 0,916 4,760 94,18 52,06
4. 170 75 30 0 tragovi 11,300 tragovi | tragovi tragovi 0,797 5,910 57,01 48,36
5. 120 45 30 0 0 4,141 0 tragovi tragovi 0,183 0,520 43,67 31,27
6. 170 75 10 tragovi | tragovi 14,100 tragovi | tragovi tragovi 0,621 5,430 91,10 64,48
7. 120 45 10 0 0 6,960 0 tragovi 0 0,239 1,101 98,28 63,83
8. 220 45 10 0 tragovi 9,670 1,210 1,010 tragovi 0,460 1,628 93,41 66,33
9. 120 15 20 0 0 7,001 0 tragovi 0 0,337 0,600 94,44 65,46
10. 170 15 10 tragovi | tragovi 11,101 0 tragovi tragovi 0,846 3,550 96,49 70,51
11. 170 45 20 tragovi 0 18,201 tragovi | tragovi tragovi 0,893 3,610 101,35 74,47
12. 170 45 20 tragovi | tragovi 12,903 tragovi | tragovi tragovi 0,792 4,160 85,72 80,60
13. 170 15 30 0 tragovi 12,601 tragovi | tragovi tragovi 1,070 4,100 33,41 20,24
14. 170 45 20 tragovi | tragovi 14,200 tragovi | tragovi tragovi 0,934 4,850 113,41 71,89
15. 220 45 30 0 3,500 10,901 0,143 0,959 0,959 0,541 1,938 117,51 83,62
16. 220 15 20 0 9,600 11,703 0,236 0,243 0,243 0,533 1,360 44,95 33,67
17. 220 75 20 0 0,300 11,000 0,521 1,370 1,370 0,545 2,765 130,33 91,69

104



4. Rezultati

4.2.5.1. Statisticka analiza parametara SWE

Statisticka analiza ANOVA odredenih parametara ekstrakcije vodom u supkriti€chom stanju
napravljena je samo za najzastupljenije bioaktivnhe komponente u dobivenim ekstraktima dok
za bioaktivhe komponente u tragovima kao i one u niskim koncentracijama nije radena

statistiCka analiza.

Tablica 53 Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva teobromina pri ekstrakciji vodom u supkriti€cnom
stanju polinomnim modelom primjenom viSestruke regresije

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 214,60 | 9 23,84 5,53 0,0172*
Xi-Temperatura 27,64 1 27,64 6,41 0,0391*
X2-Vrijeme 2,31 1 2,31 0,5364 0,4877
X3-Omijer tekuée/kruto 1,04 1 1,04 0,2423 0,6376
X1X2 4,00 1 4,00 0,9283 0,3674
X1Xs3 4,10 1 4,10 0,9517 0,3618
X2X3 4,62 1 4,62 1,07 0,3348
X2 117,33 1 117,33 27,23 0,0012*
X2? 3,57 1 3,57 0,8293 0,3927
X3? 37,99 1 37,99 8,82 0,0208*
Ostatak 30,16 7 4,31
Nedostatak modela 2,18 3 0,7275 0,1040 0,9535
Pogreska 27,98 4 6,99
Ukupno 244,76 | 16
R? 0,8768

SS-suma Kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df—stupnjevi slobode; MS—varijanca
*utjecaj faktora je statisticki znacajan uz p<0,05
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4. Rezultati
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Slika 53 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrSina teobromina u ovisnosti o omjeru
tekuce/kruto, temperaturi i vr.emenu ekstrakcije pri ekstrakciji vodom u supkriticnom
stanju

Tablica 54 StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva kofeina pri ekstrakciji vodom u supkriti€cnom
stanju polinomnim modelom primjenom viSestruke regresije

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 0,9041 9 0,1005 6,35 0,0118*
Xi-Temperatura 0,0901 1 0,0901 5,69 0,00484*
Xz-Vrijeme 0,0155 1 0,0155 0,9787 0,3555
X3-Omijer tekuée/kruto 0,0226 1 0,0226 1,43 0,2712
X1 X2 0,0037 1 0,0037 0,2351 0,6426
X1X3 0,0047 1 0,0047 0,2965 0,6030
X2X3 0,0006 1 0,0006 0,0364 0,8541
X2 0,7365 1 0,7365 46,54 0,0002*
X22 0,0149 1 0,0149 0,9427 0,3639
X3? 0,0133 1 0,0133 0,8411 0,3896
Ostatak 0,1108 7 0,0158
Nedostatak modela 0,0814 3 0,0271 3,69 0,1199
Pogreska 0,0294 4 0,0074
Ukupno 1,01 16
R? 0,8909

SS-suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df—stupnjevi slobode; MS—varijanca
*utjecaj faktora je statistic¢ki znacajan uz p<0,05
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4. Rezultati
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Slika 54 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrSina kofeina u ovisnosti o omjeru
tekuce/kruto, temperaturi i vr.emenu ekstrakcije pri ekstrakciji vodom u supkriticnom
stanju

Tablica 55 StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva epikatehina pri ekstrakciji vodom u supkriticCnom
stanju polinomnim modelom primjenom viSestruke regresije

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 51,75 9 575 19,31 0,0004*
Xi-Temperatura 3,09 1 3,09 10,37 0,0146*
Xz-Vrijeme 3,12 1 3,12 10,48 0,0143*
X3-Omjer tekucée/kruto 0,0722 1 0,0722 0,2425 0,6375
X1 X2 0,5663 1 0,5663 1,90 0,2103
X1Xs 0,1980 1 0,1980 0,6651 0,4416
X2Xs 0,0012 1 0,0012 0,0041 0,9506
X1? 44,70 1 44,70 150,15 < 0,0001*
X22 0,1562 1 0,1562 0,5247 0,4923
X3? 0,1408 1 0,1408 0,4730 0,5138
Ostatak 2,08 7 0,2977
Nedostatak modela 1,07 3 0,3559 1,40 0,3650
Pogreska 1,02 4 0,2541
Ukupno 53,84 16
R? 0,9613

SS-suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df—stupnjevi slobode; MS—varijanca
*utjecaj faktora je statistic¢ki znacajan uz p<0,05
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Slika 55 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrSina epikatehina u ovisnosti o omjeru
tekuce/kruto, temperaturi i vr.emenu ekstrakcije pri ekstrakciji vodom u supkriticnom

stanju

Tablica 56 StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva ukupnog fenolnog sadrzaja pri ekstrakciji
vodom u supkriti€nom stanju polinomnim modelom primjenom viSestruke regresije

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 13943,25 9 1549,25 10,81 0,0024*
Xi-Temperatura 1877,31 1 1877,31 13,10 0,0085*
Xz-Vrijeme 165,71 1 165,71 1,16 0,3179
X3-Omjer tekuée/kruto 2037,77 1 2037,77 14,22 0,0070*
X1Xz2 5818,64 1 5818,64 40,60 0,0004*
X1Xs3 1548,82 1 1548,82 10,81 0,0133*
X2Xs3 210,11 1 210,11 1,47 0,2653
X1? 28,09 1 28,09 0,1960 0,6713
X2? 1909,91 1 1909,91 13,33 0,0082*
Xs? 225,95 1 225,95 1,58 0,2495
Ostatak 1003,17 7 143,31
Nedostatak modela 585,05 3 195,02 1,87 0,2762
Pogreska 418,12 4 104,53
Ukupno 14946,43 | 16
R? 0,9329

SS-suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df—stupnjevi slobode; MS—varijanca

*utjecaj faktora je statisti¢ki znacajan uz p<0,05
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Slika 56 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrSina ukupnog fenolnog sadrzaja u
ovisnosti 0 omjeru tekuée/kruto, temperaturi i viemenu ekstrakcije pri ekstrakciji vodom u
supkritié¢nom stanju

Tablica 57 StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno
dobivenih vrijednosti promatranih odziva antioksidacijske aktivnosti (% DPPH) pri
ekstrakciji vodom u supkriti€¢nom stanju polinomnim modelom

Izvor varijabilnosti SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 6642,87 9 738,10 6,01 0,0137*
Xi-Temperatura 1141,23 1 1141,23 9,30 0,0186*
Xz-Vrijeme 143,23 1 143,23 1,17 0,3158
X3-Omjer tekuée/kruto 833,54 1 833,54 6,79 0,0351*
X1Xz2 2718,58 1 2718,58 22,15 0,0022*
X1Xs3 621,26 1 621,26 5,06 0,0592
X2Xs3 291,56 1 291,56 2,38 0,1672
X1? 32,21 1 32,21 0,2625 0,6242
X2? 725,99 1 725,99 5,92 0,0453*
X3? 80,54 1 80,54 0,6562 0,4446
Ostatak 859,15 7 122,74
Nedostatak modela 365,02 3 121,67 0,9850 0,4842
Pogreska 494,13 4 123,53
Ukupno 7502,03 16
R? 0,8855

SS-suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df-stupnjevi slobode; MS—varijanca
*utjecaj faktora je statistic¢ki znacajan uz p<0,05
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Slika 57 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrSina antioksidacijske aktivnosti (%
DPPH) u ovisnosti o omjeru tekuée/kruto, temperaturi i vremenu ekstrakcije pri ekstrakciji

vodom u supkriti€cnom stanju

Tablica 58 Procijenjeni koeficijenti polinoma jednadzbe drugog reda nakon implementacije
BBD plana pokusa pri ekstrakciji vodom u supkritichom stanju

Koeficijent regresije

Polinom jednadzbe drugog reda

Teobromin (Yy)

16,20 + 1,86X1+ 0,5375X, — 0,3612X3- 5,28X12— 0,9212X,? -
3,00X3%— 1,00X1X2 +1,01X1X5— 1,07X2X3

Kofein (Y2)

0,8902 + 0,1061X; — 0,0440X; + 0,0531X3— 0,4182X;? + 0,0595X,?
— 0,0562X3%— 0,0305X1Xz + 0,0343X:1X3— 0,0120X2X3

Epikatehin (Y3)

4,37 + 0,6214X1 + 0,6244X; + 0,0950X5— 3,26X12 +0,1926X52 +
0,1829X3? + 0,3762X1 X2 + 0,2225X:X5— 0,0175X>X3

TPC (Ya4)

98,13 + 15,32X1 + 4,55X, — 15,96X3— 2,58X12— 21,30X2% - 7,33X3?
+ 38,14X: X2+ 19,68X1 X3+ 7,25XoX3

DPPH (Ys)

68,40 + 11,94X1 + 4,23X2 — 10,21X3- 2,77X1%2— 13,13X2%— 4,37X3?
+ 26,07X1 X2+ 12,46 X1 X3+ 8,54 XoX3

ay = Ro + R1X1 + R2X2 + RaXz + R11X12 + R22X22 + R3aX3? + R12X1 X2 + B13X1X3 + R23X2X3
X1: Temperatura; Xz: Vrijeme ekstrakcije; Xs: Omjer tekuce/kruto
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4.3. USPOREDBA UCINKOVITOSTI ODABRANIH ZELENIH TEHNIKA EKSTRAKCIJE

Tablica 59 Prikaz izracunatih optimalnih uvjeta i koncentracija bioaktivnih komponenata koje se mogu ekstrahirati odabranim zelenim

tehnikama ekstrakcije

Ekstrakcijska metoda

Optimalni uvjeti

Bioaktivhe komponente

Temperatura = 69,45 °C

Teobromin = 5,234 mg/g
Kofein = 0,741 mg/g

Omijer tekuce/kruto = 19,89 mL/g

UAE Vrijeme = 44,26 min Katehin = 0,341 mg/g
Omijer tekuce/kruto = 49,99 mL/g Galna kiselina = 1,434 mg/g
Snaga = 69,99 % TPC = 118,38 mg GAE/Q ekstr.
DPPH = 81,846 %
Teobromin = 4,897 mg/g
Temperatura = 71,09 °C Kofein = 1,545 mg/g
DES/MAE Vrijeme = 10,06 min Kafeinska kiselina = 0,137 mg/g
Udio vode = 32,86% Katehin = 0,065 mg/g
TPC = 60,834 mg GAE/Q ekstr.
DPPH = 50,538 %
Galna kiselina = 0,189 mg/g
HVED Teobromin = 6,177 mg/g
Omijer tekuce/kruto = 47,54 mL/g Kofein = 0,873 mg/g
Frekvencija = 99,85 Hz Katehin = 0,161 mg/g
Vrijeme = 30,11 min Epikatehin = 0,228 mg/g
TPC = 98,823 mg GAE/Q ekstr.
DPPH = 51,004 %
Temperatura = 60 °C Teobromin = 0,824 mg/g
SFE Tlak = 134,94 bar Kofein = 2,252 mg/g
Vrijeme = 120 min TPC = 72,641 mg GAE/Q ekstr.
DPPH = 31,161 %
Temperatura = 191,37 °C Teobromin = 15,916 mg/g
SWE Vrijeme = 57,69 min Kofein = 0,834 mg/g

Epikatehin = 4,756 mg/g
TPC =109,26 mg GAE/Q ekstr.
DPPH = 77,168 %
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razli¢itih tehnika ekstrakcije

112



5. RASPRAVA



5. Rasprava

5.1. UTJECAJ PROCESNIH UVJETA ODABRANIH TEHNIKA
EKSTRAKCIJE NA SASTAV EKSTRAKATA KAKAOVE LJUSKE

Za postizanje najbolje ucinkovitosti neke konvencionalne ili nekonvencionalne tehnike
ekstrakcije osim poznavan ja svojstava matriksa polaznog materijala, kemije ciljanih
bioaktivnih komponenata te karakteristika odabranog otapala, na proces ekstrakcije utjecu i
brojni procesni parametri ovisno o odabranoj tehnici ekstrakcije (poput tlaka, temperature,
vremena ekstrakcije, omjera tekuce/kruto, snage ultrazvuka, snage mikrovalova, veliine

Cestica uzorka, frekvencije, protoka otapala i dr.) (Koffi i sur., 2010).

Preliminarna istraZivanja objavljena u radu Pavlovi¢ i sur. (2019) na odabranim zelenim
tehnikama ekstrakcije bioaktivnih komponenata (teobromina i kofeina) iz kakaove ljuske,
dokazala su znacajno bolju u€inkovitost inovativnih zelenih tehnika ekstrakcije u usporedbi s
konvencionalnom Soxhlet ekstrakcijom u izolaciji ciljanih komponenti kao i boljoj
antioksidacijskoj aktivnosti dobivenih ekstrakata. Soxhlet metoda nije se pokazala kao dobar
izbor za ekstrakciju cilianih komponenti iz kakaove ljuske zbog dugotrajnosti procesa te
primjene visokih temperatura. Mazzutti i sur. (2018) su u svom radu podsjetili na poznatu
¢injenicu kako visoka temperatura tijekom Soxhlet ekstrakcije smanjuje povrSinsku napetost i
viskoznost otapala dopustajuéi aktivnim tvarima ulazak u kruti materijal pove¢avajuci time i
mo¢ otapanja. Ovaj nacin konvencionalne ekstrakcije je stoga prikladan za komponente topive
u mastima dok je za metilksantine poznato kako su zapravo topivi u vodenom mediju.
Proucavajuéi ukupni fenolni sadrzaj te antioksidacijsku aktivnost ekstrakata kakaove ljuske
dobivenih razliitim metodama ekstrakcije autori su doSli do zakljucka kako su ekstrakti
dobiveni integriranim zelenim ekstrakcijskim tehnikama (ekstrakti kakaove ljuske dobiveni
ekstrakcijom stlaCenim etanolom nakon odmas$éivanja superkriticnim CO;) dale veci ukupni
fenolni sadrzaj (od 35 do 51 mg GAE/geks. U zavisnosti od primjenjenih uvjeta ekstrakcije) kao
i ve¢u antioksidacijsku aktivnost od ekstrakata dobivenih primjenom superkriticnog CO; te
stlaCenog etanola kao zasebnim tehnikama. Istakli su vaznost ovih metoda pri dobivanju dvije
bitne nutritivne frakcije iz kakaove ljuske, masnog ekstrakta dobivenog nakon SC-CO; te
ekstrakta obogacenog fenolima nakon ekstrakcije stlaCenim etanolom. Zakljuéno tome, autori
su sugerirali kako ovaj nusproizvod moZze biti vrijedan izvor bioaktivnih komponenti za primjenu
u razli¢itim proizvodnjama poput prehrambene, kozmeti¢ke, farmaceutske ili biomedicinske

industrije.

Slijedom preliminarnih istrazivanja (Pavlovi¢ i sur., 2019), dobivenih kromatograma ekstrakata
i dostupne literature, analizirano je jedanaest (11) potencijalnih komponenti za koje je
pretpostavljeno da bi mogle biti prisutne u uzorcima kakaove ljuske (teobromin, kofein, teofilin,

galna kiselina, epikatehin, epigalokatehin, katehin, klorogenska kiselina, kafeinska kiselina,
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vanilin te 5-HMF-radi potencijalne termi¢ke degradacije). Od svih jedanaest analiziranih

bioaktivnih komponenti, metilksantini (teobromin i kofein) bili su najzastupljeniji u ekstraktima.

S obzirom na pretpostavljene i literaturno dokazane c¢injenice vezane uz znafajan utjecaj
veliCine Cestica uzorka na sam ucinak ekstrakcije (Joki¢, 2011) pri svim se eksperimentima
koristila konstantna veli¢ina Cestica kakaove ljuske od 0,282 mm (prethodno odredena

prosijavanjem na standardnoj seriji sita, Tablica 17).

Prema 2. principu Zelene ekstrakcije prirodnih proizvoda, kao otapalo u ekstrakcijama
uglavnhom se koristi voda (Chemat i sur., 2012) koja se u vecini slu¢ajeva moze smatrati
najzelenijim otapalom. EkoloSki je prihvatljiva, netoksi¢na, nezapaljiva te pruza moguénost za
sigurnu i ¢istu obradu kao i sprije€avanje zagadenja (Chemat i sur., 2019). Proteklih je godina,
uporaba vode kao otapala u zelenim ekstrakcijama znatno porasla. Njezina fizikalno-kemijska
svojstva koja su promjenjiva od sobnih pa sve do onih blizu kriti€nih uvjeta gdje su tlak i
temperatura odmah ispod kriti€ne tocke, €ine ju iznimno zanimljivom za ekstrakciju (Castro-
Puyana i sur., 2017; Plaza i Turner, 2015). Voda kao polarno otapalo otapa razne bioaktivhe
komponente te se Siroko upotrebljava u razliCitim metodama ekstrakcije, bilo konvencionalnim
ili modernim (Mihaylova i sur., 2019). lako je voda polarna molekula te u najvecoj mjeri otapa
polarne komponente, pri viSim temperaturama i tlakovima njezina se polarnost znaéajno
smanjuje kako se vodikove veze cijepaju (Chemat i sur., 2019). Voda je pak takoder i naj¢esci
medij za kavitacijski tretman zbog toga $to prenosi ultrazvuéne valove koji remete stani¢ne
stijenke (Chemat i sur., 2009). Dodatak odredene koli¢ine vode u DES smjese mozZe pak
omoguciti prilagodbu nekih DES svojstava, ovisno o potrebi, $§to ponekad omoguéava bolju
ekstrakciju polarnih spojeva iz hrane (Gomez i sur., 2018), iako visoki udio vode u DES moze

narusiti strukturu samih DES-ova.

Kombiniranje DES i MAE ekstrakcije kao i dodavanje vode poboljSava i ubrzava ekstrakciju
polarnih spojeva smanjujuci viskoznost otapala (Gomez i sur., 2018). Nadalje, visokonaponsko
elektri¢no praznjenje koje pak nastaje u vodi (elektrohidraulicko praznjenje) takoder pokreée

razne kemijske i fizikalne procese (Touya i sur., 2006).

U preliminarnom istrazivanju, za odabir najefikasnijeg otapala za ekstrakciju biokativnih
komponenata iz kakaove ljuske, konkretno teobromina i kofeina te ukupnog fenolnog sadrzaja
i antioksidacijske aktivnosti dobivenih UAE tehnikom, koristila se voda, 50%-tna vodena
otopina etanola, 75%-tha vodena otopina etanola te 97%-tni etanol kao otapalo. Voda se
pokazala kao najucinkovitije otapalo za ekstrakciju teobromina kao i ukupnih fenolna (Pavlovi¢
i sur., 2019).

Uzimajuéi u obzir sve gore navedeno, kao daljnje otapalo u svim inovativnim tehnikama
ekstrakcije (UAE, DES/MAE, HVED i SWE) u ovoj doktorskoj disertaciji koristila se voda i
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samim time je bila omoguéena dobra usporedba izmedu primjenjenih metoda ekstrakcija.
Tijekom DES/MAE ekstrakcije koristilo se eutektiCko otapalo kolin-klorid-oksalna kiselina i

voda dok se kod SFE koristio se SC-CO: kao otapalo iz ve¢ ranije spomenutih razloga.

Studije o koncentracijama metilksantina (teobromina i kofeina) u kakaovoj ljusci vec¢inom su
uskladene. Arlorio i sur. (2005) u smjesi kakaovih ljuski iz razli€itih geografskih regija odredili
su koncentraciju teobromina od 12,9 mg/g s.tv. Adamafio (2013) je u svojoj preglednoj studiji
prikazao kako sadrzaj teobromina u kakaovoj ljusci moZe varirati od 5-21 mg/g zavisno od
porijekla te naveo kako kakaovac porijeklom iz Afrike ima najviSi udio teobromina. Povezanost
koncentracije metilksantina u kakaovoj ljusci s porijeklom kakaovca navodili su i neki drugi
autori (Barbosa-Pereira i sur., 2018; Carrillo i sur., 2014) koji su takoder utvrdili vrijednosti ovih
dominantnih komponenti u kakaovoj ljusci - teobromin od 4,64 i 10,92 mg/g, kofein od 1,59 do
4,21 mg/g (Barbosa-Pereira i sur., 2018) te kofein od 0,73 do 1,73 mg/g (Carrillo i sur., 2014).
Beckett i sur. (2011) takoder su odredili koncentracije ovih komponenata u kakaovoj ljusci
(teobromin od 0,2-1,3%, te kofein od 0,04-0,3%) te su ukazali na povezanost vrste zrna s
metodama analize. Sli€ne vrijednosti je prikazao i Prabhakaran Nair (2010) (1,3% za
teobromin te 0,1% za kofein) dok je Hartati (2010) pak dao prosjecni sastav kakaove ljuske i

U njemu naveo sadrzaj teobromina od 0,55%.

S obzirom na &injenicu da razliite tehnike ekstrakcije, a isto tako i razli€iti predtretmani imaju
znacajan utjecaj na udjele bioaktivnih komponenata u razli¢itim ekstraktima, tako su i sliedece
studije pokazale to isto i na primjeru kakaove ljuske. Tako su, Sotelo i Alvarez (1991)
ekstrahirajuci vodom aktivne tvari iz kakaove ljuske zakljucili kako koncentracije metilksantina
variraju u odnosu na vrstu kakaovca i sam proces fermentacije tj. da su u pravilu vece u
fermentiranoj kakaovoj ljusci. Naveli su i kako se u fermentiranoj kakaovoj ljusci teobromin
kretao u koncentracijama od 0,032 mg/g do 0,223 mg/g, kofein od 0,056 mg/g do 0,252 mg/g,
a teofilin u koncentracijama od 0,052 mg/g do 0,153 mg/g. U nefermentiranoj kakaovoj ljusci
vrijednosti su takoder varirale za teobromin od 0,030 mg/g do 0,174 mg/g, kofein od 0,051
mg/g do 0,227 mg/g te teofilin u koncentracijama od 0,047 mg/g do 0,273 mg/g suhog uzorka.
Sliéno su u svojoj studiji potvrdili i Hernandez-Hernandez i sur. (2018a) gdje su naveli
vrijednosti teobromina u sirovoj (3,900 mg/g) i fermentiranoj kakaovoj ljusci (12,000 mg/qg) te
time dokazali snazan utjecaj fermentacije kako na sastav tako i na koncentracije bioaktivnih
komponenata kakove ljuske (kafeinska kiselina, katehin, epikatehin i epigalokatehin). Ovi su
autori takoder promatrali u€inke razli€itih hidrotermalnih tretmana na dobivene ekstrakte
kakaove ljuske te zaklju€ili kako tretman na 170 °C tijekom 30 minuta daje ekstrakt bogat
antioksidansima s visokim udjelom fenola (55 mg/gekst.) | teobromina (16,400 mg/g uzorka),
prikladan za primjenu u prehrambenoj i kozmeti¢koj industriji. Od fenolnih komponenti

epikatehin i katehin bili su najzastupljeniji (3,900 mg/g uzorka za obje komponente pri istom
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tretmanu). Istakli su takoder kako je ekstrakcijom uz primjenu razli€itih otapala moguée dobiti
razliCite koncentracije ovih komponenti. Okiyama i sur. (2018) proveli su stlaéenu tekucu
ekstrakciju kakaove ljuske s apsolutnim etanolom i u njoj utvrdili koncentraciju teobromina
9,890 + 0,090 mg/g, kofeina 1,440 + 0,01 mg/g, epikatehina 3,500 + 0,1 mg/g, i katehina 0,178
+ 0,003 mg/g uzorka. Martinez i sur. (2012) demonstrirali su pak kako ekstrakcija smjesom
metanol:aceton daje znatno bolje rezultate za ukupni fenolni sadrzaj (od 144,83 do 154,43 mg
GAE/100gekstr.) u usporedbi s etanolnim ekstraktima (izmedu 80,17 i 82,37 mg GAE/100gekstr.).
Kao razlog tim varijacijama naveli su lokalitet i vrstu kakaovca. Zaklju€no su dodali kako ovaj
nusproizvod moze biti potencijalni izvor prirodnih supstanci sa zna€ajnom antioksidacijskom
aktivnoScu. Okiyama i sur. (2017) u svom su preglednom radu naveli flavanole kao
najzastupljenije fenolne komponente identificirane u kotiledonima kakaovih zrna (katehine,
epikatehine i procijanidine) koji djelomi¢no mogu migrirati u kakaovu ljusku te ju na taj nacin
obogatiti. Nazaruddin i sur. (2006) su pak istakli kako do te migracije dolazi zbog difuzije iz
kotiledona tijekom procesa fermentacije te se kao rezultat tog procesa, mnoge bioaktivhe
komponente koncentriraju u kakaovoj ljusci. Ismail i Lee (2006) objavili su takoder ukupni
fenolni sadrzaj kakaove ljuske od 112,90 mgGAE/gekst. te antioksidacijsku aktivnost od 95,9%
(%DPPH). Snaznu antioksidacijsku aktivnost fenolnih komponenti u kakaovoj ljusci u
usporedbi sa sintetickim antioksidansima prikazali su Azizah i sur. (1999). Do sada se samo
par studija fokusiralo na individualni fenolni sadrzaj u kakaovoj ljusci (Joki¢ i sur., 2018a; Joki¢
i sur., 2019; Pavlovi¢ i sur., 2020).

Spomenute bioaktivhe komponente, kao i navedene studije o0 kakaovoj ljusci pruzaju odredene
pretpostavke koje su se Zeljele ispitati i u ovoj disertaciji ali na kakaovoj ljusci koja nastaje kao
nusproizvod u tvornici Kandit d.o.o. (Osijek). U skladu s tim pretpostavkama, svaka pomno u
radu odabrana i dostupna zelena ekstrakcijska tehnika dala je drugadiji sastav i koncentraciju
bioaktivnih komponentata u ekstraktima kakaove ljuske u ovisnosti o njezinim procesnim
parametrima. Sve identificirane i kvantificirane bioaktivne komponente u ekstraktima izrazene

su u mg/g kakaove ljuske.

5.1.1. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Prednosti UAE kao tehnologije u podru¢ju Odrzive kemije su uporaba netoksi¢nih otapala,
smanjenje potroSnje energije, krace vrijeme i niza temperatura samog procesa Sto uvelike

utjeCe na ekstrakciju termolabilnih spojeva (Medina-Torres i sur., 2017).

Prema dobivenim rezultatima prikazanim u Tablici 18, od svih analiziranih bioaktivnih

komponenata u ekstraktima kakaove ljuske dobivene primjenom UAE najzastupljeniji je bio
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teobromin, zatim galna kiselina, kofein, katehin, epikatehin te naposljetku kafeinska kiselina
u tragovima. Procesni parametri korisSteni kod UAE su temperatura od 40 °C do 80 °C, omjer
tekuce/kruto od 10 do 50 mL/g, snaga ultrazvuka od 30 do 70% u vremenu trajanja ekstrakcije
od 30 do 90 minuta (Tablica 18).

Teobromin, kao najzastupljeniji metilksantin ekstrahiran je u koncentracijama od 2,077 mg/g
do 5,916 mg/g, a kofein od 0,276 mg/g do 0,785 mg/g. Najveéa koncentracija teobromina
(5,916 mg/g) ekstrahirana je pri uvjetima uz 50% snage ultrazvuka, 50 mL/g omjera
tekuce/kruto, temperaturi 40 °C u vremenu trajanja ekstrakcije od 60 minuta. Najveca
koncentracija kofeina (0,785 mg/g) ekstrahirana je pri uvjetima 70% snage ultrazvuka, 50 mL/g
omjera tekuée/kruto, temperaturi 60 °C u vremenu trajanja ekstrakcije od 60 minuta.
Najzastupljenija fenolna komponenta ekstrahirana ovom tehnikom bila je galna kiselina u
koncentracijama od 0,110 mg/g do 1,407 mg/g te katehin od 0,033 mg/g do 0,457 mg/g.
Najvecée koncentracije kafeinske kiseline i epikatehina iznosile su 0,527 mg/g te 0,100 mg/g
u ovisnosti od zadanih parametara ekstrakcije. Najvise galne kiseline (1,407 mg/g) ekstrahiralo
se pri 70% snage ultrazvuka, 50 mL/g omjera tekuée/kruto, temperaturi 60 °C u vremenu
trajanja ekstrakcije od 60 minuta. NajviSe katehina (0,457 mg/g) ekstrahiralo se pri 70% snage
ultrazvuka, 30 mL/g omjera tekuce/kruto, temperaturi 80°C i to kroz 60 minuta ekstrakcije.
Ekstrakt kakaove ljuske u kojem je dobivena najve¢a koncentracija katehina ujedno je i
ekstrakt s najvisim ukupnim fenolnim sadrzajem (132,897 mgGAE/gexsr.). NajviSe kafeinske
kiseline (0,527 mg/g) ekstrahiralo se pri 50% snage ultrazvuka, 30 mL/g omjera tekuce/kruto,
temperaturi 60 °C u vremenu trajanja ekstrakcije od 60 minuta. NajviSe epikatehina (0,100
mg/g) ekstrahiralo se pri 50% snage ultrazvuka, 30 mL/g omjera tekuce/kruto, temperaturi 80
°C u vremenu trajanja ekstrakcije od 90 minuta. Ekstrakt kakaove ljuske u kojem je dobivena
najveéa koncentracija epikatehina ujedno je i ekstrakt s najvis§im %DPPH (86,377%). Ostale
fenolne komponente koje se nalaze u malim koncentracijama u kakaovoj ljusci, bile su ispod
granice detekcije (GD) te ih nije bilo moguce kvantificirati dok 5-HMF nije bio detektiran. Od

analiziranih metilksantina, teofilin nije bio detektiran ovom tehnikom.

Iz rezultata je vidljivo kako je Sest odziva (teobromin, kofein, galna kiselina, katehin, ukupni
fenolni sadrzaj te antioksidacijska aktivnost) (Tablica 18) detektirano u svih 29 eksperimenata
te su oni uzimani u obzir pri daljnjoj statistickoj analizi. Statisticka znacajnost regresijskih
jednadzbi za svaki od ovih odabranih odziva evaluirana je analizom varijance (ANOVA) i

prikazana u Tablicama 19 - 24.

Generalno, omjer tekuce/kruto pokazao je najvedi statistiCki znacajan utjecaj za sve ispitivane
odzive (p<0,05), dok vrijeme ekstrakcije nije uopce pokazalo statisticki znacajan utjecaj niti na

jedan odziv. Temperatura je pokazala statistiCki znacCajan utjecaj za katehin (p=0,0486), ukupni
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fenolni sadrzaj (p=0,0014) te DPPH vrijednost (p=0,0404), dok je snaga ultrazvuka imala
statistiCki znacCajan utjecaj samo na koncentraciju katehina (p=0,0291).

Regresijski modeli za sve ispitivane odzive pokazali su statisticki zna¢ajan utjecaj promatrajuéi
njihove p-vrijednosti (od <0,0001 do 0,0263) sa zadovoljavaju¢im koeficijentima determinacije
(R?) u rasponu od 0,75 do 0,94. S obzirom da je vjerojatnost (p-vrijednost) svih regresijskih
modela ispod 0,05, znali da postoji statisticki znaCajan utjecaj izmedu nezavisnih varijabli i

varijabli promatranih odziva.

Neprikladnost modela (engl. lack of fit) odnosno ,odstupanje od modela®“ u svim slu€ajevima
nije bilo statisti¢ki zna¢ajno (p>0,05) Sto znaci da je dobiveni polinom jednadzbe drugog reda

adekvatan za preciznu procjenu eksperimentalnih vrijednosti.

Za metilksantine (teobromin i kofein) statistiCki znacajan utjecaj pokazao je, osim linearnog
¢lana modela koji se odnosi na omjer tekuée/kruto (p=0,0003 i p= 0,0068), takoder i njegov
kvadratni ¢lan (p=0,0041 i p=0,0079). Kvadratni ¢lan modela koji se odnosi na temperaturu
takoder je pokazao statistiCki zna¢ajan utjecaj za ove dvije komponente (p=0,0203 i p=0,0436).
Utvrdena je i znagajnost modela jer je F-vrijednost od 3,96 za teobromin tj. 2,94 za kofein
velika te je vjerojatnost da je to uslijed Suma manja od 0,73% tj. 2,63% (Tablica 20 i Tablica
21). Za galnu kiselinu osim linearnog ¢lana modela koji se odnosi na omjer tekuce/kruto
(p=0,0008), statisticki znacCajan utjecaj pokazao je i njegov kvadratni ¢lan (p=0,0005).
Interakcija izmedu ulaznih varijabli tj. omjera tekucée/kruto i snage ultrazvuka pokazala je
takoder statisticki znacajan utjecaj (p=0,0119). Utvrdena je i znaajnost modela jer je F-
vrijednost od 3,70 za galnu kiselinu velika te je vjerojatnost da je to uslijed Suma manja od
1,00% (Tablica 19). Tri su procesna parametra za katehin pokazala linearni statisticki
znacajan utjecaj, temperatura (p=0,0486), omjer tekuce/kruto (p=0,0005) te snaga ultrazvuka
(p=0,0291) dok je kvadratni ¢lan modela omjera tekuce/kruto takoder pokazao statisticki
znacajan utjecaj (p<0,0001). Interakcija izmedu ulaznih varijabli vremena ekstrakcije i snage
ultrazvuka pokazala je takoder statistiCki znacajan utjecaj (p=0,0437). Utvrdena je i znaCajnost
modela jer je F-vrijednost od 8,03 za katehin velika te je vjerojatnost da je to uslijed Suma
manja od 0,02% (Tablica 22). Kod ukupnog fenolnog sadrzaja (Tablica 23) kao i kod
antioksidacijske aktivnosti (Tablica 24), osim linearnog (p<0,0001 za oba odziva), i kvadratni
¢lan modela omjera tekuce/kruto pokazao je statistic¢ki zna¢ajan utjecaj (p<0,0001 i p=0,0002).
Temperatura je takoder pokazala statisticki znaCajan utjecaj kod oba odziva (p=0,0014,
p=0,0404). Interakcija izmedu ulaznih varijabli tj. vremena ekstrakcije i omjera tekuce/kruto
pokazala je statistiCki znaajan utjecaj samo za antioksidacijsku aktivnost (p=0,0436).

Utvrdena je i znaCajnost modela jer je F-vrijednost od 14,83 za ukupni fenolni sadrzaj tj. 5,44
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za antioksidacijsku akitivnost velika te je vjerojatnost da je to uslijed Suma manja od 0,01% t;.
0,16%.

Iz trodimenzionalnih dijagrama metilksantina (Slika 28 i 29) vidljivo je povecanje njihove
koncentracije s povec¢anjem omjera tekuce/kruto. Poveéanjem temperature do 60 °C, snage
ultrazvuka do 50% kao i duzim vremenom ekstrakcije do 60 minuta koncentracija teobromina
se prvo blago povecava nakon Cega se smanjuje (Slika 28). Kod kofeina se takoder
povecanjem temperature do 60 °C i ekstrakcijom do 60 minuta koncentracija prvo blago
povecava nakon ¢ega se smanjuje dok povecanje snage ultrazvuka nije pokazalo utjecaj na
koncentraciju ove komponente (Slika 29). Povecanje omjera tekuce/kruto utjecalo je na
povecanje koncentracije galne kiseline dok povecéanje temperature, snage ultrazvuka kao i
duljine vremena ekstrakcije nije imalo znacajnog utjecaja na koncentraciju ove komponente
(Slika 27). Porastom omijera tekuce/kruto od 10 prema 30 mL/g, povecava se koncentracija
katehina, dok se daljnjim povecanjem omjera tekuce/kruto koncentracija katehina smanuje. 1z
dijagrama je takoder vidljiv i blagi porast koncentracije ove komponente povecanjem
temperature, snage ultrazvuka te vremena ekstrakcije (Slika 30). Trodimenzionalni dijagrami
za ukupni fenolni sadrzaj (Slika 31) i DPPH vrijednost (Slika 32) pokazali su sliénost, sto je
bilo i za ocekivati zbog njihove ve¢ dokazane korelacije. Oba promatrana parametra pokazala
su tendenciju porasta s porastom omjera tekuée/kruto. Povecanje snage ultrazvuka kao i
vremena ekstrakcije nije utjecalo na ukupni fenolni sadrzaj i DPPH dok je povecanje
temperature ipak pokazalo blagi porast kod oba odziva (Slika 31 i 32). Procijenjeni koeficijenti
polinoma jednadzbe drugog reda nakon implementacije BBD plana pokusa za UAE prikazani
su u Tablici 25.

Ako se osvrnemo na druge slicne studije, Esclapez i sur. (2011) spomenuli su kako
temperatura, kao jedan od bitnih faktora kod ekstrakcije ultrazvukom, utjeCe na prinos
pojedinih komponenata (povecanje temperature ekstrakcije poboljSava prijenos mase), a
McDonell i Tiwari (2017) su pak napomenuli kako temperatura smanjuje viskozitet otapala
povecavajuci pritom kinetiCku energiju molekula u otopini. Kod fenolnih komponenti je takoder
slican slucaj. lako je u nekim istrazivanjima dokazano kako se manje fenolnih komponenti
ekstrahira na viSim temperaturama zbog njihove moguce termalne degradacije ili
polimerizacije ovdje to nije slu€aj jer do toga u principu dolazi pri viSim temperaturama nego u
navedenom eksperimentu (110°C) (De la Calle i Costas-Rodriguez, 2017). McDonnel i Tiwari
(2017) dali su pregled bioaktivnih komponenti ekstrahiranih UAE tehnikom iz uzoraka raznih
matriksa (kora Sipka, sjemenki grejpa, lista masline i sl.) ¢ime su predocili kako se UAE
uspjedno Kkoristi pri ekstrakciji polifenola, antioksadanasa i drugih bioaktivhih komponenti.
Yusof i sur. (2019) su pri UAE flavonoida iz ekstrakata kakaove ljuske, porijeklom iz Malezije,

primjenjivali razli¢ite koncentracije etanola (70-90 v/v %), temperaturu (45-65 °C) u razli€¢itom
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vremenu trajanja ekstrakcije (30-60 min) te su u kakaovoj ljusci UHPLC-QTOF-MS metodom
osim epikatehina otkrili i odredene oligomere flavonoida (procijanidin B2, procijanidin C1,
procijanidin B4, procijanidin A2, procijanidin trimer, procijanidin tetramer, procijanidin
pentamer). Kao izraCunate optimalne uvjete ekstrakcije ovih komponenti naveli su
koncentraciju etanola od 80%, pri temperaturi od 55 °C u vremenu trajanja ekstrakcije od 45
minuta. Quiroz-Reyes i sur. (2013) su dokazali kako je UAE efikasnija od maceracije te da su
ekstrakti dobiveni UAE pokazali viSu antioksidacijsku aktivnost kao i dobru korelaciju izmedu
antioksidacijske aktivnosti i ukupnog fenolnog sadrZaja. Takoder su istakli veli sadrzaj
katehina i epikatehina u ekstraktima kotiledona kakaovog zrna u usporedbi s ekstraktima
kakaove ljuske. Za UAE su naveli kako je izvrsna ekstrakcijska metoda pri izolaciji
antioksidanasa s obzirom na krace vrijeme ekstrakcije, viSu reproducibilnost kao i male gubitke
bioaktivnih komponenata. Oliveira i sur. (2018) ekstrahirali su metilksantine (kofein i
teobromin) iz kakaovog zrna uz pomo¢ protonske ionske tekucine 2HEAA (2-hidroksi
etilamonij acetata) i ultrazvuka. Naglasili su kako su protonske ionske tekuéine izvrsne pri
ekstrakciji ovih spojeva te da se omjer kruto/teku¢e pokazao kao glavna utjecajna varijabla pri
ekstrakciji, dok snaga ultrazvuka nije imala znacajan utjecaj $to je i u ovom istrazivanju slucaj.
Usporedujuc¢i UAE i konvencionalnu metodu ekstrakcije mjeSanjem, Jiménez i Cafiizares-
Macias (2013) su dokazali kako je UAE efikasnija pri izolaciji kofeina (za 57,7%) i teobromina
(za 43,6%) iz kakaovih sjemenki. Kao razlog efikasnije ekstrakcije istakli su vaznost
ultrazvuénih valova koji ne uzrokuju modifikaciju ekstrakta. Dent i sur. (2015) takoder su
usporedivali neke konvencionalne metode ekstrakcije fenolnih komponenata iz kadulje (Salvia
officinalis L.) primjenom dvije razli¢ite UAE tehnike (ultrazvuéni uredaj uz direktno mijeSanje i
izravnu sonifikaciju sondom). Istrazivanja su pokazala kako je UAE s ultrazvu¢nim uredajem
uz direktno mijeSanje postigla najvide iskoriStenje ukupnih i pojedinacnih polifenola dok je
izravna sonikacija takoder bila efikasnija od konvencionalnih ekstrakcija. Bamba i sur. (2018)
prvi su proucavali utjecaj uvjeta UAE na prinos fenolnih komponenti iz borovnice (Vaccinium
angustifolium) kao i antioksidacijsku aktivnost dobivenih ekstrakata. Dokazali su kako
efikasnost ove ekstrakcije uvelike ovisi 0 udjelu etanola u vodenom ekstraktu, omjeru
kruto/tekuce, temperaturi i vremenu te o pH. UAE s 50% omijera etanol/voda dala je vece
prinose flavonoida i antocijanina kao i ve¢i ukupni fenolni sadrzaj, dok se smanjenjem udjela
kruto/tekuce povecéao udio polifenola kao i antioksidacijska aktivnost ekstrakata. Pri upotrebi
50% etanola i uz vise temperature povecali su se ukupni flavonoidi i antioksidacijska aktivnost
dok se ukupni fenolni sadrzaj smanijio. Slabo bazi¢ni pH imao je pozitivan utjecaj na ukupni
fenolni sadrzaj i antioksidacijsku aktivhost za razliku od kiselog pH, no smanjio je udio
antocijanina. Duze vrijeme ekstrakcije u vodi povecalo je sadrzaj antocijanina. Autori su
takoder naveli kako je u odabranim UAE uvjetima moguce selektivho obogacivanje razli€itin

fenolnih frakcija iz navedenog matriksa. Papoutsis i sur. (2018) optimirali su UAE za izolaciju
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polifenola rutina iz nusproizvoda limuna (Citrus limon L.) (zaostali endokarp, sjemenke i
egzokarp). Rezultate ukupnog fenolnog sadrzaja, ukupnih flavonoida i antioksidacijsku
aktivnost usporedili su s ekstrakcijom potpomognutom vruéom vodom te konvencionalnom
ekstrakcijom s organskim otapalima. Ekstrakcija vruéom vodom pokazala se kao najefikasnija
pri izolaciji najviseg sadrzaja flavonoida te najviSe antioksidacijske aktivnosti. UAE pokazala
je sliéne rezultate kao i konvencionalna ekstrakcija organskim otapalima, te se i preporucuje
provoditi umjesto konvencionalne prvenstveno zbog kraceg vremena trajanja ekstrakcije.
Primjenom metode odzivnih povrdina u ovom radu dobiveni su optimalni uvjeti za ekstrakciju
bioaktivnih komponenata iz kakaove ljuske primjenom UAE, uzimaju¢i u obzir njihov
maksimum: temperatura od 69,45 °C, omjer tekuce/kruto 49,99 mL/g, snaga ultrazvuka od
69,99% te vrijeme ekstrakcije od 44,26 minute. Pri tim uvjetima predvidena koncentracija
teobromina iznosila je 5,234 mg/g, kofeina 0,741 mg/g, katehina 0,341 mg/g, galne kiseline
1,434 mg/g, ukupnog fenolnog sadrzaja 118,380 mg GAE/geksr. te DPPH 81,846% (Tablica

59) Sto se slaze s eksperimentalno dobivenim podatcima.

5.1.2. Ekstrakcija eutektickim otapalima potpomognuta

mikrovalovima

Ekoloski karakter eutekti¢kih smjesa postize se upotrebom netoksic¢nih, biorazgradivih i jeftinih
komponenti koje se koriste pri njihovom stvaranju, kao i niskog tlaka para te mogucnosti
recikliranja. Jedna od zanimljivih karakteristika ove vrste otapala je mogucénost dobivanja
velikog broja eutektiCkih smjesa razli€itih kemijskih svojstava zbog promjene jednog ili oba
spoja. Ova metoda ekstrakcije ve¢ se pokazala izvrsnom u kombinaciji s MAE (Cunha i
Fernandes, 2018). MAE, kao jednu od naj¢eSée koriStenih i novih alternativnih metoda
ekstrakcije karakterizira naruSavanje staniCne strukture uslijed toplinskog prodiranja
mikrovalnog zraCenja (Kaderides i sur., 2019). U DES/MAE ekstrakcijama, DES pod utjecajem
mikrovalnog zra€enja razara stanic¢ne stijenke oslobadajuci pri tom komponente iz matriksa
uzorka (Chizoba Ekezie, Sun i Cheng, 2017).

S obzirom da se eutekti¢ka otapala mogu formirati iz razlicitih HBA i HBD pokazalo se kako
njihova kombinacija, kao i omjer, uvelike utjeCu na njihova fizikalna i kemijska svojstva. Zbog
tih razliCitih kemijskih i fizikalnih svojstava, ova otapala mogu pokazati razliCit ekstrakcijski
potencijal izabranih bioaktivnih komponenti. U doktorskoj disertaciji provedena je ekstrakcija
odabranih bioaktivnih komponenata iz kakaove ljuske i to sa 16 razliCitih kombinacija
eutektiCkih smjesa. Istrazivanje je provedeno koriStenjem eutektickih smjesa na bazi kolin-

klorida te uz kombinaciju s razlicitim HBD-ima, kako je naznaCeno u Tablici 26. Proveden je
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probir (engl. screening) uz dodatak vode (10% i 50% v/v) u vremenu trajanja ekstrakcije od 60
minuta, na temperaturi od 50 °C. Razlog ovakvog odabira parametara je ¢injenica $to dodatak
vode smanjuje viskoznost eutektiCkog otapala kao i poviSenu temperaturu, dok oba parametra
utjeCu na prijenos mase tijekom ekstrakcije. Vrijeme trajanja ekstrakcije od 60 minuta
odabrano je na temelju prethodnih istrazivanja i iskustva. Probirom je otkriveno da ekstrahirana
koli¢ina bioaktivnih komponenti varira ovisno o vrsti otapala, kao §to je bilo i za oCekivati. Galna
kiselina ekstrahirana je samo s ChCl: AA (0,009 i 0,016 mg/g), ChCI: EG (0,008 i 0,002 mg/g)
i ChCl: Glu (0,009 mg/g). Najveci sadrzaj teobromina ekstrahiran je sa ChCl: BD (3,639 mg/g),
ChCl: OA (3,605 mg/g) i ChCI: U (3,613 mg/g) s 50% udjela vode, dok je najmanja koli¢ina
teobromina bila ekstrahirana sa ChCIl: OA (0,620 mg/g) sa 10% udjela vode. Katehin je
ekstrahiran u najvecoj koli¢ini sa ChCIl: Fru (0,095 mg/g) s 50% udjela vode, dok se
ekstrakcijom s ChCIl: MA, ChCI: LA, ChCI: CA, ChCI: Mal, ChCI: LevA, ChCI: OA i ChCIl: TA
katehin nije uopce ekstrahirao. Kofein se u najvecoj koli€ini ekstrahirao s ChCl: OA (0,909
mg/g) sa 50% udjela vode i ChCl: LeVA (0,916 mg/g) sa 10% udjela vode, a u najmanjoj u
ChCI: OA (0,156 mg/g) sa 10% udjela vode. Kafeinska kiselina bila je najzastupljenija u ChCl:
Sor (0,040 mg/g) s 50% udijela vode, dok s ChCl: OA i s 10% udjela vode nije uopce bila
detektirana. Koli¢ina epikatehina bila je najve¢a u ChCl: Mal (0,114 mg/g) sa 50% udjela vode,
dok s ChCI: OAi110% udjela vode kao i s ChCl: MA i 10% udjela vode nije uopce bio detektiran.
Pored toga, najveca antioksidacijska aktivnost, izraZzena kao DPPH vrijednost dobivena je s
ChCl: OA, 66,31% sa 50% udjela vode te 64,32% sa 10% udjela vode. Najveci ukupni fenolni
sadrzaj pokazao se u smjesi ChCl: CA (129,051 mgGAE/gexstr) S 50% udjela vode. S obzirom
na sve podatke i Cinjenicu da neki spojevi nisu uvijek poZzeljni u dobivenim ekstraktima,
odluceno je optimirati uvjete ekstrakcije odabranih spojeva s eutektickom smjesom ChCI: OA.
Ova eutekticka smjesa odabrana je s obzirom da je utjecaj dodatka vode na koli¢inu bioaktivnih
spojeva bio najveci, pa je bio i najprikladniji za podeSavanje parametara ekstrakcije Zeljenih

komponenti.

Optimizacija ekstrakcijskih parametara provedena je kroz 17 razli€itih eksperimenata, pri Cemu
su varirale temperatura (od 30 do 90 °C), vrijeme trajanja ekstrakcije (od 5 do 15 minuta) te
udio vode u DES smijesi (od 10 do 50% udjela vode). Nadalje, svi su eksperimenti provedeni
mijeSanjem s DES (Tablica 27) kao i u kombinaciji s MAE (Tablica 28) primjenjujuci iste
parametre. Prije svega, rezultati prikazani u obje Tablice 27 i 28 dokazuju kako je ekstrakcija
DES-a u kombinaciji s MAE dala nesto viSe koncentracije odabranih bioaktivnih komponenti u
ekstraktima kakaove ljuske. Neki spojevi, pronadeni u tragovima nakon DES ekstrakcije, bolje
su se ekstrahirali u kombinaciji DES/MAE, poput galne kiseline. Nadalje, promatranjem
dobivenih koncentracija bioaktivnih spojeva (Tablica 28), vidljivo je kako odredeni parametri

razliito utjeCu na svaku pojedinu komponentu. Najveée koncentracije teobromina i kofeina
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pronadene su u ekstraktu dobivenom primjenom temperature 60 °C i 30% udjela vode tijekom
10 minuta vremena ekstrakcije (5,004 mg/g i 1,599 mg/g), gdje je utvrdena i najvecéa
antioksidacijska aktivnost (55,444%). NajviSe katehina ekstrahirano je pri uvjetima od 30%
udjela vode, temperaturi 90 °C u vremenu trajanja ekstrakcije od 5 minuta (0,067 mg/g) $to su
takoder najpogodniji uvjeti za ekstrakciju epikatehina (0,137 mg/g). Najveéi sadrzaj kafeinske
kiseline dobiven je primjenom temperature od 30 °C i 50% udjela vode tijekom 10 minuta

vremena ekstrakcije (0,137 mg/g).

Iz rezultata je vidljivo kako je Sest odziva (teobromin, kofein, katehin, kafeinska kiselina, ukupni
fenolni sadrzaj te antioksidacijska aktivnost) detektirano u svih 17 eksperimenata te su se ove
komponente uzimale u obzir pri daljnjim statistickim analizama. Statisticka znacajnost
regresijskih jednadzbi za svaki od ovih odabranih odziva evaluirana je analizom varijance
(ANOVA) i prikazana u Tablicama 29 - 34. Promatrajuéi iskoriStenja dobivenih bioaktivnih
komponenata ovih dviju ekstrakcija (DES i DES/MAE) veéi prinosi galne kiseline, teobromina,
katehina, kofeina i kafeinske kiseline su dobiveni kombinacijom DES/MAE. Iz tog razloga je

provedena daljna ANOVA na parametrima dobivenima ekstrakcijom DES/MAE.

Udio vode u eutektickom otapalu (kolin-klorid: oksalna kiselina) pokazao je najveci statisticki
znacCajan utjecaj za sve ispitivane odzive (p<0,05) osim za antioksidacijsku aktivhost gdje
utjecaj nije bio statistic¢ki znacajan (p=0,1911). Regresijski modeli za sve ispitivane odgovore
bili su statisticki znacajni promatrajuéi njihove p-vrijednosti (od 0,0031 do 0,046) sa
zadovoljavajué¢im koeficijentima determinacije (R?) u rasponu od 0,83 do 0,93. Neprikladnost
modela odnosno ,odstupanje od modela“ u svim slu€ajevima nije bilo statistiC¢ki znacajno
(p>0,05) Sto znaci da je polinom jednadzbe drugog reda adekvatan za preciznu procjenu
eksperimentalnih vrijednosti. S obzirom da je vjerojatnost (p-vrijednost) svih regresijskih
modela ispod 0,05, zna€i da postoji statisticki znaCajan utjecaj izmedu nezavisnih varijabli i

varijabli promatranih odziva.

Za metilksantine, osim linearnog ¢lana modela koji se odnosi na udio vode (p=0,0037 i
p=0,0001), i njegov kvadratni ¢lan pokazao je statistiCki znaCajan utjecaj za teobromin
(p=0,0132) i kofein (p=0,0014). Utvrdena je i znacajnost modela jer je F-vrijednost od 4,20 za
teobromin tj. 10,01 za kofein velika te je vjerojatnost da je to uslijed Suma manja od 3,58% f;.
0,31% (Tablica 29 i Tablica 30). Za katehin, osim linearnog utjecaja udjela vode (p=0,0302) i
kvadratni ¢lan temperature pokazao je statistiCki znaCajan utjecaj (p=0,0059). Utvrdena je i
znacajnost modela jer je F-vrijednost od 3,80 za katehin velika te je vjerojatnost da je to uslijed
Suma manja od 4,61% (Tablica 31). Na kafeinsku kiselinu osim linearnog ¢lana modela koji
se odnosi na udio vode (p=0,0006) i vremena ekstrakcije (p=0,0294), statisti¢ki znacajan

utjecaj pokazala je i interakcija temperature i vrijeme ekstrakcije (p=0,0470) te interakcija
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temperature i udjela vode (p=0,0378). Utvrdena je i zna€ajnost modela jer je F-vrijednost od
7,31 za kafeinsku kiselinu velika te je vjerojatnost da je to uslijed Suma manja od 0,78%
(Tablica 32). Linearni i kvadratni ¢lan modela koji se odnosi na temperaturu kod ukupnog
fenolnog sadrzaja pokazao je statisticki zna¢ajan utjecaj (p=0,0280, p=0,0299) dok je linearni
¢lan modela koji se odnosi na udio vode takoder pokazao statistiCki znaCajan utjecaj
(p=0,0207). Interakcija temperature i udjela vode takoder je pokazala statistiCki znacajan
utjecaj (p=0,0461). Utvrdena je i znaCajnost modela jer je F-vrijednost od 4,29 za ukupni fenolni
sadrzaj velika te je vjerojatnost da je to uslijed Suma manja od 3,39% (Tablica 33). Sto se tite
antioksidacijske aktivnosti, linearni i kvadratni €lan temperature pokazao je statistiCki znacajan
utjecaj (p=0,0057, p=0,0223) kao i kvadratni ¢lan modela koji se odnosi na vrijeme trajanja
ekstrakcije (p=0,0335). Utvrdena je i znacajnost modela jer je F-vrijednost od 5,14 za
antioksidacijsku aktivnost velika te je vjerojatnost da je to uslijed Suma manja od 2,11%
(Tablica 34). Trodimenzionalni dijagrami za dva najzastupljenija metilksantina u kakaovoj
ljusci, teobromin (Slika 33) i kofein (Slika 34) pokazali su se slicnima. Iz njih je vidljivo
povecanje koncentracije tih komponenata povecanjem udjela vode. S obzirom na ograni¢enu
mo¢ otapanja teobromina u vodi (Nguyen i Nguyen, 2017) vjerojatno su dva medusobno
suprotna efekta vode utjecala na njegovu ekstraktibilnost. Za pretpostaviti je kako veéi udio
vode smanjuje ekstrakciju teobromina dok ujedno smanjuje viskozitet otapala povecavajuci
time difuziju iz kakaove ljuske. Nadalje, dodatkom veceg udjela vode u DES otapalo slabe
vodikove veze izmedu DES otapala i bioaktivnih komponenata, $to ujedno smanjuje i njihovu
ekstraktibilnost (Cai i sur., 2019; Pavlovi¢ i sur., 2020). Nasuprot tome, temperatura i vrijeme
ekstrakcije nisu imali znacajan utjecaj na koncentraciju metilksantina u dobivenim ekstraktima.
Trodimenzionalni dijagrami katehina pokazali su poveéanje koncentracije za ovu komponentu
s povecanjem udjela vode (Slika 35), dok se povecanjem sva tri parametra povecala
koncentracija kafeinske kiseline (Slika 36). Povecanje temperature pokazalo je utjecaj na
povecanje koncentracije ukupnog fenolnog sadrzaja. (Slika 37). Za isti odziv primjeéena je
blaga tendencija porasta s porastom vremena ekstrakcije od 5 do 10 minuta trajanja
ekstrakcije nakon ¢ega je doSlo do opadanja. Pri poveéanju ili smanjenju udjela vode, ukupni
fenolni sadrzaj ostao je isti. Antioksidacijska aktivhost pokazala je tendenciju rasta s porastom
temperature, omjera tekuce/kruto i vremena ekstrakcije (Slika 38). Procijenjeni koeficijenti
polinoma jednadzbe drugog reda nakon implementacije BBD plana pokusa za DES/MAE

prikazani su u Tablici 35.

Rezultati ovih istrazivanja u skladu su i s drugim studijama. Bajkacz i Adamek (2018) navode
kako povecanje udjela vode (viSe od 10%) u smjesama eutektiCkih otapala pokazuje
povecanije iskoriStenja flavonoida ekstrahiranih iz uzoraka hrane. Najbolje prinose dobili su sa

30% udjela vode, dok se daljnjim pove¢anjem udjela vode (do 75%) smanjivala ucinkovitost
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ekstrakcije flavonoida. lako povecanje udjela vode u smjesi s eutekticima inace smanjuje
viskoznost, prekomjerni udio vode negativno je utjecao na interakciju eutektiCke smjese s
trazenom komponentom te je povecao polarnost medija. Takoder, autori navedene studije
izjavili su kako je omjer tekuée/kruto pokazao sli¢an trend za sve ciljane komponente tj. $to je
vecéi omijer, to je bolja ekstrakcija ciljanih komponenata. Dela Calle i sur. (2017) napomenuli su
kako je temperatura kljuéni parametar za ekstrakciju eutektickim otapalima u kombinaciji s
mikrovalovima. Do vece difuzije te smanjene interakcije ciljanih komponenti i matriksa dolazi
zbog povecéanja temperature, smanjenog viskoziteta te smanjene povrsinske napetosti, sto
opet dovodi do pobolj8anja desorpcije i otapanja ciljane komponente u otapalu. Napomenuli
su i vaznost optimizacije procesa upravo zbog degradacije nekih komponenti pri visokim
temperaturama. Takav slucaj primijecen je i kod ekstrakcije katehina eutekti¢kim otapalom na
bazi kolin-klorida a zaklju¢eno je da su optimalne temperature za njegovu ekstrakciju izmedu
45-65 °C zbog moguce izomerizacije ovoga spoja na visim temperaturama. Valadez-Carmona
i sur. (2017) istrazivali su uc€inke mikrovalova, vru¢eg zraka i sudenja smrzavanjem na fenolne
spojeve, antioksidacijsku i enzimsku aktivnost te mikrostrukturu ljuske kakaovca kao glavnog
nusproizvoda u industriji Cokolade. Takoder, identificirali su katehin, kvercetin, (-)-epikatehin,
galnu, kumarinsku i protokatehui¢nu kiselinu u svjeZoj i osusenoj ljusci kakaovca. Takoder su
naveli kako su$enje mikrovalovima, kao i susenje smrzavanjem €uva mikrostrukturu ljuske, te
su istakli kako suSenje mikrovalovima mozZe biti interesantha metoda za poboljSanu
ekstraktibilnost fenolnih spojeva iz ovog nusproizvoda. Cvjetko Bubalo i sur. (2016b)
upotrijebili su DES/MAE tehniku kao zeleniji pristup za ekstrakciju fenolnih spojeva iz kozice
grozda (Vitis vinifera cv. Plavac mali, Dalmacija), te se DES na bazi kolin-klorida s oksalnom
kiselinom i 25% udjela vode pokazao kao najbolja opcija $to pokazuje sli¢nost s odabirom

otapala u ovoj disertaciji.

Primjenom metode odzivnih povrSina dobiveni optimalni uvjeti za ekstrakciju bioaktivnih
komponenata iz kakaove ljuske primjenom eutektickih otapala (na bazi kolin-klorida i oksalne
kiseline) uz pomo¢ mikrovalova, uzimajuéi u obzir njihov maksimum su temperatura od 71,09
°C, udio vode 32,86% te vrijeme trajanja ekstrakcije od 10,06 minuta. Pri tim uvjetima
predvidena koncentracija teobromina iznosila je 4,897 mg/g, kofeina 1,545 mg/g, katehina
0,065 mg/g, kafeinske kiseline 0,137 mg/g, ukupnog fenolnog sadrzaja 60,834 mgGAE/gekst.

te DPPH 50,538% (Tablica 59) §to se slaze s eksperimentalno dobivenim podatcima.
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5.1.3. Ekstrakcija primjenom visokonaponskog elektricnog

praznjenja

Kao $to je vidljivo iz dobivenih rezultata prikazanih u Tablici 36, pet bioaktivhih komponenata
identificirano je u ekstraktima kakaove ljuske nakon ekstrakcije primjenom visokonaponskog
elektricnog praznjenja i to metilksantini (teobromin i kofein) te fenolne komponente (katehin,
epikatehin i galna kiselina). Ostale ispitivane bioaktivne komponente nisu bile prisutne u ovim
ekstraktima ili su bile ispod granice detekcije (GD) te iz tog razloga nisu predocene u tablicama.
Od svih analiziranih komponenti, teobromin se pokazao kao najzastupljeniji, nakon ¢ega su

slijedili kofein, katehin, epikatehin i galna kiselina.

Optimizacija ekstrakcijskih parametara provedena je kroz 17 razli€itih eksperimenata, pri cemu
su varirale omjer tekuce/kruto (od 10 do 50 mL/g), frekvencija (od 40 do 100 Hz) te vrijeme
trajanja ekstrakcije (od 30 do 90 minuta). Uvjeti ekstrakcije primjenom visokonaponskog
elektricnog praznjenja pri frekvenciji od 100 Hz kroz 60 minuta uz omjer tekuce/kruto od 50
mL/g dali su najbolje iskoriStenje za dva dominantna metilksantina (teobromin 6,032 mg/g i
kofein 0,850 mg/g), dok teofilin nije bio detektiran. Najmanja iskoristenja ovih komponenti
dobivena su pri frekvenciji od 70 Hz kroz period trajanja ekstrakcije od 30 minuta uz omjer
tekuce/kruto od 10 mL/g (2,530 mg/g za teobromin i 0,316 mg/g za kofein). S obzirom da su
razliCite vrste i parametri ekstrakcija imale zna€ajan utjecaj na sastav finalnog ekstrakta, za
oCekivati je bilo kako ¢e koncentracija ovih komponenti varirati primjenom razli¢itih parametara
i ove ekstrakcijske metode. Od fenolnih komponenti najviSe se ekstrahiralo epikatehina (0,270
mg/g) i to pri uvjetima 30 mL/g omjera tekuée/kruto, frekvenciji 100 Hz u vremenu trajanja
ekstrakcije od 30 minuta $to su ujedno i najbolji uvjeti za ekstrakciju najve¢e koncentracije
galne kiseline (0,219 mg/g). Najvise katehina (0,233 mg/g) ekstrahiralo se pri uvjetima 30 mL/g
omjera tekuée/kruto, frekvenciji 70 Hz u vremenu trajanja ekstrakcije od 60 minuta. Najvedi
ukupni fenolni sadrzaj (94,949 mg GAE/geks.) kao i % DPPH (50,970%) bio je pri uvjetima od
50 mL/g omjera tekuée/kruto, frekvenciji 70 Hz u vremenu trajanja ekstrakcije od 30 minuta.
Najnize vrijednosti za ukupni fenolni sadrzaj (52,39 mg GAE/Qeksr) te za % DPPH (24,92%)
bili su pri omjeru tekuce/kruto od 10 mL/g, frekvenciji od 70 Hz u vremenu trajanja ekstrakcije

od 30 minuta.

Iz rezultata je vidljivo kako je sedam odziva (galna kiselina, teobromin, kofein, katehin,
epikatehin, ukupni fenolni sadrzaj te antioksidacijska aktivnost) detektirano u svih 17
eksperimenata te kako su se uzimali u obzir pri daljnjim statistickim izraCunima. Statisticka
znacajnost regresijskih jednadzbi za sve odabrane odzive evaluirana je analizom varijance

(ANOVA) i prikazana u Tablicama 37 - 43. Omjer tekuce/kruto jedini je pokazao statistiCku
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znacajnost za sve ispitivane odzive (p<0,05). Ostali procesni parametri (vrileme trajanja
ekstrakcije i frekvencija) nisu pokazali statisticki znaCajan utjecaj. Regresijski modeli za sve
ispitivane odgovore bili su statisti¢ki zna€ajni promatrajucéi njihove p-vrijednosti (od 0,0019 do
0,0472) sa zadovoljavaju¢im koeficijentima determinacije (R?) u rasponu od 0,83 do 0,94.
Neprikladnost modela tj. ,odstupanje od modela“ u svim slu€ajevima nije bilo statisticki
znacajno (p>0,05) sto znadi da je polinom jednadzbe drugog reda adekvatan za preciznu
procjenu eksperimentalnih vrijednosti. S obzirom da je vjerojatnost (p-vrijednost) svih
regresijskih modela ispod 0,05, znaci da postoji statistiCki znacajan utjecaj izmedu nezavisnih
varijabli i varijabli promatranih odziva. Osim linearnog ¢lana modela koji se odnosi na omjer
tekuce/kruto (p=0,0112) na galnu kiselinu statisti¢ki zna¢ajan utjecaj imao je i kvadrat omjera
tekuce/kruto (p<0,0001). Utvrdena je i znaCajnost modela jer je F-vrijednost od 11,69 za galnu
kiselinu velika te je vjerojatnost da je to uslijed Suma manja od 0,19% (Tablica 37). Kod
teobromina osim linearnog ¢lana modela koji se odnosi na omjer tekuce/kruto (p=0,0056) i
kvadratni ¢lan vremena ekstrakcije pokazao je statisti¢ki zna¢ajan utjecaj (p=0,0254) (Tablica
38). Utvrdena je i znaCajnost modela jer je F-vrijednost od 3,84 za teobromin tj. 3,76 za kofein
velika te je vjerojatnost da je to uslijed Suma manja od 4,49% tj. 4,72% (Tablica 38 i Tablica
39). Samo linearni ¢lan modela koji se odnosi na omjer tekucée/kruto imao je statisticki znacajan
utjecaj kod kofeina (p=0,0029) (Tablica 39), ukupnog fenolnog sadrzaja (p=0,0006) (Tablica
42) i antioksidacijske aktivnosti (p=0,0004) (Tablica 43). Osim linearnog ¢lana modela koji se
odnosi na omjer tekuce/kruto (p=0,0177) na katehin statisticki znaajan utjecaj imao je i njegov
kvadratni ¢lan (p<0,0001). Utvrdena je i znaCajnost modela jer je F-vrijednost od 9,14 za
katehin velika te je vjerojatnost da je to uslijed Suma manja od 0,40% (Tablica 40). Linearni
¢lan modela koji se odnosi na omjer tekuce/kruto (p=0,024) pokazao je statisticki znacajan
utjecaj i na epikatehin kao i interakcija izmedu frekvencije i vremena trajanja ekstrakcije
(p=0,003). Utvrdena je i znaCajnost modela jer je F-vrijednost od 4,29 za epikatehin velika te
je vjerojatnost da je to uslijed Suma manja od 3,40% (Tablica 41). Utvrdena je i znacajnost
modela jer je F-vrijednost od 4,99 za ukupni fenolni sadrzaj tj. 5,02 za antioksidacijsku
aktivnost velika te je vjerojatnost da je to uslijed Suma manja od 2,29% tj. 2,25% (Tablica 42 i
Tablica 43). Takoder, dobiveni rezultati ekstrakcije pokazali su snaznu korelaciju izmedu

ukupnog fenolnog sadrZaja i antioksidacijske aktivnosti.

Trodimenzionalni dijagrami predoceni za metilksantine (teobromin i kofein) ukazuju na sli¢nost
ponasanja ove dvije komponente primjenom HVED ekstrakcije. Takoder dokazuju i poveéanje
njihove koncentracije povec¢anjem omjera tekuce/kruto. Iz dijagrama je vidljiv blagi porast
koncentracija obje komponente s povecanjem frekvencije dok je povecanjem vremena
ekstrakcije do 60 minuta koncentracija blago porasla nakon ¢ega se smanijila (Slike 40 i 41).

Trodimenzionalni dijagrami za galnu kiselinu i katehin takoder pokazuju sli¢nost tj. tendenciju
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rasta koncentracije s porastom omjera tekucée/kruto od 10 do 30 mL/g nakon Cega ta
koncentracija pada (Slike 39 i 42). Iz dijagrama za galnu kiselinu vidljivo je takoder kako
povecanje frekvencije te dulja ekstrakcija nije imala utjecaj na koncentraciju (Slika 39). Vrijeme
ekstrakcije nije utjecalo niti na koncentraciju katehina dok je povecanje frekvencije od 40 do
70 Hz pokazalo blago povecanje koncentracije ove komponente nakon ¢ega je doslo do
smanjivanja (Slika 42). Koncentracija epikatehina pokazala je tendenciju rasta sa smanjenjem
omjera tekuée/kruto dok je povecanjem frekvencije i vremena ekstrakcije koncentracija ove
komponente rasla (Slika 43). Ukupni fenolni sadrzaj kao i antioksidacijska aktivnost pokazale
su medusobnu sli¢nost tj. tendenciju rasta s porastom omjera tekuce/kruto dok frekvencija kao
i vrijeme ekstrakcije nisu imali na njih znac¢ajan utjecaj (Slike 44 i 45). Procijenjeni koeficijenti
polinoma jednadzbe drugog reda nakon implementacije BBD plana pokusa za HVED prikazani
su u Tablici 44.

Ovi rezultati su naime u skladu s nekim publiciranim istrazivanjima. BariSi¢ i sur. (2019)
istrazivali su utjecaj HVED na zadrzavanje bioaktivnin komponenti u netretiranoj i tretiranoj
kakaovoj ljusci te su analizirali koncentracije pojedinih bioaktivnih komponenti koje se u njoj
mogu naci: teobromina, kofeina, galne kiseline, kafeinske kiseline, p-kumarinske kiseline, (+)-
katehina, (-)-epikatehina te (-)-epikatehin galata. Ispitivanja su vrsili pri frekvencijama od 40 i
80 Hz u vremenu trajanja ekstrakcije od 15, 30 i 45 minuta te udjelu 1,5 i 3% kakaove ljuske u
vodi. U netretiranoj kakaovoj ljusci najzastupljeniji metilksantini (teobromin i kofein) dobiveni
su u koncentracijama od 3,906 + 0,070 mg/g i 0,646 + 0,055 mg/g dok je od fenolnih
komponenti najzastupljeniji bio (+)-katehin u koncentraciji od 0,290 + 0,005 mg/g, te (-)-
epikatehin i galna kiselina u koncentracijama od 0,165 + 0,099 mg/g i 0,147 = 0,041 mg/g.
Nesto vece rezultate za metilksantine iz kakaove ljuske dobili su Barbosa-Pereira i sur. (2018)
no ekstrakcijom uz pomo¢ pulsirajuceg elektricnog polja (teobromin u rasponu od 4,640 do
10,920 mg/g, te kofein 1,590 do 4,210 mg/qg) te su istaknuli vaznost porijekla same kakaove
ljuske. Takoder su se fokusirali na primjenu pulsirajuéeg elektricnog polja kao inovativnog
pred-tretmana za poboljSanje ekstraktibilnosti polifenola iz kakaove ljuske i ustvrdili kako je
tom ekstrakcijom moguce dobiti 20% vece iskoriStenje kako metilksantina tako i polifenola
(epikatehin od 0,31-2,24 mg/g s. tv.) nego Sto se moze posti¢i konvencionalnim ekstrakcijskim
metodama. Xi, He i Yan (2017) optimirali su HVED kako bi ekstrahirali po prvi puta fenolne
komponente iz kore Sipka (Punica granatum L.), te su rezultate usporedili s rezultatima
dobivenim maceracijom u vrucoj vodi. Istaknuli su prednosti HVED ekstrakcije zbog visoke
efikasnosti pri ekstrakciji fenolnih komponenti. Ukupni fenolni sadrzaj u njihovim ekstraktima
varirao je od 24,93 do 32,30 mg GAE/g s.tv. prema centralnom kompozithom dizajnu.
Precizirali su kako sastav bioaktivnin komponenata iz razliCitih ekstrakata kakaove ljuske te

njihova antioksidacijska svojstva ovise o podrijetlu, vrsti i industrijskoj preradi same sirovine.
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Takoder su istaknuli kako ovaj nusprodukt moze biti obeéavajuéi izvor prirodnih spojeva s

potencijalnom primjenom u sektorima hrane i zdravlja.

Primjenom metode odzivnih povrdina u ovom istrazivanju dobiveni optimalni uvjeti za
ekstrakciju bioaktivnih komponenata iz kakaove ljuske primjenom visokonaponskog
elektricnog praznjenja, uzimajuci u obzir njihov maksimum: frekvencija od 99,85 Hz, vrijeme
trajanja ekstrakcije od 30,11 minuta i omjeru tekuce/kruto 47,54 mL/g. Pri tim uvjetima,
predvidena koncentracija teobromina iznosila je 6,177 mg/g, kofeina 0,873 mg/g, ukupnog
fenolnog sadrzaja 98,823 mg GAE/gesr. te DPPH 51,044% (Tablica 59) Sto se slaze s

eksperimentalno dobivenim podatcima.

5.1.4. Ekstrakcija superkritiénim CO-

Optimizacija parametara ekstrakcije superkriticnim CO. provedena je kroz 17 razliCitih
eksperimenata, pri Eemu su varirali tlak (od 100 do 300 bara), temperatura (od 40 do 60 °C)
te vrijeme trajanja ekstrakcije (od 30 do 120 minuta). Kao §to je vidljivo iz dobivenih rezultata
prikazanih u Tablici 45, tri su bioaktivne komponente pronadene u SC-CO. ekstraktima
kakaove ljuske. Najzastupljeniji metilksantin bio je kofein, zatim teobromin dok se od fenolnih
komponenti ekstrahirao samo katehin te vanilin u tragovima. Sve tri komponente ekstrahirale
su se u najvecéim koncentracijama pri uvjetima tlaka od 300 bara, pri temperaturi od 60 °C i u
vremenu trajanja ekstrakcije od 75 minuta (kofein 3,418 mg/g, teobromin 1,190 mg/g te katehin
0,058 mg/g). Najveci ukupni fenolni sadrzaj (72,641 mgGAE/gews) kao i antioksidacijska
aktivnost (38,364%) dobiveni su pri uvjetima tlaka od 100 bara, temperaturi 50 °C u vremenu
trajanja ekstrakcije od 120 minuta Sto ujedno pokazuje i dobru korelaciju izmedu ova dva
parametra. lako je literaturno poznato da je teobromin najzastupljeniji metilksantin u kakaovoj
ljusci, ovom tehnikom ekstrakcije nije bio dominantna bioaktivha komponenta, vjerojatno iz
razloga njegove slabije topivosti u CO2 od kofeina koji se pak pokazao kao najzastupljenija
komponenta u dobivenim ekstraktima. Poznato je kako su polarne komponente slabije topive
u COz jer je on nepolarno otapalo koje u pravilu najbolje otapa nepolarne komponente (Skala
i sur., 2002). Teofilin, za koje je literaturno dokazano da je bolje topiv u CO2 od teobromina,
nije pronaden u SC-CO; ekstraktima. Takoder, poznato je kako je ovaj metilksantin i inace

zastupljen u vrlo malim koli€inama u kakaovoj ljusci.

Iz rezultata prikazanih u Tablici 45 vidljivo je kako su samo Cetiri odziva (teobromin, kofein,
ukupni fenolni sadrzaj te antioksidacijska aktivnost) detektirani u svih 17 eksperimenata te su
se oni uzimali u obzir pri daljnjim statistiCkim analizama. Statisticka znacajnost regresijskih

jednadzbi za svaki odabrani odziv evaluirana je analizom varijance (ANOVA) i prikazana u
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Tablicama 46 - 49. U slu€aju ekstrakcije sa superkriticnim CO; i promatranim odzivima bilo je
nuzno odabrati drugi model koji ¢e dobro opisati dobivene odzive, odnosno koji ¢e dati zeljenu
matemati¢ku funkciju u ovisnosti o projektnim varijablama. Najbolje se pokazao 2FI model koji
koristi linearne €lanove i njihove interakcije. Temperatura nije pokazala statisticki znacajan
utjecaj ni na jedan promatrani odziv. Regresijski modeli za sve ispitivane odzive bili su
statistiCki znacajni promatrajuéi njihove p-vrijednosti (od 0,0185 do 0,0468) sa koeficijentima
determinacije (R?) u rasponu od 0,66 do 0,73. Neprikladnost tj odstupanje od modela u svim
sluajevima nije bilo statistiCki zna€ajno (p>0,05). S obzirom da je vjerojatnost (p-vrijednost)
svih regresijskih modela ispod 0,05, znali da postoji statisticki znaCajan utjecaj izmedu

nezavisnih varijabli i varijabli promatranih odziva.

Od ulaznih procesnih parametara, osim tlaka, na teobromin i ukupni fenolni sadrzaj (p=0,0349
i p=0,0439) utjecaj je imalo i vrijeme ekstrakcije (p=0,0117 i p=0,010). Na kofein, statisticki
znacajan utjecaj imao je tlak (p=0,0435) te interakcija tlaka i temperature (p=0,0415), dok je
na antioksidacijsku aktivnost statisticki znacajan utjecaj imao samo tlak (p=0,0034). Za
teobromin i kofein utvrdena je znacajnost modela jer je F-vrijednost od 3,29 za teobromin tj.
4,14 za kofein velika te je vjerojatnost da je to uslijed Suma manja od 4,68% tj. 2,37% (Tablica
46 i Tablica 47). Za ukupni fenolni sadrzaj kao i za antioksidacijsku aktivnost takoder je
utvrdena znacajnost modela jer je F-vrijednost od 3,79 za ukupni fenolni sadrzaj tj. 4,48 za
antioksidacijsku aktivnost velika te je vjerojatnost da je to uslijed Suma manja od 3,10% t;.
1,85% (Tablica 48 i Tablica 49).

Trodimenzionalni dijagrami za teobromin prikazuju tendenciju poveéanja koncentracije
povecanjem tlaka i vremena (Slika 46) dok je za kofein vidljiv utjecaj povecanja tlaka na
povecanje koncentracije (Slika 47). Temperatura u slu€aju kofeina nije imala utjecaj.
Trodimenzionalni dijagrami za ukupni fenolni sadrzaj i antioksidacijsku aktivnost pokazali su
sli¢nost tj. tendenciju blagog pada koncentracije s povecanjem tlaka te blagog porasta s
porastom temperature (Slika 48 i 49). Procijenjeni koeficijenti polinoma jednadzZbe drugog reda

nakon implementacije BBD plana pokusa za SFE prikazani su u Tablici 50.

Sliéni rezultate vezani uz zastupljenost ovih komponenti u superkriticnim CO. ekstraktima
pokazale se i neke druge studije. Tako su Johannsen i Brunner (1994.) medu prvima objasnili
topljivost metilksantina (kofeina, teofilina i teobromina) u superkriticnom CO.. Ispitivali su
njihovu topljivost na razli€itim temperaturama (40,18 °C i 79,85 °C) te u rasponu tlakova od
200 do 350 bara nakon ¢ega su dosli do zaklju¢ka kako se unato¢ njihovoj sli¢noj kemijskoj
strukturi, njihova topljivost u superkriticnom CO; bitno razlikuje. Kofein je za jedan red veli¢ine

topljivost utjeCe polarnost medija dok se polarnost ovih komponenti medusobno ne razlikuje
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previse. Zbog utjecaja molekulskih interakcija koje su ocito razliCite kod ovih komponenti,
autori kao razlog navode odsutnost ili prisutnost metilne skupine. Tako veée molekulske
interakcije metilksantina i CO2 dovode do bolje topljivosti, dok se poveéanjem temperature pri
konstantnoj gustoéi takoder povecéava topljivost i to zbog povec¢anja tlaka para komponenti.
Brunner i sur. (1992) su takoder naglasili bolju topivost kofeina u superkriticnom CO. od
teobromina. Osim toga, osvrnuli su se i na udio vode u polaznom sirovom materijalu kao
znacajan parametar ucinkovitosti same ekstrakcije, isto kao samo otapalo i primijenjeni tlak.
Mohamed i sur. (2002) su ekstrahirajuéi kofein, teobromin i kakaovu mast iz brazilskog
kakaovog zrna superkriticnim CO, uz etan kao kootapalo dosli do zaklju¢ka kako su
koristeno kootapalo buduc¢i da sama konstrukcija uredaja nema moguénost dodavanja
kootapala te su dobivene koncentracije bioaktivnih komponenata kakaove ljuske bile nize u
usporedbi sa sli€nim studijama. Takoder za zakljuciti je kako je ekstraktibilnost pojedinih
komponenti u ovisnosti kako o polozaju njihovih funkcionalnih skupina tako i 0 molekularnoj
masi te polarnosti. lako topivost fenolnih komponenata u ekstraktima nije bila velika, ukupni
fenolni sadrzaj bio je u korelaciji s antioksidacijskom aktivno$¢u te se pokazalo kako je vedi pri

vid§im temperaturama i duljim ekstrakcijama te pri nizem tlaku.

Saldafa i sur. (2002) takoder su potvrdili bolju ekstraktibilnost kofeina (€ak 98%) iz mokrih
guarana sjemenki i maté listova €aja nego teobromina iz kakaovog zrna te su ustanovili veéu
selektivnost CO. prema kofeinu u usporedbi s teobrominom. Naveli su i utjecaj nekih ostalih
mogucih komponenti u pojedinim prirodnim proizvodima na ekstrakciju metilksantina. Takoder
su spomenuli kako je dodatak etanola od velike vaznosti za bolju ekstraktibilnost metilksantina

pogotovo teobromina iz kakaovih zrna.

Gonzales-Alejo i sur. (2019b) ekstrahirali su mast i metilksantine (teobromin i kofein) iz
kakaove ljuske pod uvjetima tlaka od 137,90 do 413,69 bara i temperature od 44,85 do
59,85 °C. Dobili su kofeina u rasponu od 38,52% do 78,38% dok se teobromin zadrzao u prahu
kakaove ljuske za viSe od 90%. Ekstrakcijska metoda bila je u€inkovita za uklanjanje masti i
kofeina uz zaostatak kakaovog praha koji je takoder sadrzavao visokofunkcionalne
komponente. Gonzales-Alejo i sur. (2019a) u drugom su radu uz iste uvjete tlaka i pod
temperaturama od 39,85 do 59,85 °C te vremenom trajanja ekstrakcije od 30 do 90 minuta
dobili udio masti od 94,73%. Kofein je pokazao varijabilnost pri ekstrakciji, te ga se tek kroz
Sest uzastopnih ekstrakcija uspjelo ekstrahirati preko 90%, dok je teobromin bilo gotovo
nemoguce ekstrahirati. Neki drugi autori poput Li i Hartland (1992) naveli su poteSkoc¢e kod
ekstrahiranja masti i metilksantina iz kakaovih zrna zbog slabe topljivosti u Cistom CO,,
indicirajuci vaznost koristenja polarnih otapala, poput etanola kao kootapala $to poboljSava

uginkovitost ekstrakcije masti. StoviSe, to nije isti slu¢aj s metilksantinima. Veé je prije
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spominjano kako je teobromin za dva reda veli€ine slabije topljiv u supekritithom CO; za

razliku od kofeina, Sto je posljedica razlika u tocki fuzije i njezinoj entalpiji ovih komponenti.

Budu¢i da su se superkriticni ekstrakti pokazali izuzetno voskastim i prema polaznim
pretpostavkama bogati masnim kiselinama, a siromasni metilksantinima i fenolnim
komponentama (Tablica 45) provedena su i dodatna istraZivanja na odredenim tlakovima (200
i 300 bar) kao i na tri temperature (40, 60 i 80 °C) te je bila pracena i kinetika procesa
ekstrakcije. Rezultati su pokazali prinose ekstrakta u ovisnosti o potrosnji CO, gdje se moze
primjetiti kako se ekstrakcija odvijala u tri dijela (period brze ekstrakcije, prijelazni period te
period spore ekstrakcije). Slike 50 i 51 predstavljaju prinose ekstrakcije u ovisnosti o potrosnji
CO; odnosno o vremenu ekstrakcije. Pri temperaturi od 40 °C, malo vedéi prinos ekstrakta
dobiven je pri 300 bara u odnosu na prinos ekstrakta pri 200 bara uz sliénu potroSnju CO..
Porastom temperature, prinos ekstrakta takoder raste s manjom potroSnjom CO,. Na
temperaturama od 60 i 80 °C te tlaku od 300 bara rezultati su bili gotovo isti tj. prinos ekstrakta
bio je jednak uz istu potro$nju CO.. Najveci prinos od 3,05% ostvaren je pri temperaturi od 80
°C i tlaku od 200 bara, uz potro$nju od 42,09 kg CO/kg proizvoda. Stoga se moze zakljuditi
kako porastom temperature i tlaka poveéava se i prinos ekstrakcije. Medutim, pri temperaturi
od 80 °C, tlak pokazuje razli¢it utjecaj tj. veéi prinosi ekstrakta dobiveni su pri nizem tlaku. To
se vjerojatno moze objasniti promjenama u gusto¢i CO,. Naime, gusto¢a CO; povecCava se
povecanjem tlaka, $to moze smanijiti koeficijent difuzije uzrokujuéi smanjenu interakciju izmedu
superkriticnog CO- i matriksa te tako smanijiti prinos ekstrakcije. Slika 52 predstavlja prinose
ekstrakta dobivenih ekstrakcijom superkritiCnim CO. pri razli€itim procesnim uvjetima kao i
konvencionalnom Soxhlet ekstrakcijom s heksanom. Soxhlet ekstrakcija dala je sliCne
rezultate (2,86%) kao ekstrakcija superkriticnim CO; (3,05%) no unato¢ sli¢nosti u rezultatima
ovih dviju ekstrakcija, konvencionalna Soxhlet ekstrakcija trajala je Cetiri sata, $to je skoro dva
puta duze od trajanja ekstrakcije superkriticnim CO,. Nadalje, uklanjanje organskog otapala
kao &to je heksan zahtijeva dodatnu potroSnju energije dok ekstrakcija superkriticnim CO;

predstavlja ekoloski prihvatljivu tehniku bez potrebe uklanjanja otapala.

Sadrzaj pojedinac¢nih masnih kiselina u SC-CO; ekstraktima kao i u ekstraktima dobivenim
konvencionalnom Soxhlet metodom prikazan je u Tablici 51. Generalno promatrajuci udjele
masnih kiselina dobivene objema tehnikama moze se reci kako je najviSe masnih kiselina
dobiveno ekstrakcijom superkritiénim CO> u ovisnosti 0 primjenjenim parametrima i to oleinske
kiseline (od 22,830 do 24,530%) dok je konvencionalnom Soxhlet metodom dobiveno nesto
manje oleinske kiseline (19,740%). Palmitinska masna kiselina bila je druga zastupljena
masna kiselina u ekstraktu (od 16,590 do 20,480% - dobiveno s SC-CO- tj. 17,410% dobiveno
Soxhlet metodom). Stearinske masne kiseline ekstrahirano je od 13,720 do 17,180% sa SC-

COg tj. 12,400% Soxhlet metodom ekstrakcije. Linolna masna kiselina bila je zastupljena u
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SC-CO; ekstraktu u vrijednostima od 7,750 do 8,090% tj. 7,590% dobiveno Soxhlet metodom.
Palmitoleinska masna kiselina bila je zadnja zastupljena masna kiselina u ekstraktu kakaove
ljuske (od 1,690 do 2,420% dobiveno s SC-CO; te 2,390% dobiveno Soxhlet metodom).
Sastav masnih kiselina u kakaovoj ljusci dobiven u ovoj doktorskoj disertaciji (Tablica 48)
podudara se sa sastavom masnih kiselina prema EI-Said i sur. (1981) (Tablica 1) gdje je
takoder prvenstveno prevladavala oleinska kiselina (28,16%), zatim palmitinska (27,27%),
stearinska (12,05%) i linolna kiselina (7,49%) uz palmitoleinska kiselinu (2,55%) u najmanjem
omjeru. Promatrajuéi uvjete SC-CO- pri kojima su dobivena najbolja iskoriStenja za pojedinu
masnu kiselinu, vidljivo je kako je najviSe oleinske, stearinske, linolne i palmitoleinske kiseline
dobiveno pri temperaturi od 80 °C te tlaku od 300 bara, dok je najviSe palmitoleinske kiseline
dobiveno pri uvjetima od 60 °C te tlaku od 200 bara (Tablica 48).

S obzirom da Covjeku trebaju esencijalne masne kiseline za njegovo funkcioniranje (linolnai a
— linolenska kiselina) a koje njegovo tijelo ne moze samo sintetizirati (Glick i Fisher, 2013), ovaj
dobiveni masnokiselinski sastav kakaove ljuske mogao bi biti od iznimne vaznosti, tim viSe sto
kakaova ljuska u pravilu sadrzi skoro duplo vise linolne kiseline od kakaovog maslaca (El Saied
i sur., 1981). Linolna kiselina, osim $to je najéesSc¢a esencijalna masna kiselina koja se moze
pronaci u hrani, sastavni je dio maj¢inog mlijeka, adaptiranih mlijeka i kaSica za novorodencad,
te sastojak biljnih ulja, mesa i jaja. Njezin nedostatak pak moze izazvati odredene poremecaje
s kozom (Whelan i Fritsche, 2013). Takoder, preporu¢ena je u€estala konzumacija manjih
koli¢ina ove masne kiseline jer sprije€ava upalu mozga te uCestale glavobolje ako se uzima u
kombinaciji s drugim masnim kiselinama (EPA i DHA (eikozapentaenska i dokozaheksaenska
kiselina)) (Taha, 2020).

Osim ovih autora, neki drugi navode €ak do 90% iskoriStenja masti iz kakaove ljuske, i to
najvjerojatnije iz dva razloga: a) razliCiti uvjeti izmedu biljnih matriksa temelje se na
komponentama svakog od njih te b) Sire istrazivanje studijskih faktora gdje je vrijeme znacajna
stavka (Gonzales-Alejo i sur., 2019a). S obzirom da nisu mogli ekstrahirati viSe od 5% kakaove
masti iz kakaovih zrna, a koja bi mogla uspjesSno biti ekstrahirana tradicionalnim metodama
ekstrakcije, te uz optimizaciju odgovarajucih uvjeta veliCine Cestica, tlaka, temperature i
vremena ekstrakcije Salajegheh i sur. (2013) su zakljuCili kako ovo nije za to prikladna
ekstrakcijska metoda. Svakako su napomenuli i predloZili koriStenje kootapala koje bi znatno
poboljdalo u€inkovitost ekstrakcije no opet ne dovoljno za primjenu u industrijskim mjerilima.
Tan i sur. (2008) koji su proucavali ekstrakciju kakaove masti iz kakaove mase pomocu
superkriticne CO. ekstrakcije takoder su zaklju€ili kako su vecéa iskoriStenja pri vecéim
vrijednostima tlaka, temperature i vremena ekstrakcije. Tlak je imao jaci utjecaj na ekstrakciju
masti nego temperatura. UCinkovitost se takoder smanjivala s poveé¢anjem veliine Cestica.

Asep i sur. (2013) prouCavali su utjecaj polarnih kootapala na ekstrakciju kakaove masti iz
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kakaove mase pomocu superkriticnog CO.. Izmedu izopropanola, etanola i acetona odlucili su
kako se etanol pokazao najefikasnijim pri ekstrakciji triglicerida i najveceg sastava masnih
kiselina. Roiaini i sur. (2016) usporedivali su ekstrakciju kakaove masti razli¢itim metodama
ekstrakcije (SC-CO., UAE i Soxhlet ekstrakcija) te naveli kako se uz ekstrakciju fitosterola uz
viSu antioksidacijsku aktivnost najucinkovitijom pokazala ba§ SC-CO; uz etanol kao kootapalo
jer je najefikasnije ekstrahirala kakaovu mast dok je Soxhlet ekstrakcija dala najlosiji prinos
kako masti tako i fitosterola. Arlorio i sur. (2005) istrazivali su pak vrijednosti antioksidacijske
aktivnosti i fenola u ekstraktima kakaove ljuske dobivenim SC-CO.. Rezultati su pokazali kako
su ekstrakti bogati fenolnim komponentama te kako bi bili zanimljivi za proizvodnju bojila te

kao izvor bioaktivnih komponenata sa funkcionalnim svojstvima.

Primjenom metode odzivnih povrSina dobiveni optimalni uvjeti za ekstrakciju bioaktivnih
komponenata iz kakaove ljuske ekstrakcijom superkriticnim CO; uzimajuéi u obzir njihov
maksimum bili su pri tlaku od 134,94 bara, temperaturi od 60 °C u vremenu trajanja ekstrakcije
od 120 minuta. Pri tim uvjetima koncentracija galne kiseline bila je 0,189 mg/g, teobromina
0,824 mg/g, kofeina 2,252 mg/g, ukupnog fenolnog sadrzaja 72,641 mgGAE/geksir. t€ DPPH

31,161% (Tablica 59) Sto se slaze s eksperimentalno dobivenim podatcima.

5.1.5. Ekstrakcija vodom u supkriti€énom stanju

Prvo istrazivanje ekstrakcije bioaktivnih komponenata iz kakaove ljuske vodom u supkriti€cnom
stanju proveli su Joki¢ i sur. (2018a) navodeci kako je odabir procesnih parametara ekstrakcije
izuzetno vazan pri dobivanju ciljanih bioaktivnih komponenata poput metilksantina i fenolnih

komponenti.

Optimizacija procesnih parametara ekstrakcije vodom u supkritiécnom stanju provedena je kroz
17 razliCitih eksperimenata, pri ¢emu su varirali temperatura (od 120 do 220 °C), omjer
tekuce/kruto (od 10 do 30 mL/g) te vrijeme trajanja ekstrakcije (od 15 do 75 minuta). Kao sto
je vidljivo iz dobivenih rezultata prikazanih u Tablici 52, najzastupljenije bioaktivhe
komponente kakaove ljuske nakon SWE ekstrakcije bili su teobromin i epikatehin. Teofilin i
HMF bili su pak detektirani samo pri temperaturama ekstrakcije od 220 °C. Koncentracija
teobromina varirala je od 4,141 mg/g do 19,200 mg/g, dok je koncentracija epikatehina varirala
od 0,500 mg/g do 5,910 mg/g. Koncentracija kofeina varirala je od 0,183 mg/g do 1,070 mg/g.
Iz Tablice 52 se takoder moze zamijetiti poveéanje koncentracije teobromina u dobivenim
ekstraktima pri ekstrakciji provedenoj na temperaturama od 120 °C do 170 °C dok na viSim
temperaturama ta koncentracija znatno opada. Moguce objasnjenje je konverzija detektiranog

kofeina u teobromin pri vis§im temperaturama ekstrakcije zbog mogucée degradacije obiju ovih
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komponenata u manje komponente (Joki¢ i sur., 2018a). Buducéi da se u istrazivanjima gdje se
primjenjuje SWE koriste povisene temperature, za oCekivati je da ¢e tada doc¢i do degradacije
pojedinih komponenata $to je bio i slu¢aj u ovom istrazivanju. Prema literaturnim podacima
viSe je mogucih degradacijskih mehanizama metilksantina. Kofein tako moze degradirati u
teobromin, teofilin i paraksantin, te takoder u 1,3,7 — metiluriénu kiselinu. Istovremeno,
teobromin moze izomerizirati u teofilin i paraksantin. Takoder, moguca je i degradacija
teobromina u 3-metilksantin i 7-metilksantin koji se takoder mogu formirati iz paraksantina, dok
se 3-metilksantin moze formirati iz teofilina. 1-metilksantin pak moze biti produkt i paraksantina
i teofilina. Svi ovi metilksantini mogu hidroksilacijom formirati uricnu kiselinu. Nadalje,
otvaranjem imidazolskog prstena metilksantina moguéa je tvorba manjih komponenti
(Gummadi i sur., 2012; Sunil i sur., 2014).

Najzastupljenija fenolna komponenta dobivena ekstrakcijom supkritithom vodom u svih 17
eksperimenata bio je epikatehin (maksimalni prinos od 5,910 mg/qg) pri temperaturi od 170 °C,
30 mL/g omjera tekucée/kruto u vremenu trajanja ekstrakcije od 75 minuta dok je najmanja
koncentracija izmjerena pri temperaturi od 120 °C, 20 mL/g omjera tekuce/kruto u vremenu
trajanja ekstrakcije od 75 minuta (0,500 mg/g). Najveéa koncentracija kofeina (1,07 mg/qg)
dobivena je pri temperaturi od 170 °C, 30 mL/g omjera tekucée/kruto u vremenu trajanja
ekstrakcije od 15 minuta. Iz dobivenih rezultata moze se zamijetiti kako su klorogenska kiselina
kao i katehin detektirani samo na temperaturama viSim od 220 °C dok je galna kiselina
pronadena samo u tragovima. Klorogenska kiselina, osim §to je poznata po mnogobrojnim
medicinskim svojstvima, ima snaznu antioksidacijsku aktivnost, hepatoprotektivne,
hipoglikemijske te antiviralne funkcije (Maalik i sur., 2016). HMF, koji je pri ovoj ekstrakciji
ekstrahiran samo pri viS§im temperaturama zapravo nije pozeljan spoj u ekstraktima s obzirom
na njegove karakteristike. lako se moze metabolizirati u 5-sulfoksimetillfurfural koji ima
antioksidativna i protuupalna svojstva, HMF se naj¢eSée povezuje s nekim Stetnim ucincima
uslijed svojih mutagenih, genotoksicnih i organotoksi¢nih svojstava (Shapla i sur., 2018) te je

zbog toga njegova prisutnost u ekstraktima upitna.

Iz rezultata je vidljivo kako je samo pet odziva (teobromin, kofein, epikatehin, ukupni fenolni
sadrzaj te antioksidacijska aktivnost) detektirano u svih 17 eksperimenata te kako su se uzimali
u obzir pri daljnjim statistickim izraCunima. StatistiCka zna€ajnost regresijskih jednadzbi za
svaki odabrani odziv evaluirana je analizom varijance (ANOVA) i prikazana u Tablicama 53-
57. Temperatura kao procesni parametar pokazala je najvedi statistiCki znaCajan utjecaj za sve
ispitivane odzive (p < 0,05). Regresijski modeli za sve ispitivane odgovore bili su statisticki
znacajni promatraju¢i njihove p-vrijednosti (od 0,0004 do 0,0172) sa zadovoljavaju¢im
koeficijentima determinacije (R?) u rasponu od 0,88 do 0,96. Neprikladnost modela ftj

,2odstupanje od modela“ nije bilo statisticki znaCajno (p>0,05) Sto znaci da je polinom
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jednadzbe drugog reda adekvatan za preciznu procjenu eksperimentalnih vrijednosti. S
obzirom da je vjerojatnost (p-vrijednost) svih regresijskih modela ispod 0,05, znadi da postoji
statistiCki zna€ajan utjecaj izmedu nezavisnih varijabli i varijabli promatranih odziva. Za
teobromin osim linearnog &lana modela temperature (p=0,0391), i njegov kvadratni ¢lan
pokazao je statistiCki znacajan utjecaj (p=0,0012) kao i kvadrat ¢lana modela koji se odnosi
na omjer tekuce/kruto (p=0,0208) (Tablica 53). Kod kofeina linearni ¢lan modela koji se odnosi
na temperaturu imao je statistiCki zna€ajan utjecaj (p=0,00484) kao i njegov kvadratni ¢lan
modela (p=0,0002) (Tablica 54). Utvrdena je i znaCajnost modela jer je F-vrijednost od 5,53
za teobromin tj. 6,35 za kofein velika te je vjerojatnost da je to uslijed Suma manja od 1,72%
tj. 1,18% (Tablice 53 i 54). Linearni ¢lan temperature kao i vremena ekstrakcije pokazao je
statisti¢ki znac¢ajan utjecaj kod epikatehina (p=0,0004 i p=0,0143) kao i kvadrat temperature
(p<0,0001). Utvrdena je i znacajnost modela jer je F-vrijednost od 19,31 za epikatehin velika
te je vjerojatnost da je to uslijed Suma manja od 0,04% (Tablica 55). Za ukupni fenolni sadrzaj
i antioksidacijsku aktivnost vidljiva je sli€nost u statistiCkoj zna¢ajnosti odredenih procesnih
parametara. Temperatura je kod obje komponente pokazala statistiCki znaCajan utjecaj
(p=0,0085 i p=0,0186) kao i omjer tekuce/kruto (p=0,007 i p=0,0351). Interakcija temperature
i vremena takoder je pokazala statistiCki zna€ajan utjecaj kod obje komponente (p=0,0004 i
p=0,0022) kao i kvadratni ¢lan modela koji se odnosi na vrijeme trajanja ekstrakcije (p=0,0082
i p=0,0453). Samo kod ukupnog fenolnog sadrzaja jo$ je i interakcija temperature i omjera
tekuée/kruto pokazala statistiCki znacajan utjecaj (p=0,0133) Sto kod antioksidacijske
aktivnosti nije bio slu¢aj. Utvrdena je i znaCajnost modela jer je F-vrijednost od 10,81 za ukupni
fenolni sadrzaj tj. 6,01 za antioksidacijsku aktivnost velika te je vjerojatnost da je to uslijed
Suma manja od 0,24% tj. 1,37% (Tablice 56 i 57).

Iz prikaza trodimenzionalnih dijagrama vidljivo je kako je temperatura imala znacajan utjecaj
na dobivene koncentracije teobromina (Slika 53) i kofeina (Slika 54). Porastom temperature
ekstrakcije vise od 170 °C, ovi metilksantini pokazali su tendenciju smanjivanja koncentracije,
dok omjer tekuce/kruto i vrijeme za njih nisu imali znacajniji utjecaj. Rezultati su pokazali kako
temperatura predstavlja ekstremno vazan parametar zahvaljujuci €injenici da se pri razli€itim
temperaturama formiraju razliCite komponente. To je razlog zasto je toliko vazno optimirati
proces ekstrakcije. Trodimenzionalni dijagrami za epikatehin pokazali su tendenciju rasta
koncentracije uz porast temperature do 170 °C. Daljnjim porastom temperature zamijecen je
pad u koncentraciji epikatehina. Povecanje omjera tekuce/kruto kao i dulje vrijeme ekstrakcije
nisu pokazali znaCajan utjecaj na koncentraciju epikatehina (Slika 55). Trodimenzionalni
dijagrami za ukupni fenolni sadrzaj (Slika 56) i antioksidacijsku aktivnost (Slika 57) pokazali
su sli€nost, Sto je bilo i za oCekivati zbog njihove ve¢ dokazane korelacije. Takoder, dijagrami

su potvrdili jednaki utjecaj procesnih parametara za oba ispitivana odziva tj. tendenciju

137



5. Rasprava

smanjivanja s povecanjem temperature ekstrakcije, omjera tekuce/kruto kao i primjenom
duzeg vremena ekstrakcije. Dobiveni rezultati prikazuju kako ukupni fenolni sadrzaj u
ekstraktima kakaove ljuske dobivenim ovom tehnikom ekstrakcije moze znacajno varirati
ovisno o ekstrakcijskim uvjetima, i to od 27,26 (SWE uvjeti: 120 °C, 75 min, 20 mL/g) do 130,33
mg GAE/g (SWE uvjeti: 220 °C, 75 min, 20 mL/g) dok je antioksidacijska aktivnost bila u
rasponu od 19,20% DPPH (SWE uvjeti: 120 °C, 75 min, 20 mL/g) do 91,69% DPPH (SWE
uvjeti: 220 °C, 75 min, 20 mL/g). Procijenjeni koeficijenti polinoma jednadzbe drugog reda

nakon implementacije BBD plana pokusa za SWE prikazani su u Tablici 58.

Utjecaj temperature na ukupni fenolni sadrzaj kao i na antioksadacijsku aktivnost proucavali
su i drugi autori. Tako su u svojim preglednim radovima Plaza i Turner (2015) te Okiyama i
sur. (2017) zapazili vec¢i antioksidacijski kapacitet na temperaturama viSim od 175 °C kao i
primjenom duzeg vremena ekstrakcije, i to u usporedbi s ekstraktima dobivenim na nizim
temperaturama i pri krac¢im ekstrakcijama. U vecini tih studija mjeren je samo ukupni fenolni
sadrzaj i antioksidacijska aktivnost bez podataka o kvantifikaciji pojedinih bioaktivnih

komponenti.

Ve¢ je prije spomenuto kako je za visoki ukupni fenolni sadrzaj u kakaovoj ljusci najvjerojatnije
zasluzna migracija nekih fenolnih komponenti poput katehina, epikatehina i procijanidina iz
kotiledona kakaovog zrna u kakaovu ljusku tijekom procesa fermentacije (Kim i Keeney, 1984;

Hammerstone i sur., 1999).

Primjenom metode odzivnih povrSina u ovom istrazivanju dobiveni su optimalni uvjeti procesa
ekstrakcije vodom u supkritiénom stanju: temperatura od 191,37 °C, vrijeme trajanja
ekstrakcije od 57,69 minuta te omjer teku¢e/kruto od 19,89 mL/g. Pri tim optimalnim uvjetima,
predvidena koncentracija teobromina bila je 15,916 mg/g, kofeina 0,834 mg/g, epikatehina
4,756 mg/g, ukupnog fenolnog sadrzaja 109,26 mg GAE/geksr. te DPPH 77,17% (Tablica 59)

§to se slaze s eksperimentalno dobivenim podatcima.

Slika 58 prikazuje sumarni grafi¢ki prikaz maksimalnih udjela bioaktivnih komponenata (mg/qg)
u ekstraktima kakaove ljuske dobivenih primjenom razli€itih tehnika ekstrakcije.
Najprikladnijom se pokazala SWE s obzirom na velika iskoriStenja pojedinih komponenti
(teobromin, epikatehin, teofilin, katehin, klorogensku kiselinu i kofein), no s posebnim
naglaskom kako je potrebno voditi rauna da se jedino primjenom ove tehnike ekstrakcije na
viSim temperaturama ekstrahira i HMF koji nije pozeljan u ekstraktima. Soxhlet konvencionalna

metoda ekstrakcije nije se pak pokazala prikladnom za ekstrakciju ovih komponenti.

Rezultati predstavljeni u ovoj doktorskoj disertaciji dobiveni primjenom razli€itih inovativnih
zelenih tehnika ekstrakcija bioaktivnih komponenata iz kakaove ljuske ukazuju na mogucénost

potencijalne primjene ovih obogacéenih ekstrakata kao potencijalnih sirovina u daljnjim
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procesima (prehrambenoj, farmaceutskoj, kemijskoj i kozmetic¢koj industriji). Slijedom toga,
zamjena konvencionalnih metoda ekstrakcije inovativnim zelenim tehnikama ekstrakcije, osim
dobivanja visokovrijednih ekstrakata, smanjila bi i uporabu toksi¢nih kemikalija. Nadalje,
ekstrakcijom nekih komponenti iz ovoga nusproizvoda, poput teobromina koji je u vecoj
koncentraciji toksi¢an, moguce je dobiti primjereniji biljni materijal za hranidbu zivotinja i to bez
ograni¢enja. Sam proces ekstrakcije zahtjeva i pomnu optimizaciju procesnih parametara
zelenih tehnologija na prinos i sastav ekstrakata kakaove ljuske koja bi omogucila njihovo
koristenje i primjenu dobivenih laboratorijskih rezultata i u industrijskim mijerilima. Slijedom
toga, zelene tehnike ekstrakcije uvelike bi mogle pronaci svoje mjesto i u drugim industrijskim
sektorima koji imaju problem otpada a sadrZe visokovrijedne komponente koje se mogu

implementirati u nove proizvode.
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Prema dobivenim rezultatima doslo se do sljedecih zakljucaka:

e Utvrden je utjecaj svih ispitanih inovativnih tehnika ekstrakcije (UAE, DES/MAE, HVED,
SC-CO: i SWE), kao i procesnih parametara pojedine tehnike ekstrakcije, na udio
ciljanih bioaktivninh komponenti u dobivenim ekstraktima kakaove ljuske.

e Prema statistiCkoj znacajnosti (ANOVA) utjecaja razliCitih procesnih uvjeta na
ekstrakciju bioaktivnih komponenti vidljivo je sljedeée: kod UAE na udio teobromina,
kofeina, galne kiseline, katehina, epikatehina i kafeinske kiseline najveéi utjecaj ima
omijer tekuce/kruto. Pri DES/MAE odabir otapala te udio vode u eutekti¢koj smjesi imaju
statisticki najznacCajniji utjecaj na koncentraciju teobromina, kofeina, katehina,
kafeinske kiseline i ukupni fenolni sadrzaj dok je antioksidacijska aktivhost ovisila samo
o temperaturi. Kod HVED najveéi utjecaj na ekstrakciju bioaktivnin komponenti i
antioksidacijsku aktivnost je pokazao omjer tekuce/kruto. Kod SC-CO tlak se pokazao
kao statistiCki najznacajnijim parametrom za sve ispitivane odzive za razliku od SWE
gdje je temperatura bila dominantni parametar.

o Dobivene vrijednosti bioaktivnih komponenti odredene visokosofisticiranom
kromatografskom tehnikom kretale su se u sljedeéim rasponima: teobromin od 0,249
mg/g do 19,200 mg/g uzorka, kofein od 0,156 mg/g do 3,418 mg/g uzorka, ukupni
fenolni sadrZzaj od 20,590 mgGAE/geksy. do 132,897 mgGAE/gexst. te antioksidacijska
aktivnost od 2,435% do 91,69%, u ovisnosti o odabranoj tehnici i parametrima
ekstrakcije.

e Zaekstrakciju teobromina kao i fenolnih komponenti (katehina i epikatehina) iz kakaove
ljuske najpogodnija se pokazala ekstrakcija vodom u supkriticnom stanju (SWE), dok
je za ekstrakciju kofeina najucinkovitija bila ekstrakcija superkriticnim CO; (SC-COy).
Za ekstrakciju galne kiseline najpogodnijom se pokazala UAE a za ekstrakciju
kafeinske kiseline DES/MAE. Klorogenska kiselina kao i epigalokatehin te vanilin bili
su ispod granice detekcije.

e Najveci ukupni fenolni sadrzaj i antioksidacijsku aktivnost pokazali su ekstrakti kakaove
ljuske dobiveni SWE.

o HMF i teofilin bili su prisutni samo u ekstraktima dobivenim SWE pri temperaturi od 220
°C.

e Primjenom suvremene metode ekstrakcije superkriticnim CO, moguce je ekstrahirati
masne kiseline iz kakaove ljuske u znac€ajnoj mjeri (oleinska, palmitinska, stearinska,
linolna te palmitoleinska masna kiselina).

o Odabrane zelene inovativhe metode ekstrakcije za izolaciju bioaktivnih komponenata
iz kakaove ljuske pokazale su se kao izvrsna zamjena konvencionalnim ekstrakcijskim

tehnikama.
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e Optimizacijom odabranih inovativnih zelenih tehnika ekstrakcije te utjecajem razlicitih
procesnih parametara mogucée je posti¢i razliCit zeljeni sastav ekstrakata kakaove
ljuske bogatih odredenim bioaktivnim komponentama.

e ZnaCenje predlozenog istrazivanja ogleda se u proizvodnji ekstrakata bogatih
bioaktivnim komponentama iz nusproizvoda prehrambene industrije — kakaove ljuske
koji se dalje mogu koristiti u razli€ite svrhe i imati potencijalnu primjenu u farmaceutskoj,

kozmetickoj i /ili prehrambenoj industriji.
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8. Prilozi

Prilog 1 Primjer kromatograma dobivenih bioaktivnhih komponenata u ekstraktu kakaove ljuske (HVED ekstrakcija)
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Prilog 2 Primjer kromatograma sastava masnih kiselina u ekstraktu kakaove ljuske dobivenog SC-CO
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Prilog 3 Znanstveni radovi objavljeni iz teme doktorske disertacije
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ABSTRACT

The aim of thiz sody was to demomstrate that certam tvpes of extrachon
techmiques can give extracts with vanous bwoactive components o different
concenfrattons. Four green extracton techmigues were wsed m this shudy:
supercriieal CO: extraction ulirasound-azssisted edraction, cold atmesphene
plasma extrachon and extracthion wsmg deep entecte solvents. Those modem
techriguesz gave bettsr vields of oactive components and showed better
bicactive compomsnts I cbianed exdracts were guantified by Hish
Parforrmancs Ligud Chrormatosraphky. Superentieal OO0, extraction game the
highest vields for theobromme comtent while ulrasound-as=sisted extrachon
with 50%: aqueons sthancl sohion zave the hizhest caffeine visld: dorme 30
rn of extraction, 33 Hz and 80 *C. The exirachon wath deep eutectic solvent
mixture of chobme chlonde: owzhe asd and 30% pure H.O a2t room
temperatore during 180 pun of exdraction tme gave the lshest total phencl
content while the mame mechre under the zame condrhons but durms longer
extraction time (360 mm), gave the highest anfioxadant actraty.

Cocoa shell (C5), due to 1z mubrihonal value and oartve component=, has a
potential to become a desmable raw materal in a large specinom of fimchonzl
and pharmacentical products.

Introduction

Food industry waste 1s a growing problem, both
economically and ecologically. By-products in the
food mdustry may contain valuable bioactive
components and their utilization as raw material in
some other production could result in less waste. That
15 the reason for today’s growing mterest i wtilizing
food mdustry by pmducts for different purposes
(Jolaé et al. 201?} Given the zerious environmental
side effects over the years due to the use of classical
techniques, technologists have begun to design less
harmful technelogies.

The development of green technologies contributed
to cheap, fast procedures that are safe for the
environment (Armenta, Garrigues and de la Guardia,
2013). In comparizon to classical extraction such as a

"‘Corresponding authar E-mail: nika felicimEamail com
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conventional method using orgamic solvents, green
extraction technologies are more frequently used in
food production and processmg. Ome of these
imnovative technologies iz defimitely supercritical
fimd extraction (SFE). The discovery of supercritical
solvents has made a breakthronsh and they gradually
begin to replace toxic and eculnrmca]h ummeptable
organic solvents (Jolac et al | 2011). It is a znbstance
with both liqgmd and gas pmpenies that occur above
critical temperature and pressure of the component
(Hitchen and Dean 1993). Some advantages of
supercritical solvent are better diffozion lower
viscosity and less surface temzion with better
penetration mto material which contams the dezed
valuable components Thiz process provides better
selectivity and the ability to control the solubility of
supercritical fluid itself by changing the pressure and
temperature, and thus easily removing the zolvent
from the extract. SFE belongs to “clean technology™
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Thiz study 1= focuzed on the apphcation of zh-voltage elacme dischargs (HVED)
to recover some bisactive compounds from the cocoa bean shell Differemt extrachon
times (30, 60, 90 min), fraquenciss (40, 70, 100 Hz) and solvent-solid ratios (10, 30 and
50ng‘}wa‘emedtuuhlajnm1beanshﬂlm Diesired hioactive compounds,
methybanthines and phenolic compounds were measured m obtamed extract= by
high-pressure bqwd chromatography with diods amray detector The obtamed extracts
showed that theobromme was the most abundant, rangmz from 233013 to 603151
mg k=, whle caffeme content was m the range from 316,08 to 549 838 mz k=, In ad-
dition, siznificant amounts of phenolic compounds were found, pamely catechm (11391
to 28433 mg kg™), epicatechin (20.20 to 35890 mg kg™), and galbe acad (8028 to
21917 mgz k= ). Besults showed that different parameters of HVED extrachon have stz-
product can be used m the production of valuabls extracts.

KEaywords:
cocoa bean shell, by-product, ligh-voltage alactnic discharge, bioactve compounds

Introduction alzo high-voltage elecinical discharges (HVED]), a
non-thermal technology smtable for processes where

Ower the last decades, positive changes in ana- high temperatures are undesirable. This techmique
lytical chemistry have been made, cutting down the enhances the yield of bicactive compounds from
use of toxic chemicals and Iﬁducmg their influence raw material at low treatment energy input’. De-
on the environment due to Green Analytical Chem- tailed description of the HVED process is given in
istry trends. Accordingly, the development of inno- the review published by Boussetta and Vorobiev*
vative sustamable green extraction techniques have where authorz pomted out that HVED can be ap-
become more interesting due to the cleaner, greener, plied in mumerous applications, particularly in the
and safer nature of these processes and easier us- extraction of various bicactive compounds. Li ef
age'. Thus, modern extraction fechniques have been /5 i their recently publish review, pointed out that
miroduced and are being applied more and more for critical process factors for HVED-aszisted exirac-
extraction of various materials and compounds.  fion are electric field intensity, flow rate, sol-
Some of these techniques are: supercritical flud ex- vent-zolid ratio, treatment time, and solvent selec-
traction (SFE), sul:::.nhcal_ water exiraction (SWE), tion The awthors concloded how the Fariher
superheated water extraction or pressurized hot Wa-  govelonment of HVED-assisted extraction will defi-
ﬁmmﬁ%ﬂﬂ mfm“'_ﬂ;t*:fm 8%~ pitely be a benefit in the future. Sarkis of al ¢ mves-
o , ultrasound-assi extraction . different electrical technologies, pulsed
(UAE), accelerated solvent extraction (ASEY. e Sekds (PEF) nd HVED o pre—lzpe:mm to
~ One of these eco-friendly techmques, which sesame seed oil exiraction The authors compared
Zain more and more attention in the last years, is both procedures to a control sample. and concluded
that treated samples had higher o1l yield in compar-

"Comesponding athar. Tel: +383 &8 1666626, Fux : +385 31 207115, ison to controlled samples. Bousetta ef al 7 explored
E-mazil address: ztala jokdic@pifo :

qum}::mdnﬂmbﬂhm:nmmalmmgrmnfﬂmul the effect ﬂfmmﬁfwmmﬂf
and Process Enzinsaring CHISA 1018, 25-20 Angu=r 2018, Prames polyphenols from grape pomace, and obtained bet-
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Abstract: Solving the problem of large quantities of organic waste, which represents an enormous
ecological and financial burden for all aspects of the process industry, is a necessity. Therefore, there
is an emerged need to find specific solutions to utilize raw materials as efficiently as possible in the
production process. The cocoa shell is a valuable by-product obtained from the chocolate industry.
It is rich in protein, dietary fiber, and ash, as well as in some other valuable bicactive compounds,
such as methylxanthines and phenolics. This paper gives an overview of published results related to
the cocoa shell, mostly on important bioactive compounds and possible applications of the cocoa shell
in different areas. The cocoa shell, due to its nutritional value and high-value bioactive compounds,
could become a desirable raw material in a large spectrum of functional, pharmaceutical, or cosmetic
products, as well as in the production of energy or biofuels in the near future.

Keywords: cocoa shell; cocoa by-product; bicactive compounds; reuse

1. Introduction

Food industry waste often consists of inedible parts, so-called by-products. Today, there are huge
quantities of by-products that are discarded, causing enormous economic problems by polluting the
environment. Considering the growing world population and disappearing raw materials, and a real
threat of reduced food sources, it is not surprising that awareness about the needs of preservation and
re-usage of materials that are treated as a waste is nising [1]. Cocoa shells are just one of the examples
of by-products with high-value bicactive components and interesting nutritional value that have been
discarded, although they could be re-used in many ways.

The main raw material for the production of all kinds of cocoa products is dried and fermented
cocoa beans, and cocoa shells are one of the by-products of cocoa beans obtained in the chocolate
industry. Approximately twenty types of cocoa (Theobroma cacao) are known, and the three most
popular types (Criollo, Forastero, and Trimitario) make up 95% of the world’s total cocoa production.
World production of cocoa beans reached almost 3.7 million tons in 2007 /2008 [2]. When cocoa is
processed, there are three types of co-products: cocoa pod husk, cocoa bean shells (Figure 1), and
cocoa mucilage.

These by-products are usually considered as “waste™ and left to rot on the cocoa plantation, which
can cause environmental problems, such as producing foul odors or propagate diseases (e.g., pod rot,
because they are not composted) [3-5).

Molecules 2018, 23, 1404; doi 103390/ molkecules2306 1404 www.md pi.oomn / joamal /molocules
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Summary

Mowadays, when we ars increasingly becoming a gensration of large gquanties of waste matenals from vanous mdusines,
there 1z an emergad need for certain solutions to suppress waste or make i more sconomicz] m zome other way. Soms by-
products from the different food mdustries are nch in vanous bicactive compounds whech could be uhlizad mm]:a'jrmhmon
procaszzes, Finding the purpose and use of these compounds could be valuable for fiture generations. One of those by-product
15 cocoa bean shell (CBES), by-product in the proceszing of cocoa and = products, that has already proven to contam lzrze
ameunt of different bioactive compounds ke theobromune, caffeine. specific phenohe compounds as well as distary fibres and
other valuable compounds which will be reviewed in this paper. CBS could be used m the production of fnchonal products or
even in food mdustry, cosmetic or pharmacsutics dus to 1 hizh motitiona]l valoe what also makes 1t an sconomeslly

acceptable raw material.

Keywords: by-product, cocoa baan shell, bioactive compounds, vhlzation

Introduction

During the production of different products m the
food mdustry, large guantities of waste are also
produced (Nguyen, 2014) that pollute the
environment and cause major economic problems
around the world. Consequently, people begm to
think znd explore in the direction of uhlization and
application of by-products from the food industry
(Manzano et al, 2017; Okiyama et al, 2017;
Pavlovic et al., lE:IIS' ‘u’lgano etal , 2013).

The fact uf growing world population and
dizappearing raw materials, with a real threat of
reduced food sources, does not surprize that the
awareness is raismg about the needs of storage and
re-usage of materials that omce were just 2 waste
{Panak Balentic, 2013). Different types of waste are
thrown away near the factories polluting the soil,
nearby lakes and rivers, creating the major ecological
problem while actually, those waste has the potential
to be reused (Hamzat and Adeola, 2011).

By-products of the cocoa industry

Cocoa beans, as fermented and dried seeds of the
Theobroma cacao plant are nzed as a main ingradient
in the production of chocolate and itz pmducl: In
Ghana, this Taw material iz called "golden pod” and
has a "premium status™ on the market because the
cultivation of this plant iz a tradition of private farms
across the country, with the unique culture m the

'Camesponding author: eika felicita@ gmail com
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production of ligh guality dried cocoa beans. The
mamn process in the cocoa mdustry imcludes a wide
range of mtermediate products that mclude cocoa
Liguor, cocoa butter, cocoa cake and raw cocoa
powder. Cocoa pulp juice is a by-product uzed n the
production of industrial aleohol amd alcoholic
beverages while the pod husk= and shells are used as
animal feed or fertilizer. After harvest, crucial
chocolate precursors are formed in the fermentation
proces: due to diverse biochemical transformation
mszide the cocoa beans. The fermentation step
depends mostly on type of the seed, chimate, season,
diseases, twming, quanitity of beans and pre-
condrtioning of the pulp (Afoakwa et al, 2013). It 15
known how doring the process of fermentation
significant amoumis of certam phenolic compounds
migrate from cocea bean to the shell malong this by-
product rich in theze compounds So enniched cocoa
bean shell (CBS) could be a potential source of
bicactive compounds in different industries like food,
cosmetic or phammacentics (Hemandez-Herndndez et
al, 2018). Rezearch on waste dizposal in the way of
ﬁ.ndmgm mlmnmfmiheuseufdjﬁe:mh'.-
products would certainly reduce waste accumulation
in a world that has become serious ecological and
economical problem today.

C'Bﬂlsapartufr:ocuabem which is separated from
the cotyledon together with the mib before or after
roasting (Arlorio et al, 2003). Since CBS is a waste
in ococoa processing with certam  bicactive
compounds (Awarikabey et al | 2014), it iz necessary
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Abstract: This is the first report on the extraction of cocoa bean shell (CBS) using deep eutectic
solvents (IDESs). Screening results with 16 different choline chloride-based [DESs showed how choline
chloride:oxalic acid DES was the most suitable solvent for the extraction of the binactive compounds
from CBS and that concentrations varied greatly depending on the wsed solvent. The DES extraction
was compared to the DESs coupled with microwave extraction (MAE), and the yields of the extracted
compounds were higher for DES/MAE. For theobromine, the obtained yields for DES extraction
wete 21454682 mg/g, and for caffeine, were 0.681-1.524 mg/g, whereas for DESYMAE, the same
compounds were oblained in 2502-5.004 mg/g and 0.778-1.599 mg/g. Antioxidant activily was
also determined, using DFPH method, obtaining 24.027-74.805% activity for DES extraction and
11.751-55.444% for DES/MAE. Water content significantly influenced the extraction of targeted active
compounds from CBS, whereas extraction time and temperature did not show statistically sigraficant
influence. The extraction temperature only influenced antioxidant activity. The study demonstrated
how extraction using DES and microwaves could be of a great importance in the future trends of
green chemistry for the production of CBS extracts rich in bivactive compounds.

Keywords: cocoa bean shell; waste; deep eutectic solvents; microwave-assisted extraction;
active compounds

1. Introduction

To minimize food waste during processing of raw materials, a new age tendency is to transform it
into valuable products with certain nutritional value. Cocna bean shell (CBS) is just one of these food
industry by-products, which contains a number of bicactive compounds that can be extracted and
used for different purposes. In the production of chocolate and its products, the CBS is removed from
the cocoa bean cotyledons, during the pre-roasting or after the roasting process. In the fermentation,
roasting, and alkalization process, some bioactive compounds, like theobromine and phenols, can
migrate from cocoa bean to CBS [1,2]. Thus, enriched CBS could potentially be an interesting ingredient
in other production processes [1].

The chemical composition of CBS mostly depends on the origin of Theobroma cacao L. and its
processing. Okyama et al. [2] in their review study mentioned Africa, America, Asia, and Oceania as
the major parts in the world for the production of cocoa beans.

The basic composition, however, includes dietary fibers; carbohydrates; methylantines,
like theobromine (3,7-dimethylxantine), caffeine (1.37-trimethylxantine), and theophylline
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