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SAZETAK

Srebrna pokoZica kave (SPK) je nusproizvod klasi¢nog procesa prerade kave i potencijalni je
izvor nutritivno vaznih spojeva (proteina, peptida, polifenola, prehrambenih vlakana i sl.) s
velikim moguénostima primjene u razvoju funkcionalnih proizvoda Kako bi proces
iskoriStavanja SPK, ali i sekundarnih sirovina op¢enito, bio Sto odrZiviji te u skladu s ciljevima
odrzivog razvoja, vrlo je vazno u tom smislu kontinuirano istrazivati i unaprjedivati
mogucnosti koriStenja odrzivih tehnologija medu kojima se posebno isti¢u ultrazvucna
ekstrakcija (UAE) i mikrovalna ekstrakcija (MAE). Osnovni ciljevi predlozenog istrazivanja
bili su istraziti mogu¢nosti primjene UAE i MAE u ekstrakciji proteina i peptida iz SPK,
okarakterizirati dobivene ekstrakte s obzirom na prinose ciljnih komponenti i udjela drugih
bioaktivnih sastavnica (polifenola) te odrediti ukupni ekoloski otisak optimiranih
ekstrakcijskih procesa. S obzirom na ostatke pesticida i teSkih metala SPK se moze smatrati
zdravstveno ispravnom te je ona u tom smislu iskoristiva kao sekundarna sirovina.
Optimizacijom UAE/MAE pokazano je da sva tri ¢imbenika: amplituda ultrazvuka/snaga
mikrovalova (A), vrijeme ekstrakcije (B) i njihov medusobni odnos (AB), imaju znacajan
utjecaj na promjenu udjela ukupnih proteina. Najveéi prinos proteina (1,1012 = 0,08 mg L-1)
dobiven je primjenom UAE ( 3min/100%.). U slu¢aju MAE prinosi proteina bili su zna¢ajno
niZi - najveéi postignuti prinos bio je 0,7734 + 0,07 mg/L (9 min/200 W). Ekstrakti su
sadrzavali su sve esencijalne aminokiseline Sto ukazuje na prihvatljivu kvalitetu proteina i
potencijal za upotrebu u ljudskoj prehrani. Raspon veli¢ina 3 glavne identificirane skupine
proteina kretao se od 15,7 kDa do 70,2 kDa pri ¢emu je najmanji protein sadrzavao Barwinovu
domenu Sto ukazuje na potencijal dobivanja bioaktivnih peptida. Dobiveni ekstrakti sadrzavali
su znacajne koli¢ine polifenolnih spojeva, neovisno o primijenjenim uvjetima ekstrakcije.
Znacajno veca potrosnja energije MAE u usporedbi s UAE doprinijela je znatno visem GWP-
u. (4,95 g CO2e/UAE naspram 15,5 g CO2e/MAE) GWP optimalne UAE za ekstrakciju
proteina iz SPK iznosio je 509,5 g COze/kg otpada (u slu¢aju odlaganja), a dodatno se reducira
na 231,0 g CO2e/kg otpada (u slu¢aju kompostiranja preostalog otpadnog materijala). Dobiveni
rezultati predstavljaju znacajan doprinos trenutnim i ograni¢enim saznanjima o moguénostima
koriStenja SPK kao izvora proteina i bioloski vrijednih peptida te pruzaju originalan uvid u
potencijal globalnog zagrijavanja procesa ponovnog iskoriStavanja SPK, ovisno o
primijenjenim ekstrakcijskim postupcima i upravljanju preostalim otpadnim materijalom.

Kljuéne rijeci: srebrna pokozica kave (SPK); ultrazvucna ekstrakcija (UAE); mikrovalna
ekstrakcija (MAE); optimizacija; proteini; polifenoli; potencijal globalnog zatopljenja (GWP)



SUMMARY

Background. Coffee silver skin (CSS) is a by-product of the classic coffee processing
process and a potential source of nutritionally important compounds with great application
potential in the development of functional products (e.g. proteins, peptides, polyphenols and
dietary fibres). To improve the sustainability of CSS reuse (and the reuse of secondary raw
materials in general) and to be in line with the sustainable development goals it is necessary
to research and improve the possibilities of the use of green technologies, such as ultrasonic
extraction (UAE) and microwave-assisted extraction (MAE). The main goals of the
proposed research were to investigate the possibilities of applying UAE and MAE in the
extraction of proteins from CSS and to characterize obtained extracts with regard to protein
yields and structural characteristics of major protein classes (1); the proportion of other
bioactive components (polyphenols) in obtained extracts (2); and the overall ecological
footprint of the optimized UAE/MAE processes used for obtaining the extracts (3). The
major goal of conducting UAE/MAE was to reduce extraction time while simultaneously

reducing the use of extraction solvents.

Methods. Once the roasting of coffee was completed, the by-product - CSS was collected
and further utilized in the research. Samples were obtained from Franck Ltd., (Zagreb,
Croatia) and contained a mixture of 2 blends of coffee - Coffea robusta and Coffea arabica.
Samples were provided in the briquette form and were processed into powder to expedite
the analyses. The experimental part of this research was divided into three parts. In the first
part sanitary safety of CSS was conducted, to investigate its applicability as a secondary raw
material. In the second part of investigation UAE and MAE extraction processes for
obtaining proteins from CSS were optimized and compared (optimization was carried out
by focusing on protein yield as the output parameter). Extracts obtained under optimized
conditions were characterized in terms of polyphenol content (1); amino acid composition
(2); and content and characterization of target peptides (3). In the third part of investigation
the environmental footprints of the developed processes for obtaining protein extracts from
CCS using UAE/MAE were assessed and compared by the life cycle assessment (LCA)
approach. The calculations were based on obtained experimental data and additional data
obtained from the industry. The chosen environmental footprint used in this research was
the Global Warming Potential (GWP), as it outlines the weighted impacts of greenhouse

gases for the time span of 100 years. In the framework of sanitary safety investigations CSS



was assessed for pesticide- and heavy metal residues. For pesticide determination extraction
was conducted by Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe method (QUEChERS). After
that, pesticide residues were quantified by gas- or liquid chromatography coupled to a triple
quadrupole (QgQ) mass spectrometry (GC-MS/MS, LC-MS/MS). Regarding the heavy
metals, CSS was digested using MAE digestion and concentrations of metals were assessed
by inductively coupled plasma coupled to a mass spectrometer as a detector (ICP-MS).
Microwave extraction (MAE) of CSS samples was performed using a closed microwave
extraction system and ultrasonic extraction (UAE) of CSS samples was performed with the
probe using deionized water as extraction agent. The design of the experiment was made in
the STATGRAPHICS Centurion software. The input parameters were time (3, 6 and 9 min)
and amplitude (50, 75 and 100 %)/microwave strenght (100, 150 or 200W) with the
condition that the temperature should not exceed 40 °C (to prevent protein denaturation),
which resulted in obtaining 9 extracts. The output parameters was the yield of total proteins,
while the content of polyphenols was also monitored. Each extraction was performed in
duplicate. Protein concentration was determined spectrophotometrically by the Lowry
method which is based on the reaction of Cu?* with peptide bonds of proteins in an alkaline
medium, resulting in Cu?* being reduced to Cu*. Quantitative analysis of amino acids was
performed using the Waters AccQeTag method according to the manufacturer's instructions
(Waters, Milford, USA) and includes hydrolysis, derivatization of amino acids with
AccQeFluor derivatization reagent and HPLC quantitative analysis. As part of protein
characterization, gel filtration chromatography (i.e. size exclusion chromatography) and
SEC-HPLC analysis were performed; a mixture of proteins of known molecular weight used
to determine the molecular weight of the samples. Electrophoresis in a polyacrylamide gel
(sodium dodecyl sulphate—polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) was also
performed. Total phenolic content was determined spectrophotmetrically by the
colorimetric reaction of the Folin-Ciocalteau reagent. In the Folin—Ciacalteau reaction, the
reagent, which is a mixture of phosphotungstic and phosphomolybdic acid, reacts with the
phenoxide ion from the sample. In the process, the phenoxide ion is oxidized, and Folin-
Ciocalteau is reduced to tungsten and molybdenum oxides, which are colored blue. Global
Warming Potential (GWP) in the process of obtaining CSS extracts was calculated using
the Life Cycle Assessment (LCA) method. The main environmental impacts of the processes
utilized for obtaining CSS extracts are related to the consumption of electricity, which

primarily depends on the power and time required for extraction. For a complete GWP



calculation, it was necessary to additionally collect data on greenhouse gas emissions that
occur during different phases of the CSS life cycle. In addition to energy consumption, the
main parameters include CO: (carbon dioxide) emissions, energy consumption, transport,
amount of waste and determination of composting potential. Data were obtained from the
CCalLC2 database.

Results. CSS samples can be considered sanitary safe and applicable for the use as
secondary raw materials with respect to pesticide and heavy metal residues (based on the
comparison of the levels of pesticides and heavy metals with maximal permissible
concentrations set for food and dietary supplements). Of the 265 pesticides analysed, only
three pesticides were detected in the used samples: flutriafol (0,012+0,002 mg/kg),
imidacloprid (0,016+0,002 mg/kg) and piperonyl butoxide (0,002+0,000 mg/kg). Of the
heavy metals analysed, nickel (2,495 + 0,055 mg/kg) has the highest concentration in the
samples used, while lead (0,249 + 0,077 mg/kg), arsenic (0,107 = 0,018 mg/kg) and
cadmium (0,106 = 0,002 mg/kg) are present in significantly lower concentrations.
Concentrations of flutriafol, imidacloprid and piperonyl butoxide residues, as well as nickel,
lead, arsenic and lead that were determined in the analysed samples were lower than
maximal permissible levels so can be considered sanitary safe and acceptable for use as raw
material. In the second part of investigations UAE and MAE-assisted procedures for
extraction of proteins from CSS were developed and compared. The conditions tested
ranged from 3-9 min with 50 % -100 % amplitude for UAE (samples U1-U9) and 3-9 min
with 100-200 W of power for MAE (samples M1-M9). Analysis of variance showed that all
three factors: ultrasound amplitude/microwave power (A), extraction time (B) and their
mutual relationship (AB), have a significant effect on the change in the proportion of total
proteins. The highest protein yields (1,1012 + 0,08 mg/L) were obtained by UAE with 3-
minute extraction at an amplitude of 100 %. In the case of MAE protein yields were
significantly lower compared to UAE - the highest yield (0,7734 = 0,07 mg/L) was obtained
during 9-minute extraction at 200 W. During extraction optimization, the content of
polyphenols in obtained extracts was also monitored, as they are considered as valuable
bioactive components for food functionalization. In UAE the highest yield of polyphenols
(525,6778 + 0,03 mg EGK 100* g*') was obtained after 9-minute extraction at 75 %
amplitude, and in MAE after 6-minute extraction at 150 W (677,8111 + 0,03 mg EGK/100

g). However, under the mild range of tested conditions (optimized for protein extraction)



none of the tested factors (microwave power and extraction time) showed statistical
significance (p > 0.05). The influence of the relationship between independent variables
(AA, AB, BB) was also examined, but it was not statistically significant (p > 0.05). Extracts
containing the highest amounts of proteins (both obtained by MAE and UAE) were further
submitted to additional determination of amino-acid composition and protein structure. CSS
protein extracts contained all essential amino acids indicating acceptable protein quality and
potential for use in human nutrition (except no data was obtained for Trp and Cys due to
degradation that occurs during protein hydrolysis). The most abundant amino acids were
Asx (joint concentration of aspartic acid and asparagine) (539,66 and 533,02 umol/L); Pro
(485,60 and 488,52 umol/L) and Glx, (the joint concentration of glutamic acid and
glutamine) (403,9 and 440,91 pumol/L) independently of the type of extraction procedure. In
the view of protein characterization, the goal was to determine the proteins that contain
Barwins domain, as they can be considered as valuable sources of bioactive peptides
(BAPs). BAPs can exhibit antioxidative, antimicrobial, immunomodulatory, and
antihypertensive properties, which makes them valuable in terms of developing functional
foods aimed at enhancing human health and preventing chronic diseases. Different protein
structures were separated on the SDS among which the largest protein mass was 70,2 kDa
(uncharacterized protein), and the lowest was 15,7 kDa. The smallest protein (15,7 kDa)
contained Barwin’s domain which makes it interesting not only nutritionally but also as
potential BAPs precursor. Considering the increasing importance of applying sustainable
practices and considering the sustainability of proposed methodology, together with its
economic benefits, UAE and MAE processes for obtaining protein extracts were also
assessed in terms of their global warming potential (GWP). Namely, the bare fact of reusing
waste as the source of valuable compounds presents sustainable approach — however
techniques applied in that process can differ significantly, particularly in terms of solvent
usage and energy consumption and consequently GWP. Our analysis showed significantly
higher energy consumption of MAE compared to UAE resulting in significantly higher
GWP. The sample M2 with a GWP of 15,5 g COze showed the highest GWP. On the other
side the highest UAE GWP (sample U3) was 4,95 g CO2. GWPs obtained for 9 UAE
extraction conditions ranged from 131 - 495 g COze/ kg of waste. Analysis showed that
GWP increases with an increase in the sample's treatment time and amplitude, but the
increase is more intense with increasing time. For reliable calculations, LCA needs to

consider the whole life cycle of the product. Since after protein extraction 50% of raw



material remains as waste, the total GWP of extracting the bioactive components from CSS
and dumping the remains was calculated to be 509,5 g COze/kg waste. In the case of
composting the remaining waste, the total GWP is reduced 231,0 g CO2e/kg of waste CSS.

Conclusions. Valorisation of the CSS as a secondary raw material for obtaining polyphenol-
rich protein extracts can be considered as sustainable approach based on obtained yields and
GWP of developed processes. In addition to high yields, obtained samples contained
proteins with excellent amino acid composition and containing Bowman’s domain
indicating potential for functional food ingredients. Both UAE and MAE can be applied for
extracting proteins form CSS, where UAE results with approximately 30% higher yields
compared to optimal MAE results. Additionally, GWP of MAE-assisted extraction is three
times higher compared to UAE. This shows clearly that there are significant differences
between different “green” processing technigues and that the “green aspect” of any approach
should be objectively and thoroughly analysed. This case is a clear example of why GWP
(or other ecological footprint markers) should be considered as significant outgoing
parameter (together with the yields of targeted compound) during development and

optimization of particular processing methodology.

Keywords: Coffee silver skin (CSS); Ultrasound-assisted extraction (UAE); microwave-
assisted extraction (MAE); optimization; proteins; polyphenols; Global Warming Potential
(GWP)



Sadrzaj

L. UVOD... i iiiieieicceeeeeteeeeansseeeeeeeeesnsssssseesseessnnsssssssssseesesnnssssssssessssnnnsssssssssesesnnsssssssssseessnnnssssnsesssssnnnnnssnnanans 2
1.1 INDUSTRIJA KAVE KROZ POVIJEST . .uuvveeesutreesasreeesassseesssessasssssesassssessnsessssssssesansssssssssssssnsssssasssssssssssssssssessessssssssnsnes 3
1.2 SREBRNA POKOZICA KAVE (SPK) KAO SEKUNDARNA SIROVINA ....eeervreeeeureeesrreesassseessssesessseesssssessssssssesssssssesssssssnsnnes 6
1.3 SPK KAO IZVOR PROTEINA ..eieteieieieieieieseseeeeesesasaeaasaseaasannnnnnnnnnnnnsnnnsnnsssnsssssssssssssssssssssssssssssssssesssesssesessssnnssesrnren 9
1.4 SPK KAO IZVOR POLIFENOLA «..veeeeutveeeeeureeeeetseeeeetseeeesssesesesseeeesssesesassseesassesessssesesassseesnssesessssesesnssseesassesesnssesesnsnees 11
1.5 BIOLOSKI UCINCI PESTICIDA . ittt teeeeeieieteeeteseseseseeaeaeaesaasasananennnannnsnnnsnsnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesesesssesesesssssesennes 12
1.6 BIOLOSKI UCINCI TESKIH IMETALA ieiieieieieieieieietesesesesaeaeaesasasessnsnsnnnnnnnsnnnsssnsnsnssssssssssssssssssssssssssssssssssssesesessnnnenens 15
1.7 MIKROVALNA EKSTRAKCUA (ENGL. MICROWAVE-ASSISTED EXTRACTION, MAE).......cccoueeeecieeeecieeeeceeeeevee e 18

1.7.1 Mehanizam djelovanja MiKroVAlIOVQ.................ooeceeeeecueeeeeeiieeeeieeesceeeeseeescteaesseaeesteaessseaessaseeaas 18
1.7.2 Primjena mikrovaloVa U iNAUSEEIfi .............oeeeeueieeeeieeeseeeeeieeeeeeeestea e st aesitaaestaaaesssseaesanseassssseeaas 19
1.8 ULTRAZVUCNA EKSTRAKCIJA (ENGL. ULTRASOUND-ASSISTED EXTRACTION, UAE) .....uiicvieiieeeieesieeeeeecteeecvee e e ve e 22
1.8.1 Mehanizam djelovanja UltrQzVUKQ ................occueeveeeiiiiniieieeeeeeeeeese et 22
1.8.2 Primjena ultrazvuka U iNAUSLEEIfi............coeeeeeeeeiee e e et e e e et a e e e e s e saasaaaaae s 24
1.9 ZIVOTNI CIKLUS PROIZVODA (ENGL. LIFE CYCLE ANALYSIS, LCA) c..vvieteeeeeeeeeeeeeese et et eesae st es et s s asenas 26
1.9.1 Faze analiza Zivotnog CiKIUSQ PrOiZVOUQ .............cccueeeiueeeeeiieeeeieeeesteeeeteeeetttae e ettt e e e steseeeiaaaaesreaaas 27
1.9.2 Indeks odrZivosti procesa (engl. Sustainable Process INAeX, SPI) ..........ccccccueeeeevveeeiieeeeciieeeesveeeeennnns 28
1.10 KRUZNO GOSPODARSTVO ....uveeeiutreeeaeresessseeeasseesasssssesasseseassessasssssessssessasssessssssssesssssssasssssssnsssssssssessansssssnnsnes 29
1.10.1 ISO standardi Niza 1SO 59000................ueeeeeeeeeeeereeeeeeeeeeiteeeeeeeetiiaseeeeeesesttsaeeseeesssisssaesseessssssseeeaeneias 29
1.10.2 AGENAG 2030 ..ottt ettt ettt ettt ettt at e et et e et e st et e e teenat e e neeeneas 32
1.10.3 Ukupni ekoloski OtiSAK PrOIiZVOUQ. ............cccceeeeeeeeeeeiieeeeeee et eee et e ettt e eesseaeeeaaaeesassaans 33
1.10.4. EUIrOPSKi ZEIONT PION. ...ttt e e e e ettt e e e e ettt a e e e e e satssaaaaeeessssasanaaeeaas 34

2. OBRAZLOZENJE TEME ....c.uceveteteerueeseeessessessessessssssessessessssssssesessensentesssssesesentessessesessenseseesessessessessssessens 40

3. MATERIALI I METODE.....cccteettuueeceerreeeennnsseeeeeseeessssssssesssesssssssssssssssssssnnsssssssesssssssnnssssssssssssnnnnssssssssssssnnn 43
T 1 Y P RRSN 44

G2 B U .o (ol TSP 44
3.1.2 KemiKQlije | SEANAGITI.......cc.eeeueieiieiiieeeeeeeeeet ettt ettt ettt et e s esnee s 44
KR B o L= To < ] FO OSSPSR 45
3. 1.4 INSEIUME@NEI [ UF@AOfi..c...eeeeieeeeeeeeee ettt e e e e ettt a e e e e ettt e e e e e e e s sstbaaaaeesesssssanaaaesassnsens 46
3.1.5 PrOGIraMSKI PAKETI .....cc..veeeeeeeeeee e e ettt e et e ettt e et e e et e e e et aaeeatsa e e ttaaaeaatssaeesssaaesasesaeassssenssseas 47
3.2 PLAN ISTRAZIVANJA | METODOLOGIA .eeeieeutvtreeeeeeieituereeeeeesaessssseesesasassasssessessssssssesssssassseseesssesssssssssesssnnssssesesssnn 47
3.2.1 Odredivanje zdravstvene iSPravnOSti SPK .............ueecueeeeeeeeeieeeeeciieeecteaesteaeesteaesstaaesstseaesssseaesnees 51
3.2.1.1 Odredivanje oStataKQ PESTICIAQ ..........cccccuueeeeeeeeeeieeeeeeee et e e st e et e e s tte e e st e e e ssteaessanasasesassanees 51
3.2.1.2 Odredivanje teSKih MELAIQ ..............c..eeeeueee ettt e et s et e e ettt e s staa e s srteaessateaenanses 53
3.2.2 Optimizacija ekstrakcije proteina i polifenola iz SPK postupkom mikrovalne ekstrakcije.................. 56
3.2.3 Optimizacija ekstrakcije proteina i polifenola iz SPK postupkom ultrazvucne ekstrakcije .................. 57
3.2.4 Odredivanje sadrZaja i karakterizacijQ Proteing ...............ueucceeeeeeieeeeeieeeeeieeeeeiieeeeseeeeeeieraeesveeeeians 60
3.2.4.1 Odredivanje ukupnih proteinG metodom PO LOWIYU ..........c.uueeecueeeeeceiieeiiieeeeiieeeeiieeeeciaeaeesreaeeanns 60
3.2.4.2 Odredivanje aminokiselinskog SAStAVA UZOIGKQ ..............cccccuueeeciieeeeeieieesiieeeesieeeesseeesiissaessisseeninns 62
3.2.4.3 KQraKterizAcCija ProteiNG...........cuueecuveeeeeieeeeiieeesstieeeeteeestttee e ettt e eeateaesstteaaassseaesssseassssseasssssesessssees 64
3.2.5 Odredivanje ukupnih POLIfENOIA . ............ooeuueeeeeeeeeeeeeeeeee ettt s st e st a e stea e s steeessateaesansees 66
3.2.6 Odredivanje potencijala globalnog zatopljenja (GWP) kod procesa dobivanja ekstrakata SPK......... 67

L T {74 U . 1 69

4.1 ZDRAVSTVENA ISPRAVNOST SPK ... uutttutuiuruterururereitrererererereeereeeerereseseseteteeetetrerertttttttttettrtteteteteteesteraesesaeseseeseeeesens 70
4.1.1 Udio 0Stataka PeSICIAQ U SPK..........cc.uueeeeieeeeeeeee et eeeee e ettee e et tee e ettt e e e steeaestaaaesasaaassasesansssesessasees 70
4.1.2 UdiO teSKiN METAIA U SPK ..ot et e e ettt ettt e e ettt e e ettt a e s ttsaaeeasaaeessaaessssaeasseaeasseas 71

4.2 PRIMJENJIVOST MIKROVALNE EKSTRAKCIJE U REVALORIZACHT SPK ...eiiueviieieeiis e ctteeeetee e etee e svee et e e e 73
4.2.1 Udio i kvaliteta proteina u MAE eKStraKtima@ SPK .........cccueveeeeeeeeeieeeesieeeeieeescteeeesteaesteaessvaaaesnes 73
4.2.1.1 Udio ukupnih proteina u MAE eKStraktima SPK ..........cc.oouueeviienieeeiesieeeeeeeeeieese et 73
4.2.1.2 Aminokiselinski SAStQV MAE @KSErAKEA SPK ..........cooueeeeeeeeeeeeiiiieeeeeeeectteeaeeestttteeaaeessssasaaaaaeessans 77
4.2.1.3 Karakterizacija proteina/peptida u MAE eKStraktima SPK.........ccueeeveeveeeeveeeeieeeeeeeieeeieeeireesisneennes 78

4.2.2. Udio polifenola u MAE eKStraKtima SPK.............oeeeuueeeeeeeeeeiieeeeeieeeecieeesiteaeeevaaeeeaaaesssssaeesssesessnes 80



4.3 Primjenjivost ultrazvucne ekstrakcije u revalorizaciji SPK............cocueeeeveeeeeieeesiieeeeiiieeecieeesieeenn, 83

4.3.1 Udio i kvaliteta proteina u UAE ekStraktima SPK ..........ccc.couueemeeenieeseiesieeeeesieeeie et esie e 83
4.3.1.2 Aminokiselinski Sastav UAE @KSTIAKQTA SPK .........oooueeeeeeeeeeeiieeeeeeeeeeeceeeeeeeeseteveeaeeeeesinseneaeeeseians 86
4.3.1.3 Karakterizacija proteina u UAE ekStraktima SPK ..........oeeooeeeeeeeeeeceeieeeee et eeeestveeaaaeeessaaens 87
4.3.2 Udio i kvaliteta polifenola u eKStraktima SPK ..............ooecueeeeeueeeeeieeeeeieeeeeieeeeeieeeeeiaeaeesveeeeaaeaeeeanes 89
4.4 ANALIZA ZIVOTNIH CIKLUSA 1eeteeeieutttrteseeeseittereesesesaassasseesesasasssseesssesanssesssesssasassssssessssnssssesssesssasssssessesssnnssssensees 91
4.4.1 GWP eKStrakCije Prot@ina iZ SPK .........cucueeeeeeeeeeeeeeeeetee ettt ettee e ettt e eettaa e et e e esttasassssaaaessseaans 91
4.4.2 GWP proteinskih ekstrakta SPK dobivenih procesom UAE Kroz LCA............ueeeeceeeeescveeaeivenennns 94

B, RASPRAVA ... cccittitreteteeeseeesteeesnnsssssssesseeesnanssssssssesessnnssssssssseeesnnnsssssssssseeennnsssssssseesennnnsssssssnnenenn 98
5.1 ZDRAVSTVENA ISPRAVNOST SPK....ceiiieiiiiieieeeeeeeeeeee ettt e et e e e e e s e s e s e s e s e s aanan 99
5.2 VALORIZACIJA SPK KAO SEKUNDARNE SIROVINE ZA DOBIVANJE PROTEINA — USPOREDBA MAE 1 UAE ......coovcvvveeeiieenes 100
5.3 VALORIZACIIA SPK KAO SEKUNDARNE SIROVINE ZA DOBIVANJE POLIFENOLA — USPOREDBA MAE I UAE ......covvvvvveveeeeenns 105

5.4 UGUICNI OTISAK DOBIVANJA PROTEINSKOG EKSTRAKTA SPK — VAZNOST PROCESA EKSTRAKCIJE | UPRAVLIANJA OTPADOM.. 108

L2 7Y I 11 o of R 114
7. POPIS LITERATURE .....ceveueueeeetrtrsesessesesesssssssssesessssesssssessssssssesessnssssssessnssesesessssnsssssessnsnssssssesensssssesenen 117
8. POPIS KRATICA.......coveveueueeressesesesetssssesesssssssssssssssesssesessntesssesessnstessssssnssesesesssssssssessnsnsesesssssensesssesanen 132
9. PRILOZ ....ucuvreveueneeeeeseseaesssesssesessssssssessnssssssessssnsssssessssssssssssessnsnsesessssnsnsesesessssnssssesesensnsssssssessssseseses 134

10. ZIVOTOPIS......cucerrereeneetesesssesesssssssssestsssssssessstssssssssssssssssssestsssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssnssssssesens 139



1. UVOD



1.1 Industrija kave kroz povijest

Medu najrazvijenijim i ekonomski najprofitabilnijim industrijama u 21. stoljecu je svakako
prehrambena industrija 1 to industrija kave. S obzirom na ulestalost konzumacije 1
moderniziranjem pripreme razli¢itih okusa i varijanti ovog napitka, kava je svakako vrlo
interesantan materijal za detaljnija istrazivanja.

Industrija kave ima dugu i raznoliku povijest koja se proteze kroz sve dijelove svijeta.
Kava potjece iz Etiopije, gdje su prvi put zabiljezene divlje biljke kave. Prema legendi je
kava otkrivena oko 9. stolje¢a kada je pastir primijetio da njegove koze postaju Zivahnije
nakon Sto su jele plodove kave. Svoje je saznanje potom rekao jednom redovniku koji je
iste plodove odlucio osusiti i skuhati te je tako nastala kava. Radi njezina okusa i u¢inka
koji je ostavljala, jer su s lakoCom mogli ostati budnima tijekom no¢ne molitve, poceli su
je piti svi redovnici u zemlji. Legende muslimanskoga svijeta se uglavnhom povezuju uz
Sejhove i sufijske redove, koji su zapravo bili 1 prvim ucestalim korisnicima kave, a koji su
je isto tako upoznali s ve¢om populacijom ljudi.

Arapska rije¢ ,,qahwa‘ koristila se kao osnovna rije¢ za ,,crni napitak* u mnogim drugim
jezicima. Tako je u europske jezike arapska rije¢ za kavu (engl. coffee, fr. café, niz. koffie,
tal.caffe, njem. Kaffee, srp. kafa) prihvacena posredstvom iz izvornog osmanskog turskog
jezika. Medutim, etimologija ove rijeci izazvala je dosta rasprava. Rije¢ qahwa ima nesto
duZu povijest uporabe s obzirom na to da je koriStena kao jedan od epiteta za vino jer
arapski korijen g-h-w/y nosi znacenje ,,0onoga $to umanjuje Zelju za ne¢im* (1).

Kava je kasnije donesena u Aziju, gdje se pocela uzgajati u zemljama poput Indije,
Indonezije i Vijetnama. U 17. i 18. stolje¢u, Nizozemci i Francuzi poceli su uzgajati kavu
u svojim kolonijama u Aziji. Kasnije, u 18. stoljecu, kava je donesena u Ameriku. Brazil
je postao jedan od najvecih tradicionalnih proizvodaca kave nakon §to je kava donesena iz
Europe u 18. stoljecu. Kava se takoder pocela uzgajati u drugim zemljama Juzne i Srednje
Amerike poput Kolumbije, Kostarike i Gvatemale.

Tijekom 19. stoljeca, razvijene su nove metode przenja i pripreme kave, ukljucujuci
przenje na industrijskoj razini i izum espresso aparata. Ovo je stvorilo novu trzisnu
potraznju za kavom, posebno u Europi i Sjevernoj Americi.

Industrijska revolucija donijela je inovacije u proizvodnji, distribuciji i pripremi kave.
Razvijene su nove tehnologije za przenje, mljevenje 1 pakiranje kave, Sto je omogucilo

masovnu proizvodnju i distribuciju. Tijekom 20. stolje¢a, razvijeni su globalni trgovinski

3



sustavi za kavu. Nastali su medunarodni trgovinski ugovori i organizacije poput
Medunarodne organizacije za kavu (ICO) kako bi se regulirali medunarodni trgovinski
odnosi i cijene kave.

U suvremenom dobu, postoji veci naglasak na raznolikosti kave i odrzivim praksama u
uzgoju i proizvodnji. Pojavljuju se certifikati poput Fair Tradea i organske certifikacije
kako bi se osiguralo da kava bude proizvedena na odrziv nacin i da se pravedno placaju
proizvodaci.

Industrija kave 1 dalje se razvija, pri Cemu se istrazuju nove tehnologije, pristupi i trendovi
kako bi se zadovoljile promjenjive potrebe trziSta i postigla odrzivost u cijelom lancu
opskrbe. Izvoz kave je industrija vrijedna 20 milijardi dolara, §to je ¢ini drugom robom
kojom se najviSe trguje, uglavnom konzumirana od strane industrijaliziranih zemalja, dok
je proizvode manje razvijene zemlje. Ima dugacak i sveobuhvatan lanac robe koji ukljucuje
proizvodnju, izvoz, uvoz, przenje, distribuciju i maloprodaju. Nakon Zetve, kavu kupuju ili
poljoprivrednici posrednici, ili izravno izvoze za velike kafic¢e i plantaze. Kava se zatim
obi¢no prodaje transnacionalnim tvrtkama za preradu i distribuciju kave po standardnoj
stopi koju je odredila medunarodna agencija, New York Coffee Exchange. Industrija je od
vitalnog znacaja za politiku, opstanak i ekonomije za mnoge zemlje u razvoju. To je
industrija monopolizirana od strane velikih transnacionalnih korporacija i lanaca. Industrija
kave ima dugu povijest koja se moze pratiti sve do 15. stoljeéa, kada je Etiopija, porijeklo
kave, izvozila kavu u Jemen. Trgovina kavom se ubrzo prosSirila na Egipat i Otomansko
carstvo. S rastom trgovine izmedu Republike Venecije i Otomanskog carstva, kava je
uvedena u Europu, Sireci se u Englesku, Francusku, Njemacku, Austriju i Nizozemsku. Uz
europsku kolonijalnu ekspanziju, kava je uvedena u Ameriku i Aziju i ubrzo je postala
vazna industrija u raznim kolonijama, osobito u Juznoj Americi i Indiji. Industrija kave
takoder je potaknula ropstvo u Juznoj Americi. Danas su vodece zemlje proizvodaca kave
jos$ uvijek na juznoamerickom kontinentu (1).

Kava je op¢i naziv za plodove i sjemenke biljke roda Coffea, ukljucujuéi i proizvode od
tih plodova i sjemenki pripremljenih za potrosnju (2). Kava je zapravo zimzeleni grm Kkoji
raste iz zemlje, i mozZe narasti u visinu ¢ak do 10 metara, dok je prosje¢na visina oko 5
metara. Cvjetovi kave su njezno-bijele boje (Slika 1), a iz njih postupno nastaju plodovi na
pocetku zelene boje, a sazrijevanjem im boja postaje zuta, a mogucéa je i crvena do crna

boja.
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Slika 1. Grm biljke kave (vlastita fotografija)

Kava se sastoji od nekoliko glavnih dijelova. Na Slici 2 je prikazan presjek ploda kave i
njegovi dijelovi. Vanjski sloj ploda kave naziva se koZa (egzokarp, epikarp), a ispod koZe
nalazi se mekani i mesnati mezokarp ili pulpa. Nakon mezokarpa slijedi endokarp ili
pergament koji sluzi kao tanki polisaharidni pokrov koji obuhvac¢a dva sjemena odnosno

zrna kave koja su jo$ dodatno prekrivena srebrnom pokoZzicom (3).

/f,_, koZa {egzokarp, epilcarp)

pulpa {(mezokarp}

pergament {endolarp)}

srebrna polcoZica

sjeme {endosperm)

Slika 2. Grada zrna kave



1.2 Srebrna pokoZica kave (SPK) kao sekundarna sirovina

Srebrna pokoZica kave (Slika 3) tanak je sloj koji izravno pokriva zrno kave. Ona
predstavlja oko 4,2 % zrna kave (4). Tijekom postupka przenja zrno kave se Siri i taj tanki
sloj se odvaja te postaje jedan od glavnih nusproizvoda prZzenja kave. SPK je u usporedbi
s ostalim nusproizvodima kave relativno stabilan proizvod zbog nizeg udjela vlage (5-7
%). Trenutno se ovaj nusproizvod koristi kao gorivo, za kompostiranje i gnojidbu tla, a
predstavlja i dobar izvor nekoliko bioaktivnih spojeva koji se mogu ekstrahirati i dalje

koristiti u prehrambene, kozmeticke i farmaceutske svrhe (5).

Slika 3. Srebrna pokozica kave (SPK) (vlastita fotografija)

SPK bogata je fenolnim spojevima, uglavnom klorogenskom kiselinom te drugim
fitokemikalijama i bioaktivnim spojevima koji doprinose velikom antioksidacijskom
kapacitetu. lako je SPK bogata fenolnim spojevima, detektirana koncentracija je manja u
usporedbi s przenim zrnom kave. Pretpostavlja se da je uzrok tome utjecaj visoke
temperature na vanjski sloj zrna tijekom przenja, zbog cega dolazi do brze razgradnje
fenolnih spojeva (6).

Takoder, sadrzi velike koli¢ine ukupnih prehrambenih vlakana (oko 62 %), od ¢ega 15 %
¢ine topiva vlakna, a ostatak od 85 % ukupnih vlakana ¢ine netopiva vlakna (5). Od
netopivih vlakna prevladavaju celuloza, lignin i hemiceluloza, a od monosaharida tu su

ksiloza, galaktoza, arabinoza i manoza (2, 4). Nije dokazana znac¢ajna razlika u sadrzaju
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prehrambenih vlakana izmedu C. arabica i C. canephora u SPK. Zbog velike koli¢ine
prehrambenih vlakana otvara se mogucnost koristenja SPK kao sirovine za razvoj
funkcionalne hrane (4).

Vrijednosti pepela su visoke, Sto se pripisuje mineralima. Mineralni sastav sastoji se
uglavnom od kalija, magnezija i kalcija (oko 5 g, 2 g i 0,5 g na 100 g SPK). Osim Kalija,
magnezija i kalcija u SPK mogu se pronaéi i razni drugi minerali kao §to su Zeljezo,
mangan, bakar, fosfor, aluminij i drugi (7).

Sadrzaj proteina je zabiljeZen u zna¢ajnijim koncentracijama od oko 18 %. Ostali nutrijenti
kao $to su masti su pronadeni u manjim koncentracijama (5). SadrZaj kofeina u SPK nakon
przenja krece se oko 0,8 i 1,4 g/100 g, Sto je poprili¢no sli¢no koli¢ini kofeina u zrnu kave
(1,0-1,2 % u C. arabica, 1,6-2,5 % C. robusta) (8).

Akutna toksi¢nost vodenog ekstrakta SPK na Stakorima s jednom dozom od 2000 mg/kg
jeistrazivana u radu Iriondo-DeHond i sur., ali nisu primijetili nikakve znakove toksi¢nosti,
abnormalnog ponasSanja ili smrtnosti. Ekstrakt takoder nije pokazao citotoksicnost na MTT
testu na HepG2 stanicama. Zatim su u tom istrazivanju ispitnim Stakorima oralnim putem
dali otopinu SPK koncentracije 1 g/kg, nakon ¢ega nisu uoceni negativni utjecaji na
izlu¢ivanje hormona niti antioksidativnih i protuupalnih biomarkera (4).

S obzirom na prehrambeni i kemijski sastav, antioksidacijsku aktivnost i1 sadrzaj
bioaktivnih spojeva, SPK se ¢ini posebno zanimljivom kao proizvod koji bi se mogao
koristiti u prehrambenoj, kozmeti¢koj i farmaceutskoj industriji (5).

SPK bi se zbog svog sastava mogla koristiti kao izvor prehrambenih vlakana, u pekarskim
proizvodima, u proizvodnji napitaka (¢aja) ili kao aditiv za aromu dima. Osim toga,
ekstrakti SPK mogli bi se koristiti kao prirodne boje i kao izvor prehrambenih vlakana u
keksima. Takoder, mogla bi poboljsati kvalitetu, trajnost i senzorska svojstva kruha.
Moguca je i implementacija SPK u antioksidativne napitke koje je istrazivao Mertinez-
Saez i sur. sa svrhom kontrole tjelesne mase (9). SPK je potencijalni kandidat za zamjenu
sintetickih kemikalija kao aktivnih sastojaka u kozmetickim formulacijama, zbog svog
visokog antioksidativnog potencijala, fenolnih spojeva, melanoidina i kofeina (5).
Takoder, u Italiji sakupljaju SPK kao nusproizvod postupka prZenja te ga pretvaraju u
pelete i prodaju kao gorivo za grijanje (3). S druge strane, Svedska grupa Lofbergs je
uspostavila suradnju s tvrtkom koja se bavi 3D printanjem. Suradnja se temelji na tome da
se otpad kave iskoristi za nove i modificirane proizvode i za potpuno novu svrhu. Teze

tome da se do 2030. godine, u skladu s Agendom 2030 (10), otpad kave $to viSe smanji te
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da se uspostavi kruzni ciklus iskorisStavanja kave. Neki novi proizvodi su ve¢ formulirani,
a pomoc¢u nusproizvoda kave i to tako da koriste SPK i polipropilen, na temelju cega
stvaraju trajni materijal i dizajniraju proizvode na kojima ¢e se posluzivati kava. Plan im
je daljnjim razvojem upotrebljavati polipropilen iz recikliranih vrecica za kavu, time bi
proizvodili postolja za posluzivanje kave te ucinili proizvodnju i iskoriStavanje
nusproizvoda kave 100 % kruznim ciklusom (11).

Zakljucno, isplativost istrazivanja SPK ovisi o dosta ¢imbenika, uklju¢ujuci potencijalne
primjene, trziSnu potraznju, troSkove istraZivanja i razvoja, tehnoloSke izazove i
konkurenciju na trZistu.

Prilikom procjene isplativosti istrazivanja SPK treba razmotriti razli¢ite moguénosti za
iskoriStavanje SPK, ukljuCuju¢i proizvodnju biogoriva, kozmeticke proizvode,
prehrambene dodatke, materijale za pakiranje ili industrijske materijale. Potencijal trZista
za ove proizvode moZe utjecati na isplativost istraZivanja.

Dalje je vazno provijeriti postoji li potraznja na trzistu za proizvodima ili tehnologijama
koje bi se razvile iz SPK. Analiza trziSta moze pomo¢i u procjeni potencijalnog interesa
potrosaca i industrijskih kupaca.

Razvoj tehnologija ili procesa za iskoriStavanje SPK moze zahtijevati znacajna istrazivanja
1 razvoj. Potrebno je procijeniti tehnicke izazove i moguénosti za inovacije kako bi se
postigla isplativost, a isto tako treba razmotriti troSkove istrazivanja, razvoja I
komercijalizacije tehnologija ili proizvoda koji se temelje na SPK. Ovi troskovi mogu
utjecati na ukupnu isplativost projekta.

Treba uzeti u obzir konkurenciju na trzistu 1 postojece proizvode ili tehnologije koji se ve¢
koriste za sli¢ne svrhe. Analiza konkurencije moze pomoc¢i u razumijevanju trziSnog
potencijala i moguénosti za otvaranje novih trzista, drugacijih proizvoda ili suradnju na
zajedni¢kim novim istrazivanjima s obzirom na veliki potencijal same sirovine.

Uz sve navedeno, isplativost istraZzivanja SPK uvelike ovisi o ravnotezi izmedu
potencijalnih trzisnih prilika, tehnoloskih izazova i troSkova razvoja. Potrebno je temeljito
istrazivanje i analiza kako bi se donijele informirane odluke o ulaganju u istrazivanje i

razvoj u ovom podrucju, a Sto ¢e biti prikazano u nastavku ovog doktorskog rada.



1.3 SPK kao izvor proteina

Proteini su polimerne molekule koje ¢ine osnovnu gradu svih Zivih organizama. Proteini
nastaju povezivanjem aminokiselina peptidnom vezom u duge lance koji sadrZe od 100 do
1000 aminokiselinskih ostataka. Proteini su sastavni dio svake stanice, nalaze se i u krvi
Covjeka 1 zivotinja, gdje imaju funkciju transporta. Proteine izgraduju aminokiseline, a
sastoje se od centralnog ugljikovog atoma na koji su vezane amino skupina, karboksilna
skupina, vodikov atom i bo¢na skupina (ostatak-R) (12). Grada proteina odredena je s Cetiri
razli¢ite strukture (Slika 4). Primarna struktura oznacava redoslijed odnosno sekvenciju
aminokiselina u lancu. Medutim, buduéi da su proteini jako velike makromolekule, njihova
grada ne mozZe se odrediti samo slijedom aminokiselina ve¢ se mora uzeti u obzir i prostorni
raspored molekule (13). Raspored lanaca u prostoru naziva se konformacija proteina.
Konformacija proteina se opisuje sekundarnom i tercijarnom strukturom. Sekundarna
struktura podrazumijeva prostorni raspored samo glavnih atoma peptidnog lanca, ne
uzimajuéi u obzir bo¢ne ogranke. Dva glavna oblika sekundarne strukture su a. — uzvojnica
1 B — nabrana ploca. Tercijarna struktura podrazumijeva trodimenzionalni prostorni
raspored svih atoma polipeptidnog lanca. Kvaternu strukturu ¢ini spajanje vise peptidnih

lanaca u definiranu molekulu (Slika 5).
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Slika 5. Prikaz Cetiri razine strukture grade proteina

Prostorna grada odnosno konformacija proteina ne moze se odrediti kemijskom analizom,
ve¢ fizikalnim i fizikalno — kemijskim metodama. Djelovanjem nekih vanjskih utjecaja,
poput temperature, promjene pH vrijednosti otopine, mehanickih utjecaja i sl., moze do¢i
do narusavanja strukture proteina. Ta pojava naziva se denaturacija proteina pri ¢emu

proteini gube svoja bioloska svojstva (14).



SPK sadrzi odredenu koli¢inu proteina, medutim ta koli¢ina moze varirati ovisno o
razli¢itim ¢imbenicima kao Sto su sorta kave, nadin uzgoja, proces obrade i pripreme.
Opéenito, protein je jedan od sastojaka u kavi, ali nije dominantan poput kofeina ili
ugljikohidrata. Medutim, uzimajuéi prosjecni udio proteina u SPK oko 16 - 19 %, ipak se
moze smatrati dobrim izvorom proteina. SadrZzaj ostalih komponenti koje je moguce
izolirati iz SPK, poput fenola i vlakana, je nesto bolje istrazen od proteina. Proteini se iz
SPK ekstrahiraju i odreduju jer predstavljaju veliki potencijal u proizvodnji funkcionalne
hrane zbog svojih bioloskih funkcija. Danas se razvija metoda ekstrakcije proteina iz SPK
uz pomo¢ proteaza, gdje bi se istovremeno odvijala ekstrakcija i hidroliza proteina, uz
eventualnu moguénost paralelne ekstrakcije i polifenolnih komponenti. Peptidi koji se
ekstrahiraju uz pomo¢ proteaza se prouCavaju zbog antioksidacijskog i
hipokolesterolemijskog ucinka. Takvi peptidi su zapravo funkcionalni peptidi, odnosno
kratak lanac aminokiselina koji ima specifi¢ne bioloske funkcije u organizmu. Ti peptidi
ne sluZe samo kao gradevni blokovi proteina, ve¢ imaju odredene bioloske aktivnosti koje
mogu utjecati na zdravlje ili metabolicke procese. Zbog toga se koriste u raznim
podru¢jima, poput medicine, prehrambene industrije i kozmetike, kako bi poboljsali
zdravlje ili specifiéne funkcije u tijelu (antimikrobni, antihipertenzivni, antioksidativni,
imunomodulatorni, kolagen peptidi).

Prandi i sur. (2021) kao mogucu ciljanu primjenu proteina i polifenola ekstrahiranih iz SPK
navode primjenu kao antioksidacijske komponente kod pakiranja hrane, “anti — age*
primjene u kozmetiCkoj industriji te koriStenje kao dodataka prehrani zbog svojih
antioksidacijskih i antimikrobnih svojstava (15).

SPK obi¢no se ne Koristi u ljudskoj prehrani, ali proteini u njoj mogu pruziti neku
prehrambenu vrijednost kada se koriste u drugim procesima ili proizvodima poput
biogoriva ili dodataka prehrani koji se mogu razviti u novim recepturama za nutritivno
obogacene proizvode. Proteini u SPK mogu biti potencijalni alergeni za neke ljude. Ako
se SPK ne ukloni tijekom obrade kave, postoji mogucnost da bi neki konzumenti mogli
imati reakciju na ove proteine. Proteini SPK mogu utjecati na procese fermentacije tijekom
obrade kave. Fermentacija moze utjecati na okus i aromu kave, pa prisutnost proteina u
SPK moZze indirektno utjecati na kvalitetu kave.

Nacelno se moze re¢i kako je udio proteina u SPK obi¢no nizak i da se SPK obi¢no uklanja

i odbacuje tijekom standardnog procesa obrade kave.
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1.4 SPK kao izvor polifenola

Polifenoli su skupina kemijskih spojeva koji se nalaze u vecini biljaka, ukljucujuéi voce,
povrée, oraSaste plodove, sjemenke, ¢aj, kavu, vino i druge namirnice. Ovi spojevi imaju
strukturu koja sadrzi vise fenolnih skupina $to im daje antioksidativna svojstva i druge
potencijalne koristi za zdravlje. Polifenoli su jedni od najraSirenijih prirodnih spojeva u
biljnom svijetu i poznato je viSe od 8000 razli¢itih polifenola. Djeluju kao jaki
antioksidansi i mogu doprinijeti prevenciji kroni¢nih nezaraznih i autoimunih bolesti.
Molekule polifenola su gradene od najmanje jednog aromatskog prstena s jednom ili vise
hidroksilnih skupina. Osim hidroksilnih, na polifenole mogu biti vezane i sulfatne ili
acetilne skupine. Polifenoli su uglavhom vezani na druge molekule poput ugljikohidrata.
Dijele se na flavonoidne i neflavonoidne spojeve (Slika 6). Dosadasnja istrazivanja su
pokazala da SPK sadrzi znacajne koli¢ine polifenola, premda se to¢ne vrijednosti mogu
razlikovati ovisno o ¢imbenicima odnosno vrsti kave, uvjetima prZenja (temperatura i
trajanje prZenja) te metodama obrade (15). SPK je svakako bogata polifenolima, osobito
klorogenskom kiselinom, koja je kljucni antioksidativni spoj. Ova svojstva Cine je
potencijalno korisnim sastojkom za funkcionalne namirnice, dodatke prehrani ili
kozmetiku, a njezina antioksidativna aktivnost takoder je vazan faktor u istrazivanju
njezine primjene u industriji. Antioksidansi pomazu u neutralizaciji slobodnih radikala u
tijelu, Sto moZe smanjiti rizik od kroni¢nih bolesti poput kardiovaskularnih bolesti i raka te
u tom smjeru se krecu novija istrazivanja za koja je ipak prethodno potrebno provesti
detaljnije ekonomske analize isplativosti. Flavonoidi su spojevi koji sadrZe petnaest
ugljikovih atoma unutar dva aromatska prstena povezana s piranskim prstenom.
Flavonoidni spojevi se razlikuju po broju i polozaju hidroksilnih skupina, stupnju
nezasi¢enosti i stupnju oksidacije centralnog aromatskog prstena, a tu spadaju flavoni,
flavon-3-oli, izoflavoni, antocijanidini, flavanoni i flavanoli. Polifenoli su ve¢ od ranije
poznati kao spojevi koji imaju cijeli niz pozitivnih ucinaka na metabolizam i1 zdravlje
Covjeka. Imaju antioksidacijsko, antibakterijsko, antimikrobno, antikancerogeno,
hipoglikemicko i protuupalno djelovanje. Nedovoljan unos polifenola u organizam
povezuje se s povecanjem rizika od kardiovaskularnih bolesti, neurodegenerativnih bolesti,
nekih vrsta raka, dijabetesa i osteoporoze (16). Nadalje, polifenoli su najviSe istrazivani
zbog svog antioksidacijskog ucinka. Oksidacijski stres nastaje kada dode do pomaka

ravnoteze oksidoredukcijskih reakcija u stanici i to u smjeru oksidacije pri ¢emu dolazi do
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porasta broja slobodnih radikala. Polifenoli djeluju kao izvrsni antioksidansi zbog svoje
fenolne skupine, koja moze primiti elektron i pri tome nastaje fenoksil-radikal koji je
relativno stabilan radikal. Tako se zaustavlja naredna lanc¢ana redoks-reakcija u stanicama.
Pokazalo se kako polifenoli pokazuju pozitivno djelovanje kod kardiovaskularnih
oboljenja, gdje ogranicavaju ateroskleroti¢ka oSte¢enja tkiva. Smatra se da ateroskleroza
nastaje zbog povecanja koncentracije i oksidacije LDL-a (engl. low-density lipoprotein) u
krvi, a polifenoli inhibiraju oksidaciju LDL-a. Razlog pozitivnog utjecaja polifenola na
dijabetes je njihov hipoglikemijski ucinak. Polifenoli razli¢itim mehanizmima mogu
djelovati hipoglikemi¢no, a jedan od nacina je inhibicija unosa glukoze u crijevima ili

inhibicija unosa u perifernim tkivima (17).

1.5 Bioloski u¢inci pesticida

Pesticidi su spojevi ili kemikalije namijenjeni eliminaciji, suzbijanju ili upravljanju Stetnim
organizmima koji mogu ugroziti usjeve, biljke, stoku ili druge korisne organizme. Ti Stetni
organizmi mogu ukljucivati insekte (insekticide), korov (herbicidi), gljivice (fungicide),
Stetocine (rodenticide) i razne mikroorganizme (18).

Primjena pesticida Siroko je rasprostranjena u poljoprivredi, vrtlarstvu, Sumarstvu,
suzbijanju Steto€ina u stambenim i industrijskim okruZenjima, te u javnom zdravstvu za
kontrolu bolesti koje prenose insekti. Njihova upotreba moze biti od koristi jer pomazu u
zaStiti usjeva od gubitaka uzrokovanih Stetnim organizmima, povecavajuéi prinos i
kvalitetu usjeva te pruzajuci zastitu od Sirenja bolesti. Medutim, pesticidi takoder mogu
imati negativne u¢inke na okoli§, zdravlje ljudi i druge organizme. S obzirom na ucestalost
koriStenja pesticida izraz pesticid je zapravo postao sinonim za sredstvo za zastitu bilja,
medutim on obuhvaca Siri pojam jer se moze koristiti i u nepoljoprivredne svrhe. Sredstva
za zastitu bilja su pripravci koji sadrZzavaju aktivne tvari i dodatne nepesticidne tvari (19).
U modernom svijetu, zbog konstantnog povecanja broja stanovnika, postoji i povecana
potreba za proizvodnjom velike koli¢ine hrane te osiguranja dostupnosti te hrane kroz
cijelu godinu. Da bismo mogli proizvoditi voce i povrée kroz svako godisnje doba te da bi
osigurali velike prinose istih, koriste se pesticidi, odnosno sredstva za zastitu bilja. Na
prinos biljaka neprestano utjecu Stetni organizmi, stoga je prijeko potrebno zastititi biljke 1
od takvih organizama kako bi osigurali kvalitetu ubranih proizvoda i visoku poljoprivrednu

produktivnost. U tu svrhu dostupne su razli¢ite metode, kemijske i one koje nisu kemijske,
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kao §to su uporaba otpornih sorti, rotacija usjeva, mehani¢ko plijevljenje, bioloska
kontrola.
Europska unija ima jedan od najstrozih sustava u svijetu za izdavanje odobrenja i kontrolu
upotrebe pesticida. Prema EU zakonodavstvu sredstva za zastitu bilja ne smiju se stavljati
na trziste bez prethodnog odobrenja, a svaka aktivna tvar sadrZzana u sredstvu za zastitu
bilja mora se dokazati sigurnom za zdravlje ljudi, zivotinja i sigurnom za okolis. Drzave
¢lanice EU moraju propisati pravilnu uporabu sredstava za zastitu bilja. Pravilna uporaba
ukljucuje primjenu nacela dobre poljoprivredne prakse kao i1 nacela integrirane kontrole.
Potrebno je osigurati da ostaci pesticida ne budu prisutni u razinama koje predstavljaju
neprihvatljivi rizik za ljude i, gdje je to bitno, za zivotinje. Maksimalna razina ostataka
(MRO) je najvisa razina ostataka pesticida koja je zakonom dozvoljena u ili na hrani ili
hrani za Zivotinje, a potrebno ju je utvrditi na najnizoj prihvatljivoj razini u skladu s dobrom
poljoprivrednom praksom za svaki pesticid radi zaStite ranjivih skupina poput djece i
trudnica. Najbitnija odredba za dopuStene granice pesticida je Uredba (EZ) br. 396/2005
(posljednja azurirana verzija od 11. svibnja 2024) (20). Tom uredbom utvrduju se najvece
dopustene kolicine ostataka pesticida u proizvodima Zzivotinjskog ili biljnog podrijetla
namijenjenima prehrani ljudi ili kao hrana za Zivotinje. Ovi MRO-i, koje je utvrdila
Europska komisija, ukljuc¢uju MRO-e karakteristi¢ne za odredene proizvode namijenjene
za prehranu ljudi ili kao hrana za zivotinje te opceniti MRO koji se primjenjuje ako ne
postoji poseban MRO (,,zadana vrijednost” od 0,01 mg/kg).
U kemijske metode spada uporaba sredstava za zaStitu bilja sukladno Uredbi. Primjena
pesticida moZe predstavljati neke opasnosti i rizike, kako za okoli$ tako i za ljudsko
zdravlje. Najvaznija opasnost je toksi¢nost jer su mnogi pesticidi kemijski spojevi koji
imaju potencijalnu toksi¢nost za ljude, Zivotinje i korisne organizme. Nepropisna primjena
ili izlaganje pesticidima moZe uzrokovati akutne ili kroni¢ne zdravstvene probleme,
ukljucujudi iritaciju koze 1 o€iju, glavobolje, vrtoglavicu, mu¢ninu i dugoroc¢ne zdravstvene
probleme poput neuroloskih poremecaja i raka. Osim toga, veliki je utjecaj i na oneciséenje
okoliSa. Pesticidi se mogu isprati s polja u okolna tla i vode ili se mogu prosiriti zrakom.
Ovo moze uzrokovati oneciS¢enje tla, voda i1 zraka te imati Stetne ucinke na biljni 1
zivotinjski svijet, ukljucujué¢i smanjenje bioraznolikosti i Stetu ekosustavima. Redovita
uporaba pesticida moze dovesti do pojave rezistentnosti kod ciljanih Stetnih organizama,
poput insekata, korova ili gljivica. To znaci da ti organizmi postaju otporniji na djelovanje
pesticida, $to zahtijeva vece koli¢ine ili ja¢e kemikalije za njihovu kontrolu. Pesticidi mogu
13



imati negativne ucinke na korisne organizme, poput pcela, ptica, riba i drugih predatora
Stetnika. Njihovo trovanje pesticidima moze dovesti do smanjenja njihove populacije, sto
moze imati dalekosezne posljedice na ekosustave.

Konacno, tu su moguci 1 problemi s odlaganjem. Pesticidi i njihovi ostaci mogu ostati u
okoliSu 1 tlu dugo vremena nakon primjene, a ¢ime se stvara problem s odlaganjem.
Nepravilno odlaganje pesticida ili ispiranje ostataka s polja moze dovesti do velike
kontaminacije tla i voda te predstavljati rizik za okoliS i ljudsko zdravlje. Zbog tih
opasnosti, vazno je pravilno upravljati primjenom pesticida, slijede¢i smjernice stru¢njaka
za poljoprivredu i primjenjujuci sigurnosne mjere kako bi se smanjili rizici za okoli$ i
zdravlje ljudi. Takoder se potiCu alternative uporabe pesticida, poput integrirane zastite
usjeva, organskog uzgoja, bioloske kontrole Stetnika i drugih agrotehnickih mjera.
kontaminacije je izravna kontaminacija proizvoda kao rezultat koriStenja pesticida u
poljoprivredi za suzbijanje Stetnika na usjevima biljaka. Osim tretiranja biljaka, moguce je
1 tretiranje zivotinja kada ih se zeli zastititi od insekata ili drugih Stetnika, zbog Cega se
pesticid izravno moZe unijeti u organizam Zivotinje i zadrZati se u njihovom tkivu. Do
kontaminacije hrane moze do¢i i kada u tlu zaostanu pesticidi od prethodnog usjeva koji
onda putem korijena dospijevaju u biljku koja je zasadena na istom polju. Ako zivotinja
konzumira tako kontaminirano bilje, onda ¢e se pesticidi zadrZzati u tkivu Zivotinje zbog
¢ega na koncu imamo kontaminirano meso ili mlijeko. Ostaci pesticida u raznim
poljoprivrednim proizvodima se trgovinom mogu transportirati na velike udaljenosti gdje
¢e vjerojatno ponovo dospjeti u okoli$ 1 kontaminirati druge prehrambene proizvode, na
primjer kroz proizvodne procese ili kao sto¢na hrana. Rizik od kontaminacije pesticidima
postoji i ako u skladiStima i transportnim objektima zaostane pesticida koji bi mogli
kontaminirati naknadno uskladistene proizvode (21). Uredbom su obuhvaceni svi
proizvodi namijenjeni za prehranu ljudi ili kao hrana za Zivotinje, a koji su popisani u
Prilogu | iste, za koja postoje recentna domaca istrazivanja da pesticidi ne prelaze
dopustene razine i ukazuju na vaznost odrzivu proizvodnje odnosno odrzivost stanista i

ekosustava lokalnog stanovnistva (22).
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1.6 Bioloski uéinci teSkih metala

U razli¢itim fazama i okolnostima proizvodnog procesa, razli¢iti metali i njihove slitine
(legure) dolaze u dodir s hranom, i to putem procesne opreme, pripreme (pribora) i cuvanja
hrane (kao npr. metalna ambalaza: folije, limenke, spremnici, kontejneri i sl.). Osim
potencijalnih elektro-kemijskih reakcija, potrosac¢i mogu biti dovedeni u opasnost ako
ukupna koncentracija metala prijede preporucena ogranic¢enja ili mogu dovesti do raznih
nezeljenih organoleptickih promjena namirnica. Naravno, osim Sto u dodir s hranom dolaze
tijekom procesa proizvodnje, zatim tijekom pripreme i ¢uvanja, neki metali u hranu
dospijevaju iz okoliSa, odnosno iz vode i tla te se dalje prenose hranidbenim lancem ili se
mogu u hrani ve¢ nalaziti u obliku esencijalnih minerala (23).

Veliki i najpoznatiji dio grupe metala su teSki metali. Prva asocijacija na pojam teski metali
je uglavnom nesto opasno i Stetno, no to u stvarnosti ne mora biti tako. TeSki metali su
skupina metala koji se definiraju kao elementi koji imaju gusto¢u veéu od 5 g/cm®. Stoga
se u tu skupinu ubraja jako velik broj metala od kojih su neki esencijalni odnosno elementi
u tragovima vazni za funkcioniranje ljudskog organizma, ali i oni neesencijalni, tj. Stetni
metali (24). Teski metali koliko su vazni i neophodni za prirodu i ¢ovjeka, medutim
jednako toliko mogu imati i vrlo Stetan ucinak. Dijele se u dvije glavne skupine: esencijalne
(bakar, cink, mangan, Zeljezo, molibden, selen) i neesencijalne (olovo, Ziva, kadmij, arsen,
aluminij, kositar, kobalt, paladij, platina). Esencijalni teSki metali su vazni za pravilno
obavljanje bioloskih procesa u organizmu, a smanjenjem koli¢ine kao i prekomjernom
koli¢inom tih metala moze doéi do poremecaja u tijelu. U najgorim sluc¢ajevima mogu
dovesti do teskih deformacija, kome i smrti. U organizam se unose udisanjem, apsorpcijom
kroz crijeva te apsorpcijom kroz koZu, ovisno o njihovom kemijskom obliku. Toksi¢nost
takvih metala ovisi o njihovoj koncentraciji (koli€ini) u organizmu. Prekomjerne razine
teskih metala uzrokuju znacajna oSte¢enja svakog organa u tijelu i mogu pokazati razlicite
poremecaje pamcéenja, neuroloske nedostatke, respiratorne poremecaje, karcinogenost, Gl
(gastro-intestinalnu) opstrukciju, osteoporozu itd. Otpadna ambalaZza koja sadrzi teSke
metale moze zavrsSiti na odlagalistima ili u prirodi, a to moze dovesti do onecis¢enja tla, te
Sirenja toksi¢nih tvari. Naposljetku teski metali imaju Stetan utjecaj na sav zivi (biljni i
zivotinjski) svijet, a akumulacijom istih preko hranidbenog lanca dolaze do ¢ovjeka (25).
Zbog svoje postojanosti, visoke otrovnosti i sklonosti da se akumuliraju u ekosustavu, teski

su metali opasni za zive organizme. TeSki metali u hrani mogu imati ozbiljne negativne
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ucinke na zdravlje ljudi. Neki od tih metala, poput olova, Zive, kadmija i arsena, mogu se
nakupiti u tijelu tijekom vremena, potaknuti razlic¢ite zdravstvene probleme koji se mogu
pogorsati.

Teski metali koji djeluju iskljucivo toksi¢no i nisu biogeni su kadmij, olovo i ziva. Njihova
toksicnost ovisi o nekoliko ¢imbenika, ukljuc¢ujuéi dozu, nacin izlaganja i kemijsku vrstu,
kao i starost, spol, genetika i stil zivota. Zbog visokog stupnja toksi¢nosti osim kadmija,
olova i zive, od velikog zna¢aja su i arsen i krom (26). Ako dode do trovanja teSkim
metalima izmedu ciljnih organa na koje djeluju teski metali, posebno su osjetljiva tkiva
poput bubrega, jetre i centralnog ziv€anog sustava. Metali pokazuju afinitet za razne
ligande organskih molekula, posebice proteina. Stanicna membrana s mnogo osjetljivih
liganada (proteina) prvi je stupanj u djelovanju metala, zbog ¢ega moze do¢i do promjene
u raspodjeli iona, promjene transmembranskog potencijala, blokiranje aktivnog transporta
ili ¢ak do kompletnog razaranja membranske strukture (27).

Nije dopusteno na trziSte staviti hranu koja sadrzi nedozvoljenu odnosno Stetnu koli¢inu
kontaminanata u hrani. S obzirom na to da je utvrdeno da se teski metali prenose
hranidbenim lancem, njihova se prisutnost o¢ekuje u tlu i vodi odakle ¢e ih crpiti biljke, a
zatim i zivotinje te preko kojih ¢e zavrsiti u probavi ¢ovjeka (28). 1z tog razloga potrebno
je pratiti koncentracije esencijalnih metala, kao i koncentracije neesencijalnih, tj. toksi¢nih
metala u okoliSu. Jos jedan razlog zasto je vrlo vazno pratiti koncentracije teSkih metala u
hrani je taj Sto razna istrazivanja tvrde da teSki metali mogu biti kancerogeni, mutageni i
teratogeni.

Prilikom analize kontaminanata u hrani u RH koristi se Zakon o kontaminantima (NN
39/2013 i 114/2018) (29), a u tu skupinu se ubrajaju i svi metali i nemetali. Na razini EU
to je Uredba komisije (EU) 2023/915 od 25. travnja 2023. o najve¢im dopuStenim
koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani i o stavljanju izvan snage Uredbe (EZ) br.
1881/2006. (30). Medu bitnim, u novoj EU uredbi se navodi sljedece:

1. Uredbom Komisije (EZ) br. 1881/2006 utvrdene su najveée dopustene koliCine
odredenih kontaminanata u hrani. Ta je uredba ve¢ mnogo puta znatno izmijenjena, a s
obzirom na to da je potreban niz novih izmjena, trebalo bi je zamijeniti.

2. Trebalo bi utvrditi stroge najvece dopustene kolicine koje se razumno mogu postici
primjenom dobrih poljoprivrednih, ribarstvenih i proizvodnih praksi, uzimajuéi u obzir
rizik povezan s konzumacijom hrane. U slu¢aju moguéeg rizika za zdravlje, najvece

dopustene koli¢ine kontaminanata trebalo bi utvrditi na najniZzoj razini koju je razumno
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moguce posti¢i (naéelo ALARA, engl. As Low As Reasonably Achievable). Takvim se
pristupom osigurava da subjekti u poslovanju s hranom primjenjuju mjere kojima se u
najve¢oj mogucoj mjeri spre¢ava i smanjuje kontaminacija radi zaStite javnog zdravlja.
Nadalje, radi zastite zdravlja dojencadi 1 male djece, primjereno je utvrditi najniZe najvece
dopustene koli¢ine koje se mogu posti¢i strogim odabirom sirovina koje se upotrebljavaju
za proizvodnju hrane za tu ranjivu skupinu, prema potrebi u kombinaciji s posebnim
proizvodnim praksama. Strogi odabir sirovina primjeren je i za proizvodnju odredene hrane
koja se stavlja na trziSte za krajnjeg potroSaca, za koju je radi zaStite ranjivih skupina
stanovnistva utvrdena stroga najveca dopustena koli€ina.
3. Radi u€inkovite zastite javnog zdravlja, hrana koja sadrzava kontaminante u koli¢inama
koje prekoracuju najvece dopustene kolic¢ine ne bi se smjela stavljati na trziste kao takva
niti upotrebljavati kao sastojak hrane ili mijeSati s hranom.
4. Kako bi se omogucila primjena najvecih dopustenih koli¢ina na suhu, razrijedenu,
preradenu i sloZzenu hranu za koju nisu utvrdene posebne najvece dopustene koliine na
razini Unije, subjekti u poslovanju s hranom trebali bi nadleznim tijelima dostaviti posebne
faktore koncentracije, razrjedivanja i prerade te, u sluc¢aju slozene hrane, omjere sastojaka,
zajedno s odgovaraju¢im eksperimentalnim podacima na temelju kojih su predlozeni
faktori utvrdeni.
5. Zbog nedostatka toksikoloskih podataka i znanstvenih dokaza o sigurnosti metabolita
koji nastaju kemijskom detoksikacijom primjereno je zabraniti takvu obradu hrane.
6. Poznato je da se udio kontaminanata u hrani moze smanjiti sortiranjem ili drugim
fizikalnim postupcima. Kako bi se smanjili u¢inci na trgovinu, primjereno je za odredene
proizvode koji se ne stavljaju na trziSte za krajnjeg potrosaca ili kao sastojak hrane dopustiti
viSe razine kontaminanata. U tim bi slu¢ajevima najveée dopustene koli¢ine kontaminanata
trebalo utvrditi uzimaju¢i u obzir koliko se djelotvorno takvim postupcima koli¢ina
kontaminanata u hrani moze smanjiti na razine ispod najvec¢ih dopustenih koli¢ina
utvrdenih za proizvode koji se stavljaju na trziSte za krajnjeg potrosaca ili upotrebljavaju
kao sastojak hrane. Kako bi se izbjegla zlouporaba tih visih najveéih dopustenih koli¢ina,
primjereno je utvrditi odredbe o stavljanju na trziste, oznaivanju i uporabi predmetnih
proizvoda.
7. Odredeni proizvodi se ne upotrebljavaju kao hrana i na njih se u pogledu pojedinih
kontaminanata primjenjuju manje stroge najvece dopustene koli¢ine ili se ne primjenjuju
najvece dopustene koli¢ine. Kako bi se omogucila djelotvorna primjena najvecih
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dopustenih koli¢ina kontaminanata u toj hrani, primjereno je za tu hranu utvrditi
odgovarajuce odredbe o oznacivanju.

Iz navedenog proizlazi potreba za strogim pra¢enjem i analizom svih kontaminanata, a
pravo EU-a osigurava da se poslovni subjekti moraju pridrzavati obvezujucih propisa.
Propisi mogu imati op¢i opseg, tj. primjenjivati se na sve materijale i predmete koji dolaze
u dodir s hranom ili se primjenjivati samo na posebne materijale. Pravo EU-a se takoder
moze nadopuniti s nacionalnim zakonima drzava ¢lanica, ako posebni propisi EU-a ne
postoje ili ako su nedovoljno razradeni. Kako u ovoj uredbi nije izricito propisan dozvoljeni
udio teSkih metala u kavi, a niti u spomenutom doma¢em Zakonu o kontaminantima,
postoji odredena ,,praznina u legislativi“ u vezi ovih ispitivanja jer nije jasno prema ¢emu
se uzimaju maksimalne dopustene koli¢ine kod analiza pa je utvrdeno da se u praksi jos
koriste vrijednosti iz prethodnog vazeéeg Pravilnika prema kojem je najvisa dopustena
koli¢ina (NDK) metala ili metaloida u kavi za olovo (Pb) je 1,0 mg/kg, a za arsen (As)
takoder 1,0 mg/kg (31).

1.7  Mikrovalna ekstrakcija (engl. Microwave-assisted extraction, MAE)

1.7.1 Mehanizam djelovanja mikrovalova

Mikrovalovi su neionizirajuci elektromagnetski valovi s frekvencijama izmedu 300 MHz i
300 GHz. U spektru elektromagnetskog zracenja, mikrovalovi se nalaze izmedu X-zraka i
infracrvenog zracenja. Mikrovalovi se Cesto koriste jer ucinkovito djeluju na odredene
materijale, pretvarajuci svoju elektromagnetsku energiju u toplinsku energiju u samom
materijalu. Mikrovalovi se sastoje od dva okomita osciliraju¢a polja - elektricnog i
magnetskog polja. Zagrijavanjem materijala stvara se elektricno polje. Tradicionalne
metode grijanja temelje se na fenomenima kondukcije i konvekcije i trpe velike gubitke
topline, dok je grijanje mikrovalovima selektivno i ciljano, pa su gubici topline minimalni.
Mikrovalovi mogu izravno zagrijati otapalo ili ¢vrste komponente uzorka zbog svoje
sposobnosti prodiranja u sam materijal i interakcije s polarnim komponentama uzorka (32).
Zagrijavajuce djelovanje mikrovalova ovisi o dielektriénim svojstvima otapala i uzorka, a
ovise o temperaturi i frekvenciji mikrovalova te sastavu otapala 1 uzorka. Razli¢iti kemijski
spojevi apsorbiraju mikrovalnu energiju priblizno u omjeru njihovih dielektri¢nih
konstanti. Sto je veéa vrijednost dielektricne konstante uzorka, veéa je apsorpcija

mikrovalne energije. Zagrijavanje otapala i uzorka uz pomo¢ mikrovalova temelji se na
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ionskoj vodljivosti i dipolnoj rotaciji molekula. lonska vodljivost je elektroforetsko
kretanje iona pod utjecajem elektromagnetskog polja. Otopina iskazuje otpor takvom
kretanju iona, ¢ime Se U otopini stvara trenje koje pospjeSuje zagrijavanje otopine (33).
Primjenom elektromagnetskog polja dolazi i do usmjeravanja dipola, Sto takoder potice
zagrijavanje otopine tj. uzorka. Razli¢iti spojevi razli¢ito reagiraju na djelovanje
mikrovalova, nepolarne komponente reflektiraju mikrovalno zracenje, dok ih polarni

spojevi apsorbiraju (Slika 7).
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Slika 7. Djelovanje mikrovalova na razli¢ite vrste materijala (adaptirano prema: (34))

a) ne apsorbira, b) reflektira, c) apsorbira i zagrijava se

1.7.2 Primjena mikrovalova u industriji

Mikrovalovi danas imaju Siroku primjenu u analiti¢koj kemiji te velikom broju industrija:
automobilskoj, tekstilnoj, industriji keramike, gume, u prehrambenoj i kemijskoj industriji
te medicini. U prehrambenoj industriji mikrovalovi se ¢esto primjenjuju za temperiranje,
odmrzavanje, vakuumsko suSenje, dehidriranje, kuhanje i blanSiranje, pasterizaciju,
sterilizaciju, ekstrakciju i dr. Najveéi problem kod primjene mikrovalova u prehrambenoj
industriji predstavljaju veliki troSkovi opreme te gubitak energije prilikom prelaska u vece
mjerilo (engl. scale — up). Stoga je koristenje mikrovalova u industrijskom mjerilu
uglavnom opravdano samo u slu¢aju kada je razvijen proizvod ili nain proizvodnje koji
ima odredene posebne znacajke (35). Primjena mikrovalova u pasterizaciji i sterilizaciji

omogucuje uspjesSnu inaktivaciju patogenih mikroorganizama uz znafajno smanjenje
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trajanja procesa i bez gubitka kvalitete proizvoda. Koristenje mikrovalova za kuhanje,
blanSiranje 1 pecenje doprinosi ocuvanju nutritivne vrijednosti hrane. Kuhanje
mikrovalovima uglavnom ne inducira Maillardove reakcije u hrani zbog kratkog vremena
kuhanja i relativno niskih temperatura. Problem kod kuhanja i peenja mikrovalovima
moze biti debljina i nepravilan oblik hrane, koja u takvim slu¢ajevima moze biti nejednako
toplinski obradena. Dehidriranje proizvoda mikrovalovima zahtijeva manje energije od
konvencionalnih metoda. Danas se razvijaju metode koje kombiniraju konvencionalne
metode i upotrebu mikrovalova kako bi se razvili procesi jednolikog zagrijavanja sa Sto
manjim utroSkom energije i vremena (36).

Mikrovalna ekstrakcija je neinvazivna, relativno nova metoda ekstrakcije bioaktivnih
komponenti, uglavnom iz biljnih materijala (37). Mikrovalna ekstrakcija uvelike ovisi o
dielektricnim svojstvima otapala i uzorka, topljivosti uzorka u otapalu i1 temperaturi
postupka. Za mikrovalnu ekstrakciju uglavnom se koriste voda i polarna otapala koja imaju
viSu dielektri¢nu konstantu (38). Kemijski spojevi apsorbiraju mikrovalnu energiju
priblizno u omjeru njihovih dielektricnih konstanti, Sto je veca vrijednost dielektricne
konstante veca je apsorpcija mikrovalne energije. Osim dielektri¢ne konstante, bitan faktor
prilikom odabira otapala je i faktor rasprSenja, koji pokazuje ucinkovitost pretvorbe
elektromagnetske energije u toplinu (39). Voda ima vecu dielektriénu konstantu od
polarnih otapala poput etanola i metanola, ali ima nizi faktor rasprsenja. Zbog toga se za
mikrovalnu ekstrakciju moze koristiti smjesa nekog organskog otapala i vode, kako bi se
dobilo otapalo vise dielektricne konstante 1 znacajnijeg faktora rasprSenja. Osim otapala,
vazan parametar za mikrovalnu ekstrakciju je i temperatura. Visa temperatura ekstrakcije
opc¢enito pospjesuje ucinak ekstrakcije, medutim previsoka temperatura moze negativno
utjecati na termolabilne komponente u uzorku. Mikrovalna ekstrakcija moze biti provedena
u zatvorenom ili otvorenom sustavu. U zatvorenim sustavima ekstrakcija se odvija u
zatvorenoj posudi s jednoli¢nim mikrovalnim zagrijavanjem pri ¢emu je pozeljno da je
sustav izveden tako da postoji moguénost kontrole tlaka i temperature. Ovakav sustav moze
posti¢i vise temperature, a time i efikasniju ekstrakciju zahvaljujuéi stvaranju povecanog
tlaka u posudi, ¢ime dolazi do povecanja tocke isparavanja otapala. Medutim, u takvim
sustavima je uglavnom ograni¢ena mogucnost tretiranja veceg broja uzoraka istovremeno.
Otvoreni sustavi za mikrovalnu ekstrakciju mogu biti pogodniji za termolabilne spojeve,
kakvi su posebno bioaktivne komponente iz biljnih materijala (32). Razli¢iti parametri

utjeCu na mikrovalnu ekstrakciju, poput ja¢ine mikrovalova, njihove frekvencije, vremena
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izlaganja mikrovalovima, zatim udjela vlage, veliCine Cestica i1 sastava uzorka, vrste
otapala, temperatura, tlak i sl. (40). Svi ovi parametri utjeCu na uspjesnost ekstrakcije
mikrovalovima.

Razli¢iti materijali se takoder razliito ponasSaju djelovanjem utjecaja mikrovalova:

* nepolarni materijali reflektiraju mikrovalove,

» mikrovalovi prolaze kroz staklo, porculan i keramiku,

* hrana, ljudsko tkivo i polarni materijali ih apsorbiraju

Glavne prednosti mikrovalne ekstrakcije su smanjenje vremena ekstrakcije i smanjenje
upotrebe otapala za ekstrakciju. Zbog smanjene koli¢ine potrebnog otapala za ekstrakciju
mikrovalovima, ova metoda ekstrakcije se smatra ,,zelenom“ metodom. Koristenje
mikrovalova za ekstrakciju odredenih komponenti iz biljnog materijala moze biti jako
pogodno jer se ekstrakcija moze provoditi pri nizim temperaturama. To je posebno
znacajno za sve termolabilne spojeve, kakvi su proteini. Prednosti mikrovalne ekstrakcije
su takoder 1 brze zagrijavanje, nizi gradijent temperature i veci prinosi ekstrakcije.

Neki od nedostataka metode su nemoguénost uporabe otapala koja nemaju sposobnost
interakcije s mikrovalovima, Sto ovisi 1 o dielektri¢nosti otapala (vrijedi pravilo kada je
dipolnost veca, da je jaca interakcija). Zatim je nedostatak i potreba za hladenjem posude
za mikrovalnu ekstrakciju nakon ekstrahiranja na sobnu temperaturu prije otvaranja, ¢cime
nastaje gubitak vremena koje se dobiva ovom brzom metodom ekstrakcije. Takoder postoji
potreba za razdvajanjem ekstrakta od uzorka dekantiranjem, filtriranjem ili

centrifugiranjem.
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1.8 Ultrazvuéna ekstrakcija (engl. ultrasound-assisted extraction, UAE)
1.8.1 Mehanizam djelovanja ultrazvuka

Ultrazvuk se definira kao dio zvu¢nog spektra ¢ija je frekvencija visa ili jednaka 20000 Hz
te ju ljudsko uho ne moze detektirati (41). Zvucni val karakterizira amplituda (A),
frekvencija (f), valna duljina (I) 1 koeficijent prigusenja (a) koji ovisi o svojstvima
materijala kroz koji ultrazvuk prolazi.

Ultrazvucéna ekstrakcija u industriji je tehnika ekstrakcije koja koristi ultrazvuéne valove
za izdvajanje ili oslobadanje korisnih spojeva iz sirovih materijala. Ova tehnika koristi
princip akusti¢ne kavitacije, §to znaci da se ultrazvuéni valovi generiraju u tekudini ili
smjesi, stvaraju¢i male mjehuri¢e plina koji brzo rastu i kolapsiraju pod pritiskom,
stvarajuéi lokalne zone visokog tlaka i temperature. Ultrazvuk mozemo podijeliti u dvije
kategorije: niske i visoke snage, a razlikuju se prema gustoéi energije zvuka (W sm™), snazi
(W) i intenzitetu zvuénih valova (W m™) (42). Ultrazvuk niske energije i niskog intenziteta
(nizeg od 1 W cm), ali visoke frekvencije (1-10 MHz) koristi se u dijagnostici, najvise
zbog toga jer ne uzrokuje fizikalna i kemijska oste¢enja materijala kroz kojeg prolaze (43).
Medutim, ultrazvuk visoke energije i visokog intenziteta (viseg od 1 W cm), ali niske
frekvencije (20-100 kHz) uzrokuje fizicka, mehanicka, kemijska i biokemijska oStecenja
materija kroz koji prolazi.

Ultrazvuk visoke snage nastaje tako da ultrazvuéni pretvara¢ pretvara elektri¢nu ili
mehanicku energiju u energiju zvuka. Prolaskom ultrazvu¢nog vala kroz medij nastaju
longitudinalni valovi i dolazi do stvaranja podrucja promjenjivih kompresija i ekspanzija
mjehuri¢a. Nastaju milijuni mikroskopskih mjehuri¢a koji se proSiruju pod utjecajem
negativnog tlaka, a zatim naglo implodiraju pod utjecajem pozitivnog tlaka, a ta se pojava
naziva kavitacija. Nastali mjehuri¢i su ispunjeni plinom ili parom i kada se podvrgnu
nepravilnim oscilacijama dolazi do prsnuc¢a tog mjehuri¢a. Pritom dolazi do stvaranja regija
vrlo visoke temperature (5500 K) i tlakova (100 MPa) (Slika 8) Sto dovodi do promjena

fizikalno-kemijskih svojstava lokalnih molekula (44, 45).
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Slika 8. Usporedba ciklusa kompresije i ekspanzije s formiranjem, rastom i implozijom

kavitacijskog mjehurica (adaptirano prema (45))

Najvazniji faktor koji dovodi do pojave kavitacije je frekvencija. Prilikom optimizacije
primjene ultrazvuka potrebno je uzeti u obzir intenzitet ultrazvuka, temperaturu, vremenski
interval i druge parametre (46). Svojstva proizvoda kao sto su viskoznost medija, gustoca,
povrsinska napetost, prisutnost otopljenih plinova i sli¢no utjecu na pojavu kavitacije, dok
je temperatura obrnuto proporcionalna tome. Stoga, svaka tekucina ima karakteristicnu
temperaturu pri kojoj kavitacija ima najveéu aktivnost, $to dovodi do poprili¢no
ograni¢enog raspona temperature (47). Kavitacija uzrokuje depolimerizaciju koja je u
odredenim procesima pozeljna; smanjenju viskoznosti. Istrazivanja su pokazala kako
primjenom ultrazvuka dolazi do smanjenja viskoznosti bez promjene u kemijskog strukturi
polimernih lanaca. Novija istrazivanja su pokazala da ultrazvuk visokog intenziteta utjece
na strukturu i funkcionalna svojstva razli¢itih polisaharida (48). No, primjena ultrazvuka
visokog intenziteta moze imati negativne posljedice odnosno stvarati slobodne radikale.

Pod pojmom ekstrakcija podrazumijevamo tehnolosku operaciju potpunog ili djelomi¢nog
odjeljivanja tvari koje imaju nejednaku topivost u razli¢itim otapalima. Dolazi do prijenosa

mase tvari odnosno otopljene tvari prelaze iz namirnice u otapalo i ona se odvija u tri
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koraka: Zeljena komponenta se otapa u otapalu, smjesa otapala i otopljene tvari prelazi iz
namirnice na povrsinu, otopljena tvar je rasprsena u otapalu (49). Ultrazvuc¢na ekstrakcija
djeluje na principu kavitacije. Implozija kavitacijskog mjehuri¢a uzrokuje ostecenja
matrice materijala na granici ¢vrste i tekuce faze te dolazi do erozija materijala. Prilikom
implozije stvaraju se mikro-mlazovi koji uz visok tlak i temperaturu uniStavaju stani¢nu
stijenku. Kavitacija uzrokuje bubrenje stanica i probijanje stani¢nih stijenki, ¢ime se
omogucava brza difuzija i ispiranje komponenti iz stanice. Rezultat toga je brza i efikasnija
ekstrakcija. Cilj primjene ultrazvucne ekstrakcije je povecati prinos Zeljenih komponenti,
a smanjiti vrijeme ekstrakcije, reducirati koristenje otapala, reducirati nastanak slobodnih
radikala, a da se pritom ocuvaju prirodna svojstva materijala. Pojednostavljena je
manipulacija i obrada, krajnji produkt je znatno vece Cistoce te ne zahtijeva naknadnu
obradu otpadnih voda jer su koriStena ,zelena otapala“. Ekstrakcija potpomognuta
ultrazvukom trosi samo dio fosilne energije koja se inace koristi u konvencionalnim
metodama ekstrakcije poput Soxhleta, maceracije, centrifugiranjem ili destilacijom
vodenom parom (50).

1.8.2 Primjena ultrazvuka u industriji

Uredaji koji se primjenjuju za ultrazvuénu ekstrakciju predstavljaju kljuénu ulogu u
vodenju procesa. Uz njihovu pomo¢ moguce je kontrolirati glavne parametre procesa kao
Sto su gustoca zvucéne energije, snaga, intenzitet i nacin rada. Ultrazvuc¢ni uredaji dolaze u
obliku dvije izvedbe: ultrazvu¢na kupelj i ultrazvuéna sonda. Ultrazvucna kupelj generira
ultrazvuk pomocu niza ultrazvuénih pretvaraca koji se mogu nalaziti ispod dna spremnika
ili sa strane spremnika ili u obliku kutija s pojedinacnim pretvarac¢ima. Pretvaraci u
ultrazvucnoj kupelji imaju veliku povrSinu i mogu se pricvrstiti na dno ili stranice
spremnika ¢ime bi se dodatno povecala povrsina koja ¢e vibriranjem generirati zvuc¢ni val
u medij spremnika. Stoga je nastala zvucna energija niskog intenziteta. Za razliku od
kupelji ultrazvucna sonda se uranja u otapalo i vr$i direktnu distribuciju ultrazvuka u
mediju. Pritom su gubici energije svedeni na minimum, ultrazvu¢ne sonde znatno su manje
povrsine 1 generiraju valove veceg intenziteta. Prilikom odabira uredaja treba uzeti u obzir
vrstu sonde i dizajn reaktora koji mogu utjecati na uspjeSnost ekstrakcije (51).

U industriji ultrazvucna ekstrakcija se primjenjuje za izolaciju polifenola, antocijana,

aromatskih tvari, polisaharida, pigmenata, ulja i funkcionalnih spojeva. No, kako bi se
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povecala njena primjena u industriji potrebno je zajamciti njenu sigurnost, odrzivost,
isplativost i ekolosku prihvatljivost (48). Prednost primjene ove metode je Sto se mogu
koristi vodene otopine odnosno tzv. “zelena otapala“ koja su sigurnija i ekoloski
prihvatljivija od dosadasnjih organskih otapala. Najce$¢a ,,zelena otapala“ su: voda,
terpeni, biljna ulja, agrootapala, superkti¢ni fluidi, ionske kapljevine, prirodna eutekticka
otapala i slicno. Spomenuta metoda se pokazala izvrsnom kada se radi o skupim sirovinama
jer je ekonomicnija; veéi je prinos i krace vrijeme ekstrakcije (52).

Osim ve¢ spomenutih parametara, na uspjeSnost ekstrakcije utjeCu temperatura, vrijeme
trajanja tretmana, veliina Cestica i sli¢no (46).

Prednosti i mane primjene ekstrakcije potpomognute ultrazvukom prikazane su na Slici 9.
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Slika 9. Usporedba prednosti i nedostataka ultrazvucne ekstrakcije

UAE se uspjesno primjenjuje za izolaciju razliCitih bioaktivnih spojeva iz biljnog
materijala. IstraZzivanja su pokazala kako se primjenom ove vrste ekstrakcije znatno
smanjilo vrijeme ekstrakcije, koli¢ina koriStenog otapala i potroSena energija za provedbu
ekstrakcije, dok se prinos ekstrakcije znatno povecao u odnosu na konvencionalnu
ekstrakciju (53).

Zbog Sirokog spektra primjene, ultrazvuk je sve prisutniji u prehrambenoj industriji. Stoga
se ultrazvuk visokog intenziteta (20-100 kHz) koristi za ¢i$cenje, otplinjavanje tekucina

kao §to su gazirana pica prije punjenja u boce, homogenizaciju tekucina, susenje,
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omekSavanje mesa jer dolazi do prekida integriteta miSiénih stanica, ekstrakciju,
emulgiranje, destilaciju, kristalizaciju, sterilizaciju, pasterizaciju, filtriranje jer dolazi do
poveéanja protoka, protiv pjenjenja jer valovi trenutno razbijaju mjehurice, rezanje
lomljivih namirnica, zamrzavanje, odmrzavanje, ekstruziju, depolimerizaciju (50). S
obzirom da je ultrazvuk niskog intenziteta manje razoran koristi se kao analiti¢ka metoda
za kontrolu obrade hrane, mjerenje teksture, sastava, viskoznosti, brzina protjecanja,
kontrolu pakiranja, odredivanje razine kapljevine u ba¢vama ili tankovima, koncentracija

tvari u hrani (47).

1.9 Zivotni ciklus proizvoda (engl. Life Cycle Analysis, LCA)

Analiza zivotnog ciklusa (LCA) je metodoloski okvir za procjenjivanje utjecaja zivotnog
ciklusa proizvoda dobivenog razli¢itim tehnoloskih procesima i operacijama na okolinu.
Ova metoda je primjenjiva i za optimizaciju utjecaja djelovanja tvrtke na okolinu. Ukupni
LCA odredenog proizvoda ukljucuje: dobivanje sirovina za proizvod, proizvodnja,
distribucija i primjena proizvoda, odlaganje proizvoda nakon primjene (otpad) i transport
proizvoda izmedu pojedinih faza ciklusa (54). LCA procedura je dio 1SO 14000 standarda
za prihvatljivo gospodarenje okolisem (55). Standardi koji se takoder odnose na tu analizu:
ISO 14040: Principi i metoda

ISO 14041: Cilj, podrucje analize 1 analiza inventara

ISO 14042: Procjena utjecaja

ISO 14043: Interpretacija Zivotnog ciklusa

ISO 14047-14049: Primjeri procjene utjecaja i opreme kao i pravila dokumentacije

LCA analiza se izraduje u industrijskom sektoru kako bi se identificirala podruc¢ja gdje su
moguéi napreci u smislu ocuvanja okolisa. Alternativno, LCA moze biti koristan za
pruzanje podataka javnosti ili vladi o utjecaju odredenog podrucja, regije ili drzave na
okoliS. Mnoge tvrtke izraduju LCA i izlazu podatke dobivene LCA analizom kako bi
dokazali ekolosku prihvatljivost svojih proizvoda. LCA analiza se koristi i za formiranje
novih procesa ili proizvoda, za edukaciju i za etiketiranje odnosno deklariranje proizvoda.
LCA takoder predstavlja veliku ulogu u zbrinjavanju otpada i zagadenja okoliSa. Prema
standardu ISO 14000, LCA sastoji se od cetiri glavne faze: odredivanje ciljeva i podrucja
rada, detaljna analiza odabranog sustava, procjena utjecaja na okolinu i interpretacija

rezultata, tako da treba sve parametre uzimati u obzir kao u primjeru na Slici 10.
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Slika 10. Primjer op¢enitog LCA procesa

1.9.1 Faze analiza Zivotnog ciklusa proizvoda

U prvoj fazi analize se odreduje svrha i opseg analize (engl. "Goal and scope definition™)
odnosno odabire se podrucje rada tj. proces i proizvod, vrsta LCA analize koju ¢emo
koristiti i funkcionalna jedinica. Vrste LCA podijeljene na detaljnost pracenja sirovine
i proizvoda od pocetka pa do finalnog proizvoda ili aktivnosti. U ovoj fazi se takoder
opisuju metode za procjenu potencijalnog utjecaja na okolinu te u koju kategoriju utjecaja
pripadaju (56).
U drugoj fazi prikupljamo podatke i modeliraju se sustavi dobivanja odredenog proizvoda
(engl. "Life cycle inventory analysis”, LCA), opisa sustava i procjene podataka. Podaci
ukljucuju sve informacije koje se odnose na sve kategorije utjecaja na okolinu (dobivanje
ugljicnog dioksida, procesne podatke i koli¢ine za svaku pojedinu fazu procesa
proizvodnje. Podaci se iz ove faze moraju odnositi na funkcionalnu jedinicu proizvoda
definiranu u ciljevima i svrsi LCA analize. Ulazne i izlazne vrijednosti mase i energije se
integriraju i kvantificiraju preko ukupnog Zivotnog ciklusa sustava (Technical Committee
ISO/TC 207, 1997) (57).
U trecoj fazi se odreduje utjecaj na okoli$ (engl. "Life cycle impact assessment" — LCIA).
Sastoji se od vrednovanja potencijalnih utjecaja sustava na okoli$ i ljudsko zdravlje.
Definira se metodologija utjecaja i kategorije utjecaja na okolinu (npr. globalno
zatopljenje, eutrofikacija, opasnost oboljenja od raka). Na osnovi LCI rezultata se
izraCunavaju potencijalni utjecaji. Zatim se provodi normalizacija i procjena (vaganje)
pojedinog utjecaja prema ISO standardima.
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Zadnja faza analize Zivotnog ciklusa je faza interpretacije (engl. "Life cycle interpretation”)
u kojoj se koriste sistematske tehnike kako bi se identificirali, kvantificirali, provjerili i
potvrdili rezultati dobiveni iz faze popisivanja i analize podataka (LCA) i/ili faze
odredivanja utjecaja na okoli§ (LCIA). Svrha ove faze je utvrditi razinu pouzdanosti
konac¢nih rezultata, raspraviti dosljednost pretpostavki u odnosu na svrhu 1 opseg analize
(54).

Alati koji se koriste za izradu LCA analize su uglavnom racunalni programi koji su
povezani s bazama podataka u kojima se nalaze informacije o razli¢itim proizvodima i
proizvodnim procesima koji su sastavni dio svake LCA analize, a svrha im je Sto brza i
jednostavnija provedba analize. U bazama podataka se nalaze podaci o sirovinama,
proizvodnji elektri¢ne energije, transportni procesi, procesi obrade nusproizvoda, otpada i
sli¢no. Vode¢i racunalni programi kao $to su SimaPro ukljucuju velik broj baza podataka
iz razli¢itih izvora te procjenjuju utjecaj na okoli§ unutar nekoliko kategorija. Ra¢unalni
program SPlonExcel koja se bazira na SPI metodi omogucuje laganu usporedbu razlicitih
industrijskih procesa te se Cesto koristi za identifikaciju koraka u procesima koji imaju

veliki ekoloski utjecaj na proces (58).

1.9.2 Indeks odrzivosti procesa (engl. Sustainable Process Index, SPI)

Indeks odrzivosti procesa je jedan od nacina za kvalitativno i kvantitativno izraZzavanje
utjecaja na okoli§ odredenog proizvoda ili samog procesa proizvodnje. Indeks odrzivosti
procesa (SPI1) ima fokus na samu odrzivost procesa s ekoloskog i ekonomskog stajalista te
na tehnoloska rjeSenja u svrhu poboljSanja odrzZivosti procesa. Bilance energije koje se
formiraju moraju biti odrzive s obzirom na koli¢inu energije koja se utroSi unutar neke
granice sustava, te se utroSena energija mora i obnoviti nekim vanjskim izvorom. U
izracunu SPI pretpostavlja se da je taj vanjski izvor energije solarna radijacija (sunceva
svjetlost). Dostupnost energije sunca ovisi o koli¢ini koja se moZe apsorbirati tj. o
dostupnoj povrsini (m?). Stoga sve djelatnosti ovise o iskoristavanju dostupne povrsine te
o limitaciji dostupne energije potrebne za razmjenu masenih i energetskih tokova. Indeks
odrzivosti procesa (SPI) predstavlja izraCunatu prirodnu povrSinu potrebnu da se obnovi
utroSena masa i energija potrebna za odredeni proces, te da se stvori odredena masa ili

energija odrzivim procesima (59).
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1.10 Kruzno gospodarstvo

Kruzno gospodarstvo je model proizvodnje i potrosnje koji obuhvaca posudbu, ponovno
koriStenje, dijeljenje, popravljanje, obnavljanje i recikliranje postojec¢ih proizvoda i
materijala kako bi se povecalo njihovu vrijednost izrazenu u vremenu. Europska unija
zahtijeva uvodenje takvog modela proizvodnje umjesto linearnog modela, gdje su
proizvodi odbaceni nakon njihovog koristenja. Mnoga poduzeca su iskoristavala linearni
model proizvodnje za maksimiziranje profita, svjesno skrac¢ujuéi vijek proizvoda kako bi
potrosaci bili prisiljeni kupovati novi proizvod. Koristenjem modela proizvodnje kruzno
gospodarstvo produljuje se Zivotni vijek proizvoda, Sto je ucinkovito rjeSenje u postizanju

okolisnih ciljeva.

Na Slici 11 je prikazan kruzni ciklus od resursa preko proizvoda (proizvodnje), plasiranja,

uporabe, odlaganje i ponovnu upotrebu.

Obnovljiva energija Prirodni resursi Projektiranje proizvoda
Uzeti u obzir: ponovu upotrebu
popravak, modulame dijalove,
novi proizvodni proces rada

Prirodni izvori enarglje Nema iscrpljivanja
- obnovijiva energlja prirodnih resursa

Suradnja u lancu opskrbe

Povezivanje tvrike u novem lancu
proizvodnje

Ponovna upotreba-mehanicko

recikliranje
Popravak
i ponovna
Preostali otpad uporaba Novi model prihoda
4 - Iznajmijivanja umjesio
Oporaba- kemijska, = o vyt o 5

enargelska (spaljivanja)

Pohrana preostataka ostaje viasnik proizvoda

Uporaba

Slika 11. Osnovni koncept kruZznog gospodarstva

1.10.1 1SO standardi niza 1SO 59000

Serija dokumenata standarda ISO 59000:2024 (60) osmiSljena je za uskladivanje
razumijevanja kruznog gospodarstva te za podrSku njegovoj provedbi i mjerenju. Cilj je
standardizacija u podrucju kruzne ekonomije, stvaranje okvira, zahtjeva, smjernica i alata
podrske za provedbu aktivnosti svih ukljucenih organizacija, kako bi se maksimizirao

njihov doprinos sustavu odrZzivog razvoja. Aspekti kruznog gospodarstva koje veé

29



pokrivaju drugi postojeci odbori nisu ukljuceni, ali se medusobno nadopunjavaju. Takoder,
kljuéni motiviraju¢i ¢imbenik za ISO standard bio je pokuSaj postizanja konsenzusa i
smanjenja rizika od raznih nesporazuma. Kruzno gospodarstvo postaje strateski sve vaznije
za tvrtke. Jedan od bitnih razloga je i smanjenje rizika od greenwashinga (hrv. ,,zeleni
sjaj), a Sto je oblik oglaSavanja ili marketinskog spina u kojem se ,,zeleni PR“ i ,,zeleni
marketing* prijevarno koriste kako bi se javnost manipulativno uvjerila da su proizvodi,
ciljevi i politike organizacije ekoloski prihvatljivi i provjereni, a Sto ne odgovara istini. U
Tablici 1 su prikazani 1SO standardi niza 59000, koji su izdani u svibnju 2024.

Tablica 1. ISO standardi serije 59000

ISO 59004:2024 - Kruzno gospodarstvo — terminologija, nacela i smjernice za
provedbu

ISO Kruzna ekonomija — Smjernice o poslovnim modelima i

59010:2024 mreZzama vrijednosti

ISO Cirkularna ekonomija — Mjerenje i procjena kruznosti

59020:2024

ISO Cirkularna ekonomija — List s podacima o KkruZznosti

59004:2024 proizvoda

ISO Upravljanje okoliSem i kruzno gospodarstvo — Nacela,

59014:2024 zahtjevi odrzivosti i sljedivosti oporabe sekundarnih
materijala

1ISO TR 59031 Cirkularna ekonomija — Pristupi temeljeni na u¢inku

ISO TR 59032 Cirkularna ekonomija — Pregled implementacije poslovnog
modela
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U ovoj seriji standarada, 1SO 59004, ISO 59010 i ISO 59020 medusobno su povezani
kao Sto je prikazano na Slici 12. i podrzavaju organizacije u provedbi tranzicije u

kruznom gospodarstvu.

ISO 58004-Terminologija, AR L2 el ISO 59020-Mjerenje |
nacela i smjernice za poseliia ik ol ettt ocjenjivanje kruznosti
implementaciju

Definira Sta je kruZno gospodarsivo | A
Pruza strukturirani pristup

dijeli svoju viziju, nacela i Prua poslovno ofjentirane smjermice o SO i
: S U mjerenju i procjeni uéinka
opce smjernice tome kako postici kruzno B
e Sl kruZnosti | utjecaja na
ukljucujuci kako se moze gospodarstvo postavijanjem ciljeva, :
: . e SRy = odrzivost na lemeilju
implementirati i pridonijeti if kata kruZnosti

standardnih pokazatelja i

odrZivom razvoju kojima se treba pozabaviti | poduzimanjem
komplementarnih metoda

radniji

Medusobno povezivanje izmedu ISO 59004, ISO 59010 i 1SO 59020

Slika 12. Veza izmedu ISO standarada niza 1SO 59004, ISO 59010 i ISO 59020
(adaptirano prema (61))

Globalno gospodarstvo moze se okarakterizirati kao "linearno™ jer se uglavnom temelji na
ekstrakciji, proizvodnji, koristenju i odlaganju. Tako postavljena linearna ekonomija
dovodi do iscrpljivanja resursa, gubitka bioraznolikosti, otpada i zagadenja i pri tome
prouzrokuje veliki nedostatak sposobnosti nasSeg planeta da nastavi zadovoljavati potrebe
buduéih generacija. Stovise, nekoliko je planetarnih granica veé dosegnuto ili premaseno.
Kako bismo zadovoljili nase trenutne i buduée ljudske potrebe (dobrobit, stanovanje,
prehrana, zdravstvena skrb, mobilnost itd.), postoji pove¢ano razumijevanje da tranzicija
prema gospodarstvu koje je vise kruzno, temeljeno na kruznom toku resursa, moze stvoriti
i dijeliti vise vrijednosti s drustvom i njegovim dionicima, dok se prirodnim resursima
upravlja i obnavlja na odrziv na¢in, dok se pri tome osigurava kvaliteta i otpornost
ekosustava. Organizacije prepoznaju mnoge potencijalne razloge za ukljucivanje u kruzno
gospodarstvo, npr. pruzanje konkurentnijih i odrzivijih rjeSenja; poboljSani odnosi s
dionicima; ucinkovitiji i u¢inkovitiji na¢ini ispunjavanja dobrovoljnih obveza ili pravnih
zahtjeva; uklju¢ivanje u ublazavanje ili prilagodbu klimatskim promjenama; upravljanje
rizicima nestaSice resursa, povecanje otpornosti u ekoloskim, drustvenim i ekonomskim

sustavima, dok pridonosi zadovoljenju ljudskih potreba.
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1.10.2 Agenda 2030

Navedena ISO serija 59000 takoder podrzava organizacije, poput vlade, industrije i
neprofitnih organizacija u doprinosu ostvarenju UN-ove agende 2030 za odrzivi razvoj
(10). Program Ujedinjenih naroda o odrzivom razvoju do 2030. godine, poznat kao Agenda
2030, usvojen je na Summitu Ujedinjenih naroda o odrZzivom razvoju u New Yorku u rujnu
2015. godine. Zavr$ni dokument Summita, formalno usvojen kao rezolucija Opce
skupStine UN-a 70/1 dana 21. listopada 2015., nosi naslov "Promijenimo nas svijet:
Agenda 2030 za odrzivi razvoj". Osim toga, Agenda 2030 ukljucuje i UN-ov OKvir iz
Sendaija za smanjenje rizika od katastrofa za razdoblje 2015.-2030., Akcijski plan Trece
Konferencije Ujedinjenih naroda o financiranju razvoja iz srpnja 2015. te Pariski sporazum
o klimatskim promjenama iz travnja 2016. godine. Srediste razvojne agende ¢ini 17 ciljeva
odrzivog razvoja (engl. Sustainable Development Goals — SDGS) koji su detaljno razradeni
u 169 medusobno povezanih pod-ciljeva. Ovi ciljevi predstavljaju klju¢nu platformu za
suoCavanje s najvaznijim izazovima suvremenog drustva u podru¢jima gospodarstva,
socijalnih pitanja, okoliSa te politicke i1 sigurnosne stabilnosti. Agenda 2030 je od iznimne
vaznosti za medunarodnu zajednicu zbog svoje sveobuhvatnosti, inkluzivnosti,
univerzalnosti i transformativnog karaktera. Naglasak je stavljen na ljude, planet,
prosperitet, mir i partnerstvo, ocekujuci od drzava da se u skladu sa svojim nacionalnim
kapacitetima angaziraju kako bi se osiguralo da "nitko ne bude ostavljen po strani* (62).

lako sama Agenda 2030 nije pravno obvezuju¢i dokument, osim veze s PariSkim
sporazumom o klimatskim promjenama, sve drzave ¢lanice UN-a preuzele su politicku
obvezu njene provedbe. Implementacija Agende 2030 jaca nacela dobre uprave, vladavine
prava te smanjuje rizike od sukoba i drugih prijetnji miru i sigurnosti. Agenda 2030 potice
drzave da razviju prakti¢na i ambiciozna nacionalna rjesenja za njenu provedbu te podrzava
uspostavu redovitih i inkluzivnih procesa pregleda implementacije na nacionalnoj i
lokalnoj razini. Posebna pozornost posvecuje se ukljucivanju svih dionika odrZivog
razvoja, ukljucujuci drzavne i lokalne institucije, organizacije civilnog drustva, akademsku

zajednicu i privatni sektor, uz podrSku parlamenta i drugih relevantnih institucija (63).

32



1.10.3 Ukupni ekoloski otisak proizvoda

Ukupni ekoloski otisak proizvoda je kompleksan koncept koji obuhvaca razlicite ekoloSke
utjecaje proizvoda tijekom cijelog njegovog zivotnog ciklusa, ukljucujuéi proizvodnju,
distribuciju, uporabu i odlaganje. To ukljucuje potro$nju resursa poput energije, vode i
sirovina, emisije staklenickih plinova, oneciS¢enje zraka, tla i vode, kao i utjecaj na
bioraznolikost (64). Ukupni ekoloski otisak moze se mjeriti razliitim metodama, a jedan
od Cesto koristenih alata za to je analiza zivotnog ciklusa (LCA). LCA procjenjuje sve faze
zivotnog ciklusa proizvoda, od ekstrakcije sirovina do proizvodnje, distribucije, uporabe i
odlaganja, kako bi se utvrdili njegovi ekoloski utjecaji.

Kada se radi o izracunavanju ukupnog ekoloskog otiska proizvoda, vazno je uzeti u obzir
sve relevantne faktore, ukljucujuéi:

Proizvodnju: Utjecaj na okoli§ proizvodnje ukljucuje potroSnju energije, emisije
stakleni¢kih plinova, potro$nju vode, uporabu kemijskih supstanci i druge faktore
povezane s proizvodnim procesom.

Distribuciju: Transport proizvoda moze pridonijeti emisijama stakleni¢kih plinova i
potrosnji goriva. Uzimaju se u obzir i pakiranje i ambalaza te njihov utjecaj na okolis.
Uporabu: Potrosnja energije i vode tijekom uporabe proizvoda, kao i eventualna emisija
Stetnih tvari tijekom koriStenja, mogu biti znacajan dio ukupnog ekoloskog otiska.
Odlaganje: Kako se proizvod zbrinjava na kraju svog Zivotnog ciklusa moze imati znacajan
utjecaj na okoliS. To ukljucuje recikliranje, kompostiranje, spaljivanje ili odlaganje na
odlagaliste.

Ukupni ekoloski otisak proizvoda moze biti sloZen za izra¢unavanje i varira ovisno o vrsti
proizvoda, sirovinama, proizvodnom procesu, uporabi i drugim faktorima. Ipak, analiza
zivotnog ciklusa i srodne metode mogu pruziti korisne informacije o ekoloskom otisku
proizvoda kako bi se identificirali kljuéni izvori utjecaja i razvile strategije za smanjenje
negativnih utjecaja na okolis.

Za razliku od ekoloskog otiska, terminom uglji¢ni otisak (engl. Carbon footprint) opisuju
se ukupne emisije stakleni¢kih plinova (ukljucujuci ugljikov dioksid) koje, izravnim ili
neizravnim radnjama, proizvodi pojedinac ili skupina ljudi (65). Staklenic¢ki plinovi
ispustaju se prilikom proizvodnje i potrosnje roba i usluga. Ekoloski otisak ugljikovog
dioksida iznimno je velik i predstavlja jednu od ve¢ih opasnosti za Zemlju. Uglji¢ni otisak

¢ini veéinu, odnosno 60 % globalnog ekoloskog otiska, prema podacima Global Footprint
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Network (64). Ono Sto razlikuje ekoloski i uglji¢ni otisak jest da se ekoloSkim otiskom
mjeri covjekov utjecaj na Zemljine ekoloske kapacitete, dok se ugljicnim otiskom mjeri
utjecaj na Zemlju samo kroz emisije staklenickih plinova. Dakle, ekoloski otisak ukljucuje
ekoloske utjecaje, medu kojima su 1 emisije staklenic¢kih plinova te upotreba ekoloskih

resursa.

1.10.4. Europski zeleni plan

2007. su celnici Europske unije (EU) odredili cilj smanjenja emisija stakleni¢kih plinova
za 20 % do 2020. godine, a u usporedbi s razinom iz 1990. godine. Zatim, 2014. godine,
¢elnici EU podrzali su cilj smanjenja emisija staklenickih plinova za najmanje 40 % do
2030. godine. S obzirom na rastuc¢u klimatsku krizu i potrebu za jasnim zakonodavnim
smjernicama, Europski parlament (EP) je u studenom 2019. proglasio izvanredno
klimatsko stanje i trazio od Europske komisije (EK) da prilagodi svoje prijedloge kako bi
se globalno zagrijavanje ogranicilo na 1,5 °C te osiguralo znac¢ajno smanjenje emisija
staklenickih plinova.

Europski zeleni plan (engl. The European Green Deal) predstavljen je od strane EK 2019.
godine s ciljem postizanja klimatske neutralnosti EU do 2050. godine. Ovim planom
potvrdena je predanost EU suocavanju s klimatskim pitanjima i izazovima modernog
drustva uzrokovanih klimatskim promjenama. Cilj je osigurati prosperitetniju, pravedniju
1 sigurniju buduénost za naredne generacije, unutar EU i Sire. Smjernice prema kojima ¢e
se provoditi "zelena tranzicija" obrac¢aju pozornost na regije, industrije i radnike koji ¢e se
suociti s najve¢im izazovima (66). Europski zeleni plan ukljuéuje reviziju postojecih
politika EU usmjerenih na opskrbu ¢istom energijom, promet, industriju, gradevinarstvo,
poljoprivredu, oporezivanje, socijalne naknade itd. Posebna se paznja posvecuje podizanju
svijesti 0 zaStiti okoliSa, zastiti ljudskog zdravlja i odrZivoj uporabi resursa. Klju¢ni
element Europskog zelenog plana je uspostava pravnog okvira o dopu$tenim emisijama
staklenickih plinova u sklopu Europskog zakona o klimi.

EK je u ozujku 2020. predstavila prijedlog Europskog zakona o klimi koji je stupio na
snagu u srpnju 2021. godine. Predlozeni pravni akt jest Uredba (EU) 2021/1119 EP i
Europskog vije¢a (EV) o uspostavi okvira za postizanje klimatske neutralnosti i o izmjeni
uredaba br. 401/2009 i 2018/1999, te predstavlja vazno sredstvo za razvijanje europskog
klimatskog prava u kontekstu okoliSa koje pripada u podijeljenu nadleznost EU i samih
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drzava ¢lanica (67).

Naime, uredbom se uspostavlja okvir za postizanje klimatske neutralnosti u Europskoj uniji
(EU) do 2050. (odnosno uravnotezivanje emisija i uklanjanja staklenickih plinova koji se
odnose na cijeli EU i uredeni su pravom EU-a); uz obvezujuéi cilj klimatske neutralnosti u
EU-u do 2050., ukljucuje cilj ostvarivanja negativnih emisija u EU-u, nakon toga
omogucuje utvrdivanje obvezujuéeg cilja EU-a u pogledu neto domaceg smanjenja emisija
stakleni¢kih plinova do 2030. za najmanje 55 % (u odnosu na razine iz 1990.) i utvrdivanje
klimatskog cilja za 2040.

EU je zakonski obvezala na smanjenje emisija stakleni¢kih plinova kako bi postigla
klimatsku neutralnost (uglji¢na neutralnost) do 2050. godine, odnosno ravnotezu izmedu
koli¢ine emitiranog ugljikovog dioksida i njegove apsorpcije iz atmosfere u tzv. ponore
ugljika. Medutim, globalne godiSnje emisije CO2 ve¢ su dostigle 37,8 Gt u 2021. godini te
je potrebno smanjiti emisije obzirom da ne postoje ucinkoviti umjetni ponori ugljika.
Zakonom o klimi osnovan je Europski znanstveni savjetodavni odbor za klimatske
promjene, sastavljen od neovisnih stru¢njaka iz razli¢itih drzava clanica. Funkcija ovog
savjetodavnog odbora ukljuCuje razmatranje najnovijih znanstvenih spoznaja i klimatskih
podataka relevantnih za EU (68).

Jedna od mjera paketa ,,Spremni za 55* je revizija Europskog sustava za trgovanje
emisijama (engl. EU Emissions Trading System, EU ETS). EU ETS je trziSni sustav
ugljikovog dioksida pokrenut 2005. godine kojim se odreduje ukupna koli¢ina staklenickih
plinova koju neki od sudionika sustava smije ispustiti. Bazira se na principu ,,zagadivac
placa“ i obvezuje viSe od deset tisuca elektrana i tvornica na posjedovanje dozvola za svaku
tonu emitiranog CO2. Tvrtke su ih duzne kupiti na aukcijama, a cijena ovisi 0 ponudi i
potraznji. U sustini, radi se o financijskom poticaju za smanjenje zagadenja, koji se
pokazao kao efikasan alat za redukciju emisija stakleni¢kih plinova. Novoinstalirani
sustavi pokriveni u okviru EU ETS smanjili su emisije za 35 % od 2005. do 2021. godine
(69).

Uslijed gospodarske krize i pada potraznje na trzistu 2008. godine, dozvole za emisijske
jedinice postale su povoljne gospodarskim subjektima. Kao posljedica niskih cijena, tvrtke
su prestale s ulaganjem u zelene tehnologije $to je utjecalo i na borbu protiv klimatskih
promjena i EU ETS sustav za trgovanje emisijama. Slijedom toga, 2015. godine nametnulo
se rjeSenje za stvaranjem rezervi za stabilnost trzista (engl. Market Stability Reserve, MSR)

kojima bi se omjer ponude i potraznje emisijskih jedinica uskladio. U rezervu je stavljeno
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24 % EU ETS emisijskih jedinica, koje se mogu osloboditi u slu¢aju nestasice. U ozujku
2023. godine rezerva za stabilnost trzista produzena je do 2030. godine s ciljem da se EU
zastiti od pada cijena dozvola uslijed oscilacija na trzistu uzrokovanih pandemijom bolesti
COVID-19, sve kako bi postojala daljnja tendencija smanjenja emisija staklenickih
plinova. Europska unija je 2003. donijela Direktivu 2003/87/EZ kojom se uspostavlja
sustav trgovanja emisijskim jedinicama staklenickih plinova. Sustavom se omogucuje
gospodarskim subjektima da provedbom troskovno ucinkovitih mjera smanje emisije
stakleniCkih plinova. To se postize izdavanjem dozvola za emisije staklenickih plinova
postrojenjima, te raspodjelom to¢no odredene koli¢ine emisijskih jedinica sukladno
zadanim Kriterijima.

ETS je medunarodni sustav za trgovanje emisijama staklenickih plinova u Europskoj Uniji.
Uspostavom ETS-a (zasnovan na EU Direktivi 2003/87/EC) se zeli omoguciti provedba
mjera gospodarskih subjekata obuhvacenih ETS-om na troSkovno ucinkovit nacin, a s
ciljem izvrSenja obveza preuzetih Kyotskim protokolom. Prvenstveno se zeli da drzave
Clanice ograni¢e ukupne emisije staklenickih plinova iz postrojenja obuhvaéenih ETS
Direktivom na vlastitom podrucju, te s tom svrhom svakom operateru postrojenja izdati
rjeSenje za emitiranje to¢no odredene koli¢ine emisije u obliku dodjele besplatne emisijske
kvote, odnosno odredenog iznosa prava na emisiju, pri ¢emu jedno 'pravo na emisiju’
predstavlja dozvolu za emisiju jedne tone COze. Uspostavi sustava trgovanja emisijskim
jedinicama stakleni¢kih plinova prethodila je izrada Plana raspodjele emisijskih kvota
staklenickih plinova u RH (NN 76/2009) kojeg je donijela Vlada RH u lipnju 2009. godine.
Planom su obuhvaceni gospodarski subjekti koji su, sukladno Prilogu I Uredbe o
emisijskim kvotama staklenickih plinova i nainu trgovanja emisijskim jedinicama,
obveznici ishodenja dozvole za emisije staklenickih plinova, ukupno 81 postrojenje.

Od 1. sijecnja 2005. do 31. prosinca 2007. godine bilo je prvo razdoblje trgovanja — tzv.
probno razdoblje (priprema za mehanizam medunarodnog trgovanja emisijama
staklenickih plinova u skladu s Kyotskim protokolom). U sije¢nju 2008. je zapocelo tzv.
drugo razdoblje trgovanja koje traje 5 godina i poklapa se s prvim obvezuju¢im razdobljem
Kyotskog protokola. U RH zakonske osnove za implementaciju ETS Direktive postavljene
su u Zakonu o zastiti zraka (61). ETS Direktiva prenesena je u obliku Uredbe o emisijskim
kvotama staklenickih plinova i nacinu trgovanja emisijskim jedinicama (62). U drugoj fazi
operatori 73 postrojenja koja su obveznici sustava trgovanja emisijskim jedinicama

stakleni¢kih plinova podnijeli su zahtjeve za besplatnu dodjelu emisijskih jedinica
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postrojenjima sukladno Pravilniku o nacinu besplatne dodjele emisijskih jedinica
postrojenjima (63). Za razdoblje 2013.-2020. na nivou EU odredena je kvota za sva
postrojenja ukljucena u sustav trgovanja koja je za 21 % manja od koli¢ine verificiranih
emisija koja su ta postrojenja imala 2005. godine. Pri tome jedna emisijska jedinica
predstavlja pravo na emisiju jedne tone COze odnosno CO2eq.
U ETS-u osim operatora postrojenja, sudjeluju i operatori zrakoplova. Obveze u sektoru
zrakoplovstva odnose se na pracenje i izvjes¢ivanje emisija CO2 i tonskih kilometara iz
zrakoplova. Uspostavljeni mehanizam EU ETS pokazao se djelotvornim u smanjenju
emisija staklenickih plinova. Medutim, samo prelazak gospodarstva EU na "Ciste"
obnovljive izvore energije omogucit ¢e postizanje klimatskih ciljeva propisanih Europskim
zelenim planom i zakonodavnim okvirom EU-a za klimu. Direktivom (EU) 2018/2001 o
promicanju uporabe energije iz obnovljivih izvora iz 2021. godine postavljen je obvezujuéi
cilj da udio obnovljivih izvora energije u energetskom miksu EU-a dosegne 32 % do 2030.
godine (70, 71). Obnovljivi izvori energije definiraju se kao izvori energije koji se
obnavljaju u cijelosti ili djelomi¢no i sa¢uvani su u prirodi. Prema hrvatskom Zakonu o
energiji, obnovljivi izvori energije ukljucuju hidropotencijalnu, aerotermalnu, geotermalnu
i hidrotermalnu energiju, energiju mora i vjetra, energiju iz biomase, plina dobivenog iz
deponija otpada i obradom otpadnih voda, te solarnu energiju.
Podaci Eurostata za 2021. godinu pokazuju da je udio energije dobivene iz obnovljivih
izvora u Hrvatskoj iznosio 31,3 %. Medutim, vecina zemalja EU, posebno ekonomski
snazne zemlje poput Njemacke, Francuske i Italije, joS uvijek su daleko od postizanja cilja,
bududi da bi trebalo pro¢i jo§ 17 godina ulaganja u obnovljive izvore energije da bi se
postiglo stanje kao u 2021. godini. Stoga, kako bi se postigli ciljevi postavljeni Europskim
zelenim planom i paketom "Spremni za 55", predlozena je revizija Direktive (EU)
2018/2001 o promicanju uporabe energije iz obnovljivih izvora. Privremeni dogovor o
obvezuju¢em cilju za udio obnovljivih izvora energije do 2030. godine postignut je 30.
ozujka 2023. godine, predvidaju¢i minimalni udio od 42,5 %, s teznjom prema 45 %. Da
bi se ostvarili predvideni ciljevi, drzave ¢lanice EU duzne su povecati svoje doprinose
utvrdene u Integriranim nacionalnim energetskim i1 klimatskim planovima (NECPs). Ti
planovi trebaju biti aZzurirani tijekom 2023. i 2024. godine sukladno prijedlozima iz paketa.
Posebno je vazno istaknuti Direktivu (EU) 2023/2413 Europskog parlamenta i vijeca od
18. listopada 2023. o izmjeni Direktive (EU) 2018/2001, Uredbe (EU) 2018/1999 i
Direktive 98/70/EZ u pogledu promicanja energije iz obnovljivih izvora te o stavljanju
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izvan snage Direktive Vije¢a (EU) 2015/652 (72). Ovaj dokument uspostavlja zajednicki
okvir za promicanje energije iz obnovljivih izvora. Njime se postavlja obvezuju¢i cilj Unije
za ukupni udio energije iz obnovljivih izvora u bruto kona¢noj potrosnji energije Unije
2030. Njime se takoder utvrduju pravila o financijskoj potpori za elektri¢nu energiju iz
obnovljivih izvora, o vlastitoj potroSnji te elektri¢ne energije, o koriStenju energije iz
obnovljivih izvora u sektoru grijanja i hladenja te u sektoru prometa, o regionalnoj suradnji
izmedu drzava ¢lanica, te izmedu drzava ¢lanica i tre¢ih zemalja, o jamstvima podrijetla, o
administrativnim postupcima i informatizaciji sustava.

Vaznost ove direktive je da u kontekst sadaSnjeg vremena i globalnih dogadanja stavlja
naglasak na vaznost povecanja energetske ucinkovitosti i potpunog iskoristenja svakog
tehnoloskog procesa, uz $to vecu ustedu energije, a za Sto ¢e u nastavku rada biti prikazano
na istrazivanom materijalu SPK primjenom LCA metodologije.

Nova direktiva doslovno navodi:

»(1) U kontekstu europskog zelenog plana utvrdenog u Komunikaciji Komisije od 11.
prosinca 2019. (,,Europski zeleni plan™) Uredbom (EU) 2021/1119 Europskog parlamenta
i Vijeca (4) utvrdeni su cilj klimatske neutralnosti Unije do 2050. i cilj smanjenja neto
emisija staklenickih plinova do 2030. za najmanje 55 % u odnosu na razine iz 1990. Unijin
cilj klimatske neutralnosti iziskuje pravednu energetsku tranziciju kojom se ne zapostavlja
niti jedno podrucje i niti jedan gradanin, povecanje energetske ucinkovitost i znatno veci
udio energije iz obnovljivih izvora u integriranom energetskom sustavu.

(2) Energija iz obnovljivih izvora ima klju¢nu ulogu u postizanju tih ciljeva s obzirom na
to da energetski sektor danas stvara vise od 75 % ukupnih emisija staklenic¢kih plinova u
Uniji. Smanjenjem tih emisija staklenickih plinova energija iz obnovljivih izvora moze
takoder doprinositi svladavanju izazova povezanih s okoliSem, kao §to je gubitak
bioraznolikosti, te smanjenju oneciS¢enja u skladu s ciljevima Komunikacije Komisije od
12. svibnja 2021. naslovljene ,,Put prema zdravom planetu za sve Akcijski plan EU-a:

299

,Prema postizanju nulte stope oneciS¢enja zraka, vode 1 tla’”. Zelena tranzicija na
gospodarstvo koje se temelji na energiji iz obnovljivih izvora doprinijet ¢e postizanju
ciljeva Odluke (EU) 2022/591 Europskog parlamenta i Vijeca (5) kojom se takoder nastoji
za$tititi, obnoviti 1 unaprijediti stanje okoliSa, medu ostalim zaustavljanjem i preokretanjem
trenda gubitka bioraznolikosti. Zbog manje izlozenosti energije iz obnovljivih izvora
cjenovnim Sokovima u odnosu na fosilna goriva, energija iz obnovljivih izvora moze imati
kljucnu ulogu u suzbijanju energetskog siromastva.*
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Prehrambena industrija 1 zbrinjavanje otpada hrane mogu biti obuhvaéeni odredbama
Direktive (EU) 2023/2413 ako se ti sektori ne nalaze unutar sustava trgovanja emisijama
EU (EU ETS) i imaju znacajan utjecaj na emisije staklenickih plinova. Direktiva ima za
cilj promicanje odrzive uporabe energije i smanjenje emisija staklenickih plinova u
razli¢itim sektorima koji nisu obuhvac¢eni EU ETS-om. Stoga, ako prehrambena industrija
1 zbrinjavanje otpada hrane doprinose emisijama staklenickih plinova, mogu biti
obuhvaéeni mjerama predvidenima u ovoj direktivi radi postizanja ciljeva odrzivosti i
smanjenja emisija u tim sektorima (72). Kako je navedeno, EU radi na aktivnom smanjenju
emisija staklenickih plinova koji su povezani s klimatskim promjenama. Najpoznatiji od
njih je uglji¢ni dioksid (COz2), ali oni drugi, prisutni u manjoj koli¢ini u atmosferi, mogu
imati ve¢i ucinak kod zagrijavanja. Staklenic¢ki plinovi djeluju slicno kao staklo u
staklenicima, zadrzavaju suncevu toplinu i onemogucavaju da se vrati u svemir, ¢ime se
stvara efekt staklenika koji odrZzava temperaturu Zemlje ve¢om nego §to bi ona inace bila.
Globalni potencijal zatopljenja (GWP) je mjera koja se rabi za usporedbu uc¢inaka razli¢itih
staklenickih plinova na globalno zatopljenje, pri ¢emu se u obzir uzima njihov uéinak
tijekom odredenog vremenskog razdoblja, obi¢no 100 godina. Za razdoblje od 100 godina
GWP za CO: (uglji¢ni dioksid) je 1. Ovo je osnovna jedinica s kojom se usporeduju svi
drugi plinovi. GWP za CH4 (metan) je 25. To znaci da 1 tona metana ima isti u¢inak na
globalno zatopljenje kao 25 tona CO: tijekom razdoblja od 100 godina. Ove vrijednosti su
prihvac¢ene medunarodno i koriste se u procjenama i izvjeStajima kao $to su oni
Meduvladinog panela o klimatskim promjenama (IPCC). Nakon pretvaranja svih emisija
u ekvivalentne koli¢ine COz, vrijednosti se sumiraju da bi se dobio ukupni potencijal

globalnog zatopljenja (u ovom istrazivanju prilikom obrade SPK).
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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SPK je nusproizvod klasi¢nog procesa prerade kave i predstavlja potenicjalan alternativni
izvor nutritivno vaznih spojeva s moguénoscéu primjene u razvoju funkcionalnih proizvoda.
Medu najvaznije bioaktivne sastavnice SPK ubrajaju se spojevi prirodno prisutni u SPK
kao Sto su proteini, peptidi, polifenoli i prehrambena vlakna, ali i spojevi koji nastaju
naknadno, tijekom procesuiranja kave. U takve spojeve ubrajamo primjerice melanoidine
koji pokazuju $irok spektar bioloskih u¢inaka, a nastaju kao produkt Maillardove reakcije
tijekom procesa przenja sirove kave. Valja istaknuti da SPK ima i dokazana prebioticka
svojstva $to ju ¢ini funkcionalnom sirovinom visokog potencijala primjene (47).

Na kemijski sastav SPK znacajno utjecu sortiment, porijeklo sirovine (kave), nacin prerade
i skladiStenje. Kemijski sastav SPK dostupne u Hrvatskoj do danas nije istrazen. Uz brojne
¢imbenike koji ograni¢avaju S$ire koriStenje SPK (a i1 drugog otpada prehrambene
industrije) kao Sto su dostupnost i zdravstvena ispravnost sirovine, posebno je
problemati¢an nedostatak jednostavnih i visoko-u¢inkovitih postupaka koji ¢e omoguéiti
odrzivu i isplativu ekstrakciju bioloski vrijednih sastavnica (73, 74).

Dva ucinkovita postupka za ekstrakciju bioloski vaznih sastavnica iz razlicitih vrsta
biomase, a koja pokazuju niz prednosti u odnosu na klasi¢nu ekstrakciju otapalom, su
ultrazvu¢na ekstrakcija i mikrovalna ekstrakcija. Upotreba netoplinske ultrazvucne
ekstrakcije rezultira znacajnim poboljSanjem prinosa u usporedbi s konvencionalnim
tehnikama te obicno zahtjeva koriStenje manjih koli¢ina otapala i znacajno krace trajanje
ekstrakcije. Veéi prinosi, u odnosu na konvencionalne metode, cesto se postizu i
primjenom toplinske ekstrakcije potpomognute mikrovalovima. Mikrovalovi imaju
ograni¢en energetski potencijal pa ne uzrokuju promjene u strukturi tvari, medutim
uzrokuju titranja molekula i porast trenja unutar strukture tvari Sto uzrokuje porast
temperature ekstrakcijske smjese i moze rezultirati poveéanjem prinosa za pojedine
kategorije bioaktivnih spojeva. Za dodatnu optimizaciju, u smislu povecavanja stupnja
iskoristenja ekstrakcijskog procesa, u posljednje se vrijeme Cesto koriste i kombinacije vise
inovativnih ekstrakcijskih tehnika, primjerice ultrazvuka u kombinaciji s mehano-
kemijskom- ili mikrovalnom ekstrakcijom (75).

Nekoliko recentnih istrazivanja usmjereno je na primjenu inovativnih ekstrakcijskih
tehnika u dobivanju bioloski vrijednih sastavnica iz SPK. Utvrdeno je da se ultrazvuc¢na
ekstrakcija moze uspjesno primijeniti za ekstrakciju polifenola, dok i ultrazvuéna i
mikrovalna ekstrakcija rezultiraju poboljSanim prinosima proteina u odnosu na

konvencionalne metode (pri ¢emu se u jednom istrazivanju mikrovalna ekstrakcija
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pokazala tehnikom izbora za ekstrakciju proteina zbog najkraceg vremena ekstrakcije i
najvecih prinosa) (76, 77).

Bez obzira Sto je primjena UAE i MAE u ekstrakciji funkcionalnih sastavnica SPK veé
istraZzivana, ove su tehnike odabrane kao fokus-tehnike kod ovog istrazivanja zbog njihove
visoke razine tehnoloSke spremnosti, odnosno relativno jednostavnog scale- up-a i
eventualne buduce primjene.

U okviru ovog istrazivanja po prvi puta ¢e se pratiti utjecaj navedenih ekstrakcijskih
tehnika na kvalitetu dobivenih proteinskih ekstrakata i to u smislu aminokiselinskog
sastava te strukturalnih karakteristika proteina s posebnim naglaskom na moguénost
dobivanja bioaktivnih peptida. Takoder, po prvi puta ¢e se primjenom LCA metodologije
analizirati zivotni ciklus proteinskih ekstrakata dobivenih razliCitim ekstrakcijskim
postupcima te ¢e se usporediti njihovi ugljiéni otisci, a sve u skladu s ISO normom (78).
Oba c¢imbenika (kvaliteta dobivenih ekstrakata i uglji¢ni otisak ekstrakcijskih procesa)
razmatrat ¢e se, uz prinos proteina, u odabiru optimalnog ekstrakcijskog postupka. Naime,
iako se inovativne eckstrakcijske tehnike opcéenito smatra zelenima i ekoloski
prihvatljivima, njihov pravi ekoloski otisak nije poznat.

Rezultati ovog istraZivanja doprinijet ¢e trenutnim ograni¢enim Saznanjima o
mogucnostima koristenja MAE | UAE u ekstrakciji proteina iz SPK i po prvi puta pokazati
utjecaj tih tehnika na kvalitetu dobivenih proteinskih ekstrakata, osobito s obzirom na
mogucnost dobivanja bioloski aktivnih peptida; ukazati na mogucnost koekstrakcije
polifenola u svrhu dobivanja proteinskih ekstrakata poboljSane funkcionalnosti te
omoguciti usporedbu ugljicnog otiska (GWP) optimirane MAE i UAE metode.
Procjenom zivotnog ciklusa optimiranih ekstrakcijskih postupaka na laboratorijskoj razini,
moguce je procijeniti i optereéenje okolisa koje ¢e nastati kao posljedica provedbe istih na
industrijskoj razini §to predstavlja znacajan $iri doprinos u podru¢ju. Rezultati ovog rada
doprinijet ¢e ve¢im moguénostima iskoriStavanja SPK te ukazati na vaznost parametara
kvalitete i odrzivosti (ekoloSkog otiska) u razvoju modernih tehnika procesuiranja (79, 80),
a kako bi se poboljsala kvaliteta kona¢nog proizvoda, uz istovremenu minimalizaciju

negativnih ucinaka na okolis.
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1 Materijali

3.1.1 Uzorci

Za provedbu istrazivanja uzorci SPK dobiveni su od tvrtke Franck d. d., proizvodaca kave,

Caja i snack proizvoda (Zagreb, Hrvatska). Uzorci su dobiveni u obliku briketa te sadrze

mjesavinu dvije vrste kave koje se naj¢escée i pojavljuju: C. arabica i C. robusta. Briketi

su nusproizvodi iz przionika kave te su radi laksSe analize usitnjeni u prah pomocu

kuhinjskog Stapnog miksera. Temeljeno na pregledu literature i ranijim istrazivanjima (46)

za provedbu istrazivanja pripremljene su suspenzije koje sadrze 10 g SPK i deioniziranu

vodu u omjeru 1:50 (w/v).

3.1.2 Kemikalije i standardi

Kemikalije:

1. AccQeFluor Ultra Eluent A Concentrate (Waters, Milford, SAD)

2. Aceton (Lach-Ner, Neratovice, Ceska)

3. Acetonitrile (ACN) (VWR Chemicals, Radnor, SAD)

4. Amonij formijat (GramMol, Zagreb Hrvatska)

5. Amonijev bikarbonat (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD)

6. Argon, 99,9995 % (Messer, Bad Soden am Taunus, Njemacka)

7. Destilirana voda (PBF, Zagreb, Hrvatska)

8. Dusi¢na kiselina (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska)

0. Fenol (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD)

10.  Galna kiselina (Acros Organics, Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD)

11. Helij, 6.0 (Messer, Bad Soden am Taunus, Njemacka)

12.  Klorovodi¢na kiselina (VWR Chemicals, Radnor, SAD)

13.  Metanol (GramMol, Zagreb, Hrvatska i Honeywell, Wabash, SAD)

14.  MijeSavina soli magnezij-sulfata, natrij-klorida i citratnih soli (Citrate-Kit-01,
BEKOIut, Bruchmihlbach-Miesau, Njemacka)

15. MjeSavina soli magnezij-sulfata, primarno sekundarnog amina i GCB-a (PSA-
Kit-06, BEKOlut, Bruchmiihlbach-Miesau, Njemacka)

16.  NaH2PO4 x 2H20 (Merck, Burlington, SAD)

17.  Natrijev deoksikolat (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD)
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18.
19.

20.
21.
22,
23.

24,
25.
26.
217.
28.
29.

Standardi:

Natrijev hidroksid (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

Peptidi za kalibriranje instrumenta ProteoMass MALDI calibration kit (Sigma
Aldrich, St. Louis, SAD)

Petrol-eter (Applichem, Chicago, SAD)

Sumporna Kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Tetrahidrofuran (Merck, Burlington, SAD)

Trietilamonij bikarbonat (1M) (Acros Organics, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, SAD)

Trifluoroctena kiselina (TFA) (Merck, Burlington, SAD)

Trikloroctena kiselina (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD)

Tripsin (Promega, Madison, SAD)

Vodikov peroksid (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska)

Zasi¢ena otopina natrijeva karbonata (20 %-tna otopina)
a-cijano-4-hidroksi-cimetna kiselina (CHCA) (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD)

1. Amino acid standard H (Waters, Milford, SAD)
2. Certificirani referentni materijal elementa (CPAChem, Bogomilovo, Bugarska)
3. Gel filtration standards (BioRad, Hercules, SAD)

3.1.3 Reagensi

1.
2
3
4.
5
6

AccQeFluor Reagent Kit (Waters, Milford, SAD)
Folin-Ciocalteu reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

. Zasi¢ena otopina natrijeva karbonata

Reagens A: 2 % Na2COsu 0,1 M NaOH

Reagens B: 0,5 % CuSO4 x 5 H20 u 1 % K, Na- tartaratu

Reagens C: 50 ml reagensa A i 1 ml reagensa B (promijeSani)

Priprema zasi¢ene otopine natrijeva karbonata (20 %-tna otopina):

U 800 mL vruce destilirane vode otopi se 200 g anhidrida natrijeva karbonata, a potom

ohladi na sobnu temperaturu. Doda se nekoliko kristali¢a natrijeva karbonata, nadopuni u

odmjernoj tikvici od 1000 mL i nakon 24 h filtrira.

Priprema reagensa A:

Odvagati 1,0000 g natrijeva hidroksida i kvantitativno prenijeti u odmjernu tikvicu od 250
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mL, te otopiti u maloj koli¢ini destilirane vode. Odvagati 5,0000 g anhidrida natrijeva
karbonata i kvantitativno prenijeti u otopinu natrijeva hidroksida, otopiti i promijeSati
otopinu te nadopuniti odmjernu tikvicu do oznake destiliranom vodom.

Priprema reagensa B:

Odvagati 0,0500 g bakrova(ll) sulfata pentrahidrata i kvantitativno prenijeti u odmjernu
tikvicu od 10 mL 1 otopiti u maloj koli¢ini destilirane vode. Odvagati 0,1000 g K, Na-
tartarata i kvantitativno prenijeti u otopinu bakrova(ll) sulfata pentahidrata, otopiti,
promijesati i zatim nadopuniti do oznake destiliranom vodom.

Priprema reagensa C:

U odmjernu tikvicu od 50 mL otpipetirati 50 mL reagensa A potom 1 mL reagensa B te

promijesati.

3.1.4 Instrumenti i uredaji

Za mikrovalnu i ultrazvuénu ekstrakciju te odredivanje pesticida i teSkih metala koriStena

je sljedeca aparatura i pribor:

1. Agilent 1260 Infinity, G1311B, Binary pump, Fluorescent detector (Agilent,

Santa Clara, SAD)

Analiti¢ka vaga (NBL-254i, Nimbus Analytical Balances, Oxford, SAD)

Autoflex Speed MALDI TOF/TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Njemacka)

Centrifuga (Rotina 35, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Njemacka)

GC-MS (GCMS-TQ8050 NX, Nexis GC-2030, Shimadzu, Kyoto, Japan)

ICP-MS (ICP-MS 7900, Agilent, Santa Clara, SAD)

Kolona za GC-MS: SH-Rxi-5Sil MS 30 m, 0.25 mmID; 0.25 um df (Restek,

Bellefonte, SAD)

8. Kolona za LC-MS ACQUITY UPLC BEH 150 x 2,1mm; 1,7um (Waters,
Milford, SAD)

9. LC-MS (UPLC-MS/MS, Xevo TQ MS, Waters, Milford, SAD)

10. Magnetska mijesalica (Dlab, MS-H-S, Peking, Kina)

11.  Mikrovalna peénica (ultraWAVE, Milestone, Sorisole, Italija)

N g s~ WD

12.  Pec¢ za zarenje (Degetherm Easy 4, Interdent, Celje, Slovenija)
13.  Reacti-therm 3 Heat (Thermo Scientific, Waltham, SAD)
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14.
15.
16.
17.

18.
19.
20.
21.

SusSionik (ST120L, Inkolab, Zagreb, Hrvatska)

Synergy Water Purification System(Merck Millipore, Burlington, SAD)
Tekuéinski kromatograf (UPLC-MS/MS, Xevo TQ MS, Waters, Milford, SAD)
Uredaj za mikrovalnu laboratorijsku ekstrakciju (StartSYNTH, Milestone Srl.,
Sorisole, Italija)

Uredaj za zavarivanje (AIE-200, Ankom, Macedon, SAD)

UV/VIS spektrofotometar (Lambda 25, PerkinElmer, Waltham, SAD)
Vacuum Concentrator plus (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

Vortex tresilica (Dlab, MX-S, Peking, Kina)

3.1.5 Programski paketi

Za daljnju analizu podataka koristeni su sljede¢i programski paketi:

1.
2.

Program za mjerenje: GC-MS Solution (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Program za analizu podataka: LabSolutions Insight GC-MS (Shimadzu, Kyoto,
Japan)

Program za analizu podataka: TargetLynxXS (Waters, Milford, SAD)

Program za mjerenje: MassLynx (Waters, Milford, SAD)

Program za analizu podataka: STATGRAPHICS Centurion (Statgraphics
Technologies, Inc., VA, USA)

Program za analizu podataka: SimaPro (PReé Sustainability, LE Amersfoort,

Nizozemska)

3.2 Plan istrazivanja i metodologija

U prvom dijelu istrazivanja provela se analiza zdravstvene ispravnosti sirovine.

Odredivanje zdravstvene ispravnosti SPK se radilo u skladu s hrvatskim (2) i europskim

vaze¢im zakonodavnim okvirima (20, 30) koje ukljucuje odredivanje ostataka pesticida i

odredivanje sadrzaja metala. Ekstrakcija pesticida provela se primjenom QUEChERS (engl.

Quick

Easy Cheap Effective Rugged Safe) metodologije (81), a ostaci pesticida su

kvantificirani pomocu plinske i tekuéinske kromatografije povezane s dvostrukom

masenom spektrometrijom (GC-MS/MS i LC-MS/MS). Za odredivanje udjela teskih

metala uzorak je pripremljen metodom vlazne mikrovalne digestije, a udio pesticida
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odredivao se primjenom induktivno spregnute plazme povezane S masenom
spektroskopijom (ICP- MS) (82).

U drugom koraku, proveden je dizajn eksperimenta za predvideno istrazivanje kako bi se
provela optimizacija ekstrakcije proteina i istrazila vaznost utjecaja ekstrakcijskih
parametara pogodnih za proteine na prinose polifenola, i to koristenjem dvije ekstrakcijske
tehnike (mikrovalne i ultrazvucne) (38, 40, 83). Dizajn eksperimenta je napravljen u
programu STATGRAPHICS Centurion (84). To je statisticki softverski paket koji
omogucuje analizu podataka pomocu razlicitih statistickih metoda. Ovaj softver nudi Sirok
raspon alata za statisticku analizu, vizualizaciju podataka, regresijsku analizu, kontrolu
kvalitete i dizajn eksperimenata. Koristi se za provodenje statisti¢kih analiza i vizualizaciju
rezultata u jednostavnom i korisni¢ki pristupaénom sucelju i pri tome omogucuje
korisnicima provodenje raznih statistickih metoda, ukljucuju¢i ANOVA, regresijsku
analizu, multivarijantne analize i druge. Softver omogucuje vizualizaciju podataka putem
razli¢itih vrsta grafova i dijagrama, §to pomaze u tumacenju rezultata. Dizajniran je da bude
korisnicki prijateljski pa je prikladan i za korisnike bez opseznog statistickog znanja.
Eksperiment za mikrovalnu ekstrakciju dizajniran je i organiziran u faktorijalnom dizajnu,
gdje su nezavisne varijable snaga mikrovalova i vrijeme tretiranja. Snaga je varirana u
vrijednostima 100, 150 i 200 W, a vrijeme 3, 6 i 9 minuta te je putem software-a planirano,
9 tretiranja uzoraka tj. ekstrakata. Svaka ekstrakcija je provedena u duplikatu.
Eksperimentalni dizajn za ultrazvuénu ekstrakciju je takoder kao kod mikrovalne
ekstrakcije napravljen u programu STATGRAPHICS Centurion. Ulazni parametri bili su
vrijeme (3, 619 min) i amplituda (50, 75 100 %), uz uvjet da temperatura nije smjela prijeé¢i
40 °C (da se sprijeci denaturacija proteina), ¢ime je planirano tretirati 9 uzoraka (ekstrakata).
Izlazni parametri bili su prinos ukupnih proteina i polifenola. Svaka ekstrakcija je
provedena u duplikatu.

Kao otapalo izbora koristila se voda, a u okviru provedbe preliminarnih istraZivanja
odredivao se optimalni maseni omjer uzorak/otapalo za obje ekstrakcijske tehnike.
Optimizacija provedbe ultrazvuéne ekstrakcije ukljuCuje variranje trajanja ekstrakcije,
debljine sonde i temperature (uz ogranicenje maksimalne temperature na 40 °C kako bi se
sprijecila denaturacija proteina), a optimizacija provedbe mikrovalne ekstrakcije ukljucuje
variranje vremena ekstrakcije i snage. U prvoj fazi primijenjen je faktorijalni dizajn kako
bi se utvrdila statisticka zna¢ajnost pojedinih varijabli na odabrane izlazne vrijednosti

udjela ukupnih proteina i aminokiselina. U drugom dijelu istraZzivanja definirani su
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optimalni uvjeti ekstrakcije pri kojima se postiZzu najvisi prinosi proteina i aminokiselina
uz primjenu metode odzivne povrsSine. Udio proteina odredivao se metodom po Lowryju
(85). Kvantitativna analiza aminokiselina u dobivenim ekstraktima nakon optimizirane
ekstrakcije je provedena koriste¢i metodu Waters AccQeTag, a obuhvaca hidrolizu,
derivatizaciju aminokiselina s AccQeFluor derivatizacijskim reagensom te tekucinsku
kromatografiju visoke djelotvornosti (86).

Ekstrakti SPK dobiveni optimiziranim postupkom ultrazvué¢ne i mikrovalne ekstrakcije su
dodatno karakterizirani s obzirom na udio ostalih funkcionalnih komponenti: ukupnih
fenola, ukupnih antioksidansa te proteina i peptida. Ukupni fenoli i antioksidansi su
odredeni standardnim spektrofotometrijskim metodama (87). Separacija i karakterizacija
peptida provela se postupkom gel filtracijske kromatografije (88). Pomocu ultrazvuéne i
mikrovalne ekstrakcije ekstrahirali su se proteini i polifenoli te je svrha bila da se na kraju
odrede i karakteriziraju proteini/peptidi/aminokiseline u tako dobivenim ekstraktima.
Tijekom razvoja ekstrakcijskih postupaka metodom procjene zivotnih ciklusa odredili su
se 1 njihovi pripadajuci ekoloski otisci kroz identifikaciju koli¢ina potrebne energije i
materijala te otpada koji se ispusta u okoli$ u odnosu s onima konvencionalnog procesa.
Simulirale su se ocekivane situacije za prikupljanje, analizu i pracenje podataka o
odrzivosti procesa i proizvoda. Za provedbu analize zivotnih ciklusa koristio se programski
paket SimaPro (89). Plan provedenog istrazivanja prikazan je na Slici 13.
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1. ODREDIVANIJE ZDRAVSTVENE ISPRAVNOSTI

OSTACI PESTICIDA TESKIMETALI

\

‘ GC-MS/MS; LC-MS/MS ‘ Mikrovalna digestija uzoraka; ICP-MS
B ]

2. OPTIMIZACIJA EKSTRAKCIJE PROTEINA

MAE UAE

Eksperimentalni T B
pd. : _ t=3-9 min, amplituda 50-100%
izajn t=3-9 min, 150-300W (n=9)

(n=9)

* udio proteina (po Lowry-ju) ' Ukupni fenoli (Folin

* utjecajvremena;amplitude/snage Ciocalteu)
mikrovalova i kombinacija

3. ANALIZA KVALITETE | UGLJICNOG OTISKA PROTEINSKIH EKSTRAKATA

OPTIMALNI UVJETI MAE OPTIMALNI UVIETI UAE

- ol —

Analiza aminokiselinskog sastava proteinskih ekstrakata s najve¢im prinosom za UAE i MAE (HPLC)

» Separacija proteinskih frakcija i odredivanje veli¢ine proteina (SEC-HPLC i SDS-PAGE; MALDI-
TOF/TOF)

* Identifikacija strukture proteinskih frakcija (UniProt)

e —— e ]

[ ——
* Odredivanje utroskaenergije za optimalni UAE i MAE

* Analiza zivotnih ciklusa laboratorijskog procesa za opTimalni UAE i MAE -
izraCun potencijala globalnogzagrijavanja (GWP)
* Scale-up naindustrijsku razinu u dva scenarija upravljanja ostatnim

materijalom
—_ I _—

Laboratorijski
podacii

podaciiz
industrije

Slika 13. Plan provedenog istraZivanja
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3.2.1 Odredivanje zdravstvene ispravnosti SPK

3.2.1.1 Odredivanje ostataka pesticida

Uzorci za odredivanje ostataka pesticida pripremljeni su metodom QuEChERS (engl.
Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe) prema Anastassiades i sur. (81). Nakon toga su
kvantificirani pomoc¢u plinske i tekuéinske kromatografije povezane s dvostrukom

masenom spektrometrijom.

U kivetu od 50 ml odvaZze se 2,0 £ 0,03 g usitnjeni i homogenizirani uzorak SPK te se doda
10 g vode. Pesticidi se iz uzorka ekstrahiraju dodatkom 10 ml acetonitrila, ekstrakcija
kruto-tekuce. Zatim se dodaje komercijalno dostupna mjeSavina soli magnezij-sulfata i
natrij-klorida i citratnih soli koje omoguc¢avaju razdvajanje acetonitrilnog od vodenog
sloja. Smjesa se snazno izmucka te centrifugira 5 min na >3000 okretaja/min. Za
odredivanje ostataka pesticida u uzorku SPK koristene su LC-MS/MS i GC-MS/MS kako
bi se identificirao $to veci broj pesticida. Glavni razlog jest $to navedene tehnologije nisu
jednako osjetljive na sve pesticide. Za analizu na LC-MS/MS potrebno je uzeti 100 pl
sirovog acetonitrilnog ekstrakta te razrijediti s 900 pl vode. Tako pripremljen ekstrakt
snima se na LC-MS/MS-u. Uzorci za analizu na GC-MS/MS-u moraju pro¢i dodatan korak.
Nakon centrifuge iz gornjeg organskog (acetonitrilnog) sloja uzima se alikvot od 6 ml te
se odvaja u kivetu s komercijalno dostupnom smjesom soli magnezij-sulfata, primarno
sekundarnog amina i GCB-a, s ciljem dodatnog pro¢i§¢avanja i uklanjanja pigmenata.
Smjesa se dobro promucka te se stavlja na centrifugu 5 min na >3000 okretaja/min. Nakon
toga se uzima 1 ml gornjeg sloja iz kivete i ulijeva u boc¢icu od 1,5 ml, tamnog stakla zbog
moguceg postojanja fotosenzibilnih pesticida. Takav uzorak spreman je za analizu na GC-
MS/MS-u.

Za provedbu analize nuzno je pripremiti uzorke u koje je nacijepljena to¢no poznata
koncentracija standarda (tzv. spajkani uzorci) kako bi se umanjio utjecaj matriksa na
rezultate. Za analizu na GC-MS/MS koncentracija standarda iznosila je 0,002 pug/ml, a za
analizu na LC-MS/MS koncentracija standarda iznosila je 0,05 mg/kg. Uzorci su
pripremljeni i analizirani u dvije paralele uzorka te dvije paralele spajkanih uzoraka.

Pripremljeni uzorci injektirani su i analizirani primjenom GC-MS/MS i LC-MS/MS kako
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bi se odredio $to veci broj pesticida. Uzorci koji su analizirani plinskom kromatografijom
(GC MS-TQ8050 NX) (Slika 14 a) snimani su u programu GC-MS Solution, a podaci su
obradeni u programu LabSolutions Insight GC-MS. Uzorci analizirani tekucinskom
kromatografijom (UPLC-MS/MS) (Slika 14 b) snimani su u programu MassLynx (90), a
podaci su obradeni u programu TargetLynxXS (91).

Slika 14. Instrument GC-MS/MS (a) i LC-MS/MS (b) kori$teni za odredivanje ostataka
pesticida (vlastite fotografije)

Kromatografski uvjeti pod kojim su obavljena mjerenja plinskom i tekucinskom
kromatografijom prikazani su u Tablici 2. Dobiveni kromatogrami analizirani su na
temelju vremena zadrZavanja komponenti u uzorku i standardu te su kvalitativno
identificirani pojedini pesticidi u uzorcima. Omjer povrsine ispod pika u uzorku i
pojedinom standardu daje kvantitativnu informaciju tj. koncentraciju pesticida prisutnog u

uzorku.
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Tablica 2. Kromatografski uvjeti GC-MS/MS-a i LC-MS/MS-a

GC-MS/MS LC-MS/MS

Instrument GCMS-TQ8050 NX, Nexis UPLC-MS/MS, Xevo TQ MS,

GC-2030, Shimadzu Waters
Kolona SH-Rxi-5Sil MS 30 m, 0,25 ACQUITY UPLC BEH 150 x

mmlID; 0,25 um df, Restek 2,1mm; 1,7um, Waters
Mobilna faza Helij A: 5mM amonij-formijat u smjesi
vode i metanola (9:1)
B: 5mM amonij-formijat u
metanolu

Protok 1,4 ml/min 0,4 ml/min
Temp. kolone 105 °C 50 °C
Temp. injektora 290 °C 10°C
Temp. ionskog izvora 250 °C 150 °C
Volumen injektiranja 1,0l 30 i
Vrijeme analize 40,25 min 20 min

Usporedivanjem odgovora dobivenog iz standardne otopine i odgovora iz uzorka SPK je
ustanovljeno da SPK kao neprocisceni i sirovi nusproizvod predstavlja uzorak slozene
matrice koja moze utjecati na rezultate tako da suzbija ili pojacava odgovor analita zbog
koeluiranja sastojaka matrice. S ciljem smanjenja utjecaja matrice provodi se procis¢avanje
uzorka mjeSavinom soli koji se moZze ponoviti nekoliko puta, no nije pozeljno jer dolazi do
gubitka spojeva unutar uzorka. Iz tog razloga proveden je tzv. matrix matching

(podudaranje matrice) kojim se nastojalo maksimalno smanjiti utjecaj matrice.

3.2.1.2 Odredivanje teSkih metala

Uzorak SPK najprije se razgraduje postupkom mikrovalne digestije, nakon ¢ega se udio
metala odreduje primjenom ICP-MS-a. U teflonsku kivetu uredaja za mikrovalnu
ekstrakciju se najprije odvaze 0,5 g usitnjenog i homogeniziranog uzorka SPK. U tako

odvagani uzorak dodaje se 1 ml vode i1 ostavi stajati 1 sat nakon ¢ega se dodaje 3 ml
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koncentrirane dusi¢ne kiseline te 1 ml 30 %-tnog vodikovog peroksida. Kiveta s uzorkom
se zatvori te se stavlja u bubanj za mikrovalnu razgradnju (Slika 15). Po zavrSetku
postupka razgradnje, uzorak se hladi te se kiveta otvara, a bistra otopina se preko staklenog
lijevka uz ispiranje deioniziranom vodom, kvantitativnho prenese u odmjernu tikvicu
volumena 25 ml.

Nakon §to je uzorak pripremljen i spreman za mjerenje, ne smije sadrZavati suspendirane
Cestice, u suprotnom se naknadno obraduje. Prije pocetka mjerenja pripremaju se
standardne otopine za kalibracijski pravac, nakon Cega se pristupa mjerenju uzoraka.

Uzorak je pripremljen i analiziran u dvije paralele.

Slika 15. Jedinica za mikrovalnu digestiju koriSten za razgradnju uzorka (vlastita

fotografija)

Za analizu elemenata koriStena je induktivno spregnuta plazma s masenim detektorom
(ICP-MS 7900) (Slika 16a) i automatskim uzorkiva¢em (Slika 16b), prema uvjetima u
Tablici 3. Za rad instrumenta koriste se plinovi: argon ¢istoc¢e 99,9995 % i helij ¢istoce 6,0
%. Pojedinacni standardi koriSteni su za pripremu kalibracijskih pravaca. Za kalibracijski
pravac svakog elementa postignuta je linearnost od >0,999. Koristen je interni standard

(Bi, Sc, Y, Ge) koncentracije 100 pg/L.
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Tablica 3. Kromatografski uvjeti ICP-MS-a

ICP-MS
Rasprsivac MicroMist
Injektor kvarcni
Konusi nikal
Rf-snaga 1180 W
Protok plina plazme 15,0 L/min
Protok plina rasprsivaca 1,07 L/min
Protok pomoc¢nog plina 0,90 L/min
Vrijeme integriranja 1000 ms
Tocke po piku 100
Broj replika 5
Vrijeme odgode 30s
Vrijeme ispiranja 70s

Slika 16. Instrument ICP-MS koristen za odredivanje teskih metala (a) te njegov dio za
automatsko uzorkovanje (b) (vlastite fotografije)
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3.2.2 Optimizacija ekstrakcije proteina i polifenola iz SPK postupkom

mikrovalne ekstrakcije

Mikrovalna ekstrakcija uzoraka SPK provedena je koriStenjem zatvorenog sustava za
mikrovalnu ekstrakciju s deioniziranom vodom kao ekstrakcijskim sredstvom. Ekstrakcija

je provedena uredajem za mikrovalnu ekstrakciju (Slika 17).

Slika 17. Uredaj za mikrovalnu ekstrakciju (vlastite fotografije)

Cilj provodenja ove mikrovalne ekstrakcije je smanjenje vremena ekstrakcije uz
istovremeno smanjenje upotrebe otapala za ekstrakciju. Zbog termolabilnosti proteina ovo
je najpogodnija metoda jer se ekstrakcija moze provoditi pri nizim temperaturama, uz
ostale prednosti poput brzeg zagrijavanja, nizeg gradijenta temperature i konac¢no veceg
prinosa ekstrakcije promatranih analita ukupnih proteina i polifenola. Dizajn eksperimenta
je napravljen u programu STATGRAPHICS Centurion (84). Eksperiment je organiziran u
faktorijalnom dizajnu, gdje su nezavisne varijable snaga i vrijeme tretiranja. Ulazni
parametri eksperimenta su snaga i vrijeme tretiranja, a izlazni parametri su prinos ukupnih
proteina i polifenola. Snaga je varirana u vrijednostima 100, 150 i 200 W, a vrijeme 3, 6 i
9 minuta te je dobiveno 9 uzoraka ekstrakata (Tablica 4). Svaka ekstrakcija je provedena
u duplikatu. Rezultati su analizirani koristenjem jednosmjerne analize varijance (ANOVA)

56



kojom je odredena statisticka znacajnost parametara snage i vremena na prinose ukupnih
proteina i polifenola. Kao statisticki znacajni parametri uzeti su oni ¢ija je p-vrijednost
manja od 0,05. Takoder su izradeni dijagrami odzivnih povrSina eksperimentalnih
podataka te jednadZbe eksperimentalnih modela. Na temelju dobivenih podataka utvrdeni

su optimalni uvjeti ekstrakcije.

Tablica 4. Dizajn eksperimenta optimiziranja uvjeta kod mikrovalne ekstrakcije

Oznaka Snaga Vrijeme
uzorka (W) (min)
M1 100 6
M2 200 9
M3 100 9
M4 200 3
M5 200 6
M6 150 6
M7 150 9
M8 100 3
M9 150 3

Ekstrakcija je provedena na naéin da je u staklenu tikvicu s okruglim dnom odvagano
10,0000 + 0,0001 g uzorka SPK, koji je prethodno usitnjen i prosijan. U tikvicu je dodano
100 mL deionizirane vode te magnet za mijeSanje. Tikvica s uzorkom se smjesta u uredaj
za mikrovalnu ekstrakciju. Na upravljackoj ploci uredaja namjestaju se Zeljeni parametri
(vrijeme i snaga). Nakon zavrSetka ekstrakcije, dobiveni ekstrakt se filtrira, a dobiveni

filtrati se koriste za daljnje analize.

3.2.3 Optimizacija ekstrakcije proteina i polifenola iz SPK postupkom ultrazvuéne
ekstrakcije

Ultrazvuéna ekstrakcija polifenola i proteina iz SPK provedena s uredajem Ultrasonic
processor Q700, SAD (Slika 18) koristenjem deionizirane vode kao ekstrakcijskog
sredstva. Cilj optimizacije ultrazvucne ekstrakcije je povecati prinos zeljenih komponenti

(ukupnih proteina i polifenola), a smanijiti vrijeme ekstrakcije, reducirati koriStenje otapala,
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reducirati nastanak slobodnih radikala i pri tome ocuvati prirodna svojstva materijala.

& 0

Slika 18. Uredaj za ultrazvuénu ekstrakciju Q700 (vlastita fotografija)

Eksperimentalni dizajn je takoder kao kod mikrovalne ekstrakcije napravljen u softveru
STATGRAPHICS Centurion. Ulazni parametri bili su vrijeme (3, 6 i 9 min) i amplituda
(50, 751100 %) uz uvjet da temperatura nije smjela prijeci 40 °C (da se sprijeci denaturacija
proteina), ¢ime je dobiveno 9 ekstrakata (Tablica 5). Izlazni parametri bili su prinos
ukupnih proteina i polifenola. Svaka ekstrakcija je provedena u duplikatu.
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Tablica 5. Dizajn eksperimenta za optimizaciju uvjeta UAE proteina iz SPK

Oznaka Amplituda Vrijeme

uzorka [%] [min]
Ul 100 6
U2 75 6
U3 100 9
U4 50 9
us 75 9
uo6 75 3
urs 50 6
usg 100 3
U9 50 3

Kako bi se proveo postupak ekstrakcije u laboratorijsku ¢asu od 250 mL odvaze se 10
10,0001 g uzorka osusene, usitnjene i prosijane SPK koja se pomijeSa sa 100 mL destilirane
vode na sobnoj temperaturi (22 °C). U plastiénu posudu se stave kockice leda te mala
koli¢ina hladne vode. Laboratorijska ¢asa s uzorkom se uroni u posudu s ledom i stavi u
podnozje ultrazvuéne sonde uredaja. Ultrazvu¢na sonda je smjestena u zvucnoj izolacijskoj
kutiji iz sigurnosnih razloga. Ultrazvuéna sonda se uroni u sredinu uzorka na nac¢in da se
nalazi oko 2 cm ispod povrSine uzorka. Takoder, u uzorak se uroni termo-¢lanak pri ¢emu
treba paziti da termo-¢lanak ne dodiruje stijenku ¢ase i ultrazvu¢nu sondu kako bi dobili
ispravnu temperaturu uzorka. Zatvorese vratasca izolacijske kutije. Na kontrolnom ekranu
uredaja podese se odgovarajuci parametri ekstrakcije. Tijekom trajanja tretmana vazno
je obratiti paznju da temperatura uzorka ne smije prije¢i 40 °C. Takoder, tijekom
tretiranja evidentirani su parametri snage, temperature i energije prikazani na kontrolnom
ekranu uredaja. Kako bi se pratila promjena energije u intervalu od 15 sekundi, tijekom
trajanja tretmana je izraCunata ukupna promjenaenergije U odredenom vremenu obzirom

na specifi¢ni toplinski kapacitet uzorka. Dobiveni ekstrakt se filtrira preko Biichnerovog
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lijevka i prikuplja u falcon epruvete za daljnje analize.Kod ultrazvu¢nog tretmana pratila
se promjena temperature tijekom postupka kako bismo utvrdili stvarnu snagu (zato se prati

kalorimetrijska promjena u sustavu).

Ukupna promjena energije racuna se prema izrazu [1]:
P=m- ¢ (dTh) [1]
gdje je:

p- ukupna promjena energije (J s%);

m- masa uzorka (g);

cp - specifi¢ni toplinski namirnice (J K gh);
dT- promjena temperature u toc¢ci T1 i T2 (K);

t- vremenski interval (s)

Specifi¢ni toplinski kapacitet uzorka ra¢una se prema izrazu [2]:

Cp = X1-Cp1+Xx2-Cp2 +Xx3 - Cp3+X4-Cpa+ X5 Cp5 [2]
gdje je:

cp — specificni toplinski kapacitet uzorka (J K* g™%);

Xn- udio odredenog sastojka;

cpn- specifi¢ni toplinski kapacitet sastojka (J K* g)

3.2.4 Odredivanje sadrzaja i karakterizacija proteina

3.2.4.1 Odredivanje ukupnih proteina metodom po Lowryju

Odredivanje  koncentracije  proteina metodom po Lowryju provedeno je
spektrofotometrijski. Metoda se temelji na reakciji Cu?*s peptidnim vezama proteina u
luznatom mediju, gdje dolazi do redukcije Cu?* u Cu*. Dodatkom Folin-Ciocalteu reagen
sa u reakcijsku smjesu dolazi do reakcije s Cu*-protein kompleksom i s pobo¢nim lancima
tirozina, triptofana i cisteina ¢ime se stvara najprije nestabilni kompleks, koji se postepeno
reducira i daje plavo obojenje (92).

Za provedbu pokusa 10 mL ekstrakta se otpipetira u Falcon epruvetu te se doda 40 mL
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acetona kako bi se istaloZili proteini. Tad se Falcon epruveta pohrani kroz 15 minuta pri -
18 °C. Potom se uzorak temperira na sobnu temperaturu i centrifugira pri 10000 okretaja /
10 minuta. Supernatant se odvoji od taloga dekantiranjem. Talog se potom ispire s 10 mL
acetona i zatim otopi u 10 mL destilirane vode. Tako dobiveni uzorci se razrijede pet puta
prije odredivanja koncentracije proteina. U staklenu epruvetu se otpipetira 0,4 mL uzorka
I 2 mL reagensa C te se sadrzaj promijesa i inkubira na sobnoj temperaturi 10 — 15 minuta.
Potom se u ovu epruvetu naglo dodaje 0,2 mL Folin-Ciocalteu reagensa uz mijeSanje na
Vortexu. SadrZaj epruvete se zatim inkubira na sobnoj temperaturi 40 do 60 minuta.
Apsorbancija se mjeri na valnoj duljini elektromagnetskog zracenja od 740 nm. Kod
pripreme slijepe probe slijedi se isti postupak, ali se umjesto uzorka u reakcijsku smjesu
dodaje 0,4 mL destilirane vode.

Za izradu baZzdarnog dijagrama Iz standardne otopine proteina koncentracije 200 mg / mL,
u odmjernu tikvicu od 10 mL pripreme se otopine poznate koncentracije proteina 0,02,
0,04, 0,06, 0,08, 0,1 i 0,12 mg/L. Nakon toga se provodi prethodno opisani postupak i
mjerenje apsorbancije u uzorcima poznatih koncentracija. 1z navedenih podataka
konstruira se bazdarni pravac te se izracuna jednadzba pravca pomocu koje se izraCunava

koncentracija proteina u dobivenim ekstraktima (Slika 19).
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Slika 19. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije (A740) 0 koncentraciji proteina
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3.2.4.2 Odredivanje aminokiselinskog sastava uzoraka

Kvantitativna analiza aminokiselina provedena je koriste¢i metodu Waters AccQeTag
prema uputama proizvodaca (Waters, Milford, SAD) (86), a obuhvaca hidrolizu,
derivatizaciju aminokiselina s AccQeFluor derivatizacijskim reagensom AccQeFluor
Reagent te HPLC kvantitativnu analizu. Za hidrolizu proteina 5 puL svakog ekstrakta
upareno je do suha u vakuum koncentratoru. Talog je otopljen u 200 uL 6 M HCI uz
dodatak 4% fenola. Hidroliza je provedena tijekom 24 sata pod vakuumom pri 114 °C.
Dobiveni hidrolizat je uparen do suha u vakuum koncentratoru pri 60 °C. Nakon susenja,
uzorak je otopljen u 20 pL. 20 mM HCI. Derivatizacija aminokiselina je provedena
koriste¢i AccQeFluor Reagent prema uputama proizvodaca (Waters AccQeTag
Chemistry Package Instruction Manual). Nakon derivatizacije, uzorci su filtrirani kroz
filter veli¢ina pora 0,2 um. Standardna otopina aminokiselina koncentracije 2,5 mM je
razrijedena do koncentracije od 100 pmol/uL. Separacija derivatiziranih aminokiselina je

provedena prema metodi opisanoj u Tablici 6.
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Tablica 6. Parametri HPLC metode koriStena za odredivanje aminokiselinskog sastava

uzorka
Vrijeme (min) % Mobilna faza A | % Mobilna faza B

0,0 98,0 2,0

0,5 98,0 2,0

15,0 93,0 7,0

19,0 90,0 10,0

28,0 74,0 26,0

35,0 67,0 33,0

36,0 67,0 33,0

37,0 0,0 100,0
Uvjeti 45,0 0,0 100,0
kromatografske 16,0 9.0 20
separacije i 52,0 90,0 20
eluacije

Kolona: Waters AccQeTag, 3.9x150 mm

Volumen injekt. uzorka:

Volumen injekt. standarda:

Detekcija: ekscitacija:
Protok mobilne faze
Mobilna faza A:
Mobilna faza B:

(VIv)

Temperatura kolone:

Gradijentna eluacija:

1 pulL
SuL

250 nm, emisija: 395 nm

1,0 mL/min

Waters AccQeTag eluent A
Acetonitril/Milli-Q voda = 60/10

37°C
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Smijesa derivatiziranih aminokiselina (amino acid standard H
Standard )
mixture, Waters) u koncentraciji 100 pmol/uL

3.2.4.3 Karakterizacija proteina

U okviru karakterizacije proteina provedena je gel filtracijska kromatografija (engl. size
exclusion chromatography) i SEC-HPLC analiza. Svrha analize je utvrditi i analizirati
veli¢inu molekula proteina ili peptida, te odrediti njihovu molekularnu masu (Mr)
koriStenjem spektrometrije masa. Smjesa proteina poznate molekulske mase koristena za
odredivanje molekulske mase uzoraka. Takoder je provedena elektroforeza u
poliakrilamidnom gelu (engl. sodium dodecyl sulphate—polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS- PAGE). Digestija proteina u gelu i priprema uzoraka za
spektrometriju masa provela se prema protokolu opisanom u Shevchenko i sur. (93).

Nakon razdvajanja proteina SDS-PAGE metodom i njihove digestije u gelu, provedena je
analiza dobivenih peptida MALDI-TOF/TOF metodom. Analiza peptida provedena je uz
pomo¢ MALDI-TOF/TOF (engl. matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight/time-of-flight) spektrometra masa (engl. mass spectrometry, MS). Proteini su
identificirani usporedbom dobivenih spektara s onima u bazi podataka UniProt. Nakon
snimanja MS i MS/MS spektara, dobiveni podaci su koristeni za identifikaciju peptida tj.
proteina kroz njihovu usporedbu sa spektrima u dostupnim bazama podataka. Analiziran
je i aminokiselinski sastav ekstrakta SPK. Separacija proteina provedena je koristeci
parametre opisane u Tablici 7. Za provedbu natrijev dodecil sulfat — elektroforeze u
poliakrilamidnom gelu (engl. sodium dodecyl sulphate—polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS- PAGE) u uzorak volumena 1260 pL dodano je 15 uL 10 % vodene
otopine natrijevog deoksikolata te 225 puL 50 % vodene otopine trikloroctene kiseline.
Proteini su taloZeni na ledu tijekom 2 h te izdvojeni centrifugiranjem pri 10000 x g tijekom
10 min pri 4 °C. Talog je ispran dva puta s koncentriranim ledenim tetrahidrofuranom.
Naposlijetku, talog je otopljen u 50 uL 50 mM trietilamonijevog bikarbonata. Separacija
proteina se provela uz upotrebu Invitrogen™ Novex™ Tris-Glycine, 4 — 12 %, 1,5 mm
gela prema uputama proizvodaca (Fisher Scientific, 2019). Otopina za fiksiranje gelova

pripremljena je mijeSanjem 250 mL metanola i 50 mL octene kiseline u odmjernoj tikvici
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od 500 mL koja je zatim nadopunjena deioniziranom vodom do oznake. Otopina
Coomassie brilliant blue alkoholne boje za bojanje gelova pripremljena je otapanjem 0,125
g boje Coomassie brilliant blue G250 u 100 mL deion izirane vode. U tako pripremljenu
otopinu dodano je 125 mL metanola i 25 mL octene kiseline. U odmjernoj tikvici od 100
ml pripremljena je otopina za dekoloraciju, mijeSanjem 7 mL ledene octene kiseline i 10
mL metanola uz dopunjavanje deioniziranom vodom do oznake. Gel je inkubiran u otopini
za fiksiranje kroz jedan sat, a zatim u Coomassie brilliant blue otopini tijekom 10 minuta.
Otopina za bojanje se potom odbacuje, a gel se inkubira u otopini za odbojavanje pri sobnoj

temperaturi do obezbojenja pozadine.

Tablica 7. SEC-HPLC metoda koriStena pri separaciji proteina na temelju njihove

veli¢ine
Kolona: 3 um, 4,6 x 300 mm, BioSec-3, Agilent
Volumen injekt. uzorka: 10 uL
Uvjeti Volumen injekt. standarda: 5 uL
kromatografske | Detekcija: 215
separacije i Protok mobilne faze: 0,3 mL/min
eluacije Mobilna faza: 145 mM NaH2POg4, pH 7,0
Temperatura kolone: 20 °C
Eluacija: Izokratna
Smjesa proteina poznate molekulske mase koriStena za
odredivanje molekulske mase uzoraka:
. Molekulska masa .
Protein (kDa) RT (min)
Standard tireoglobulin 670
y-globulin 158 6,890
ovalbumin 44 7,538
mioglobin 17 8,268
Vitamin B12 1,35 12,226

RT (engl. retention time), retencijsko vrijeme

Prilikom provodenja SDS-PAGE pokretljivost proteina u gelu ovisi o gusto¢i naboja
(omjer naboja i mase proteina). Sto je gusto¢a naboja proteina veéa, to protein brze putuje
kroz gel u elektricnom polju. Kod SDS-PAGE metode natrijev dodecil sulfat se veze na
proteine (sulfat) i tako protein ima negativan neto naboj. Tako svi proteini imaju jednaku

gustocu naboja, pa njihovo razdvajanje u gelu ovisi samo o njihovoj masi. Analiza peptida
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provedena je uz pomo¢ MALDI-TOF/TOF (engl. matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight/time-of-flight) spektrometra masa (engl. mass
spectrometry, MS) Autoflex Speed (Bruker, Njemacka) s parametrima - Parametri MS/MS
analize peptida spektrometrom masa (94). Nakon snimanja MS i MS/MS spektara,
dobiveni podaci su koristeni za identifikaciju peptida tj. proteina kroz njihovu usporedbu
sa spektrima u dostupnim bazama podataka uz pomo¢ programa ProteinScape, verzija 3.0
(Bruker, Njemacka). Kreirana je in house baza podataka spektara proteina Coffea
canephora. Sekvence odgovarajucih proteina preuzete su iz UniProt baze podataka (26073
unosa) (95).

3.2.5 Odredivanje ukupnih polifenola

Metoda spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola u vodenom ekstraktu temelji se
na kolorimetrijskoj reakciji Folin-Ciocalteau reagensa s nekim reduciraju¢im reagensom.
U reakciji Folin—Ciacalteau reagens, koji je smjesa fosfovolframove i fosfomolibden
kiseline, reagira s fenoksid—ionom iz uzorka. Pri tome se fenoksid—ion oksidira, a Folin—
Ciocalteau reducira do volfram i molibden oksida, koji su plavo obojeni. Intenzitet plavog
obojenja se odredi spektrofotometrijski pri 765 nm (96). Intenzitet plavog obojenja je
upravo proporcionalan koncentraciji polifenola u uzorku.

Dobiveni ekstrakt SPK razrijeden je s vodom dva puta. U staklenu epruvetu redom se
otpipetira 0,1 mL uzorka (razrijedenog ekstrakta), 7,9 mL destilirane vode te 0,5 mL Folin-
Ciocaliteau reagensa, koji je prethodno razrijeden s vodom u omjeru 1 : 2. Dobivena smjesa
se promijeSa se i doda joj se 1,5 mL 20 %-tne otopine Na2COs. Sadrzaj epruvete se
ponovno dobro promijesa na Vortex uredaju. Pripremljeni uzorci ostave se stajati 2 sata na
sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se mjeri apsorbancija plavog obojenja smjese pri 765 nm
u odnosu na slijepu probu. Slijepa proba se pripremi na isti nacin kao i ispitivani uzorci, ali
se pritom umjesto uzorka u reakcijsku smjesu dodaje 0,1 mL destilirane vode.

Za izradu bazdarnog dijagrama koriStena je otopina standarda galne kiseline poznate
koncentracije 1000 mg/L razrjeduje se vodom u odredenim omjerima kako bi se dobile
otopine koncentracija 50, 100, 200, 300, 400, 600 i 800 mg/L. Nakon toga se provodi
prethodno opisani postupak odredivanja polifenola, uz to da se u prvom koraku umjesto
0,1 mL uzorka dodaje 0,1 mL pripremljenih otopina galne kiseline. Izmjeri se apsorbancija
pri 765 nm (Avses). 1z dobivenih vrijednosti apsorbancije i poznatih koncentracija otopina

galne kiseline izraduje se bazdarni dijagram S pripadaju¢om jednadzbom pravca. (Slika
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Slika 20. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije (Azes) 0 koncentraciji galne kiseline

3.2.6 Odredivanje potencijala globalnog zatopljenja (GWP) kod procesa
dobivanja ekstrakata SPK

Potencijal globalnog zatopljenja (engl. Global Warming Potential-GWP) kod procesa
dobivanja ekstrakata SPK izracunat je primjenom metode analize Zivotnog ciklusa (engl.
Life Cycle Assessment-LCA). Glavni utjecaji na okoli$ postupka dobivanja ekstrakata SPK
povezani su s potro$njom elektricne energije, Sto primarno ovisi 0 snazi i vremenu
potrebnom za ekstrakciju.

Energija potroSena u kilovat-satima (kWh) racuna se prema izrazu [3]:

_P(W)xt(min)
E (kwh) = 60x1000 [3]
Gdje su:
P - snaga (W)

t - vrijeme (min)

Za izracun snage kod UAE rauna se snaga prilagodena amplitudi probe prema izrazu [4]:
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P pril. (W) =P uk. (W) (amplituda (%)) / 100 [4]

Uz prera¢unavanje Emisijskog faktora koji iznosi 0,51848 kg CO2/kWh, moze se izraCunati
Emisija CO: (kg) pa je tako izraz globalnog zatopljenja [5]:

GWP = Potrosnja energije (kWh) x Emisijski faktor (kg CO-/kWh) [5]
gdje se emisijski faktor uzima iz tabli¢nih vrijednosti Medunarodne agencija za energiju

(IEA) i Europske agencije za okolis (EEA).

Za potpun izratun GWP potrebno je dodatno prikupiti podatke o emisijama stakleni¢kih
plinova koji nastaju tijekom razlicitih faza zivotnog ciklusa SPK. Uz potroSnju energije,
glavni parametri ukljucuju emisije CO: (ugljikov dioksid), energetska potrosnja, transport,
koli¢ina otpada, odredivanje potencijala za kompostiranje. Podaci se mogu dobiti iz baze
podataka CCaLC2 (School of Chemical Engineering and Analytical Science (CEAS),
Manchester, UK) ili Ecoinvent (Ecoinvent, Zurich, Svicarska).

Za potrebne izracune u ovom radu koristena je baza CCaLC2 (97). Baza se sastoji od oko
6000 podataka, ukljucujuci podatke o materijalima, energiji, prijevozu, pakiranju i otpadu.
GWP ekstrakata SPK izracunat je na temelju podataka potroSnje energije kod
ekstrakcijskih postupaka te iz procesnih podataka prikupljenih od tvornice Franck d.d. i to
prema nekoliko scenarija: odlaganje otpada (Sastav otpada jedan je od glavnih ¢imbenika
koji utje¢e na emisije iz odlaganja otpada, jer razlicite vrste otpada sadrze razlicite koli¢ine
razgradivog organskog ugljika i fosilnog ugljika) i kompostiranje (aerobna fermentacija
organske tvari u otpadu), oboje u cijelosti ili djelomic¢no (98).

Nakon Sto je za svaki scenarij dobivena koli¢ina emisija odredenog staklenickog plina, te
koli¢ine se pretvaraju u ekvivalentne koli¢ine CO2 kako bi se dobili izracuni za GWP (79,

80).
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4. REZULTATI
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4.1 Zdravstvena ispravnost SPK
Jedan od ciljeva ovoga rada bilo je utvrditi zdravstvenu ispravnost SPK, a sto ukljucuje
odredivanje ostataka pesticida i udjela teSkih metala (prema vazeé¢im pravilnicima) u
sirovini. Na taj nacin utvrdit ¢e se mogucénost daljnjeg koriStenja u proizvodnji

funkcionalnih sastavnica za primjenu u prehrambenoj ili farmaceutskoj industriji.

4.1.1 Udio ostataka pesticida u SPK

U Prilogu 1 navedeno je ukupno 128 pesticida koji su se nakon optimizacije metode mogli
uspjes$no kvantificirani pomocu primijenjene GC-MS/MS-om (uzevsi u obzir prisutnost
karakteristi¢nih necisto¢a u SPK i vrlo slozenu matricu uzorka). U Prilogu 2 navedeni su
pesticidi koji su analizirani pomo¢u LC-MS/MS-a (5 s najmanjim i 5 s najve¢im vremenom
zadrZavanja od ukupno 285), uz podatke o podudaranju matrica, standardu i iskoriStenju.

Od ukupno analiziranih 265 pesticida, u uzorku SPK su detektirana samo 3 pesticida

prikazana u Tablici 8 i to flutriafol, imidakloprid i piperonil butoksid.

Tablica 8. Ostaci pesticida u uzorku SPK

Pesticid Koncentracija (mg/kg)
Flutriafol 0,012+0,002
Imidakloprid 0,016+0,002
3 Piperonil butoksid 0,002+0,000

Rezultati analize ostataka pesticida pokazali su da su uzorci SPK, s obzirom na koli¢inu
ostataka pesticida, a sukladno Uredbi komisije EU, sigurni za ljudsku prehranu i stoga se
mogu koristiti kao sastojak za funkcionalnu hranu, dodatke prehrani i kozmetiku (20). Ovi
rezultati su vrlo vazni nisu u skladu s nekim prethodnim istrazivanjima koja su ustanovila
da su pronadeni razni ostaci pesticida u zrnu kave koji mogu predstavljati rizik za potrosace
(99-102).

Otkriveni pesticid flutriafol je kontaktni i sistemi¢ni fungicid koji pripada klasi triazola.
Koristi se na raznim Zitaricama i za tretiranje sjemena. Njegov mehanizam djelovanja je
inhibicija biosinteze ergosterola i stoga poremecaj sinteze stani¢ne stijenke gljivica (103).

Imidakloprid pripada skupini neonikotinoidnih/nitrogvanidinskih spojeva koji se koriste

70



kao insekticidi. Djeluje kao antagonist vezanjem na postsinapticke nikotinske receptore u
srediSnjem ziv€anom sustavu insekata. To se uvelike koristi na gotovo svim usjevima
(104). Piperonil butoksid koristen je u insekticidnim formulacijana viSe od 50 godina i
uvijek u kombinaciji s drugim insekticidima, kao $to su piretrin, sintetski piretroidi,
organofosfati i karbamati. Piperonil butoksid sam po sebi nije insekticid, ali je vrlo dobar
sinergist i pojacava njegovo djelovanje u kombinaciji s drugim insekticidima. Omogucuje
da vise toksina dode do ciljne molekule, Sto povecava smrtnost ciljnog organizma (105).
Na kraju, kada se usporede rezultati istrazivanja zrna kave i istrazivanja SPK (106) i
rezultati dobiveni ovim istraZzivanjem, utvrdeno je da nusproizvod kave sadrzi puno manje
pesticida i to u vrlo malim koli¢inama. Razlog tome je vjerojatno to Sto zrno kave prije
komercijalizacije prolazi kroz proces przenja na visokim temperaturama, Sto dovodi do

razgradnje pesticida (107).

4.1.2 Udio teSkih metala u SPK

Teski metali su skupina metala koja ima gustoéu veéu od 5 g/cm?, stoga u tu skupinu spada
otrovnosti i sklonosti da se akumuliraju u ekosustavu, teSki su metali opasni za Zive
organizme (108). U uzorku SPK detektirana su Cetiri teSka metala: nikal, olovo, arsen i
kadmij te su njihove koncentracije u uzorcima prikazane u usporedbi s MRO definiranima

za dodatke prehrani (Tablica 9).

Tablica 9. Koli¢ina teskih metala u uzorku SPK

Pesticid Koncentracija (mg/kg) MRO (mg/kg)
1 Nikal 2,495+0,055 nije odreden
2 Olovo 0,249+0,077 3,000*
3 Arsen 0,107+0,018 0,200**
4 Kadmij 0,106+0,002 1,000

*MRO za dodatke prehrani; **MRO za rizu

Daleko najvecu koncentraciju ima nikal (2,495+0,055 mg/kg), dok su u puno manjim
koncentracijama detektirani olovo (0,249+0,077 mg/kg), arsen (0,107£0,018 mg/kg) te
kadmij (0,106+0,002 mg/kg). Prema Uredbi Komisije br. 2023/915 SPK bi se mogla

svrstati u skupinu dodataka prehrani, s obzirom da bi se u tu svrhu mogla koristiti u
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buduénosti. Prema zahtjevima te Uredbe maksimalno dopustena koli¢ina olova u dodacima
prehrani je 3,0 mg/kg. S obzirom da je u uzorku SPK detektirano 0,249+0,077 mg/kg olova,
moze se utvrditi da detektirana koli¢ina olova nije opasna za ljudski organizam i ne
predstavlja opasnost za ljudsko zdravlje. Nadalje, Uredbom je definirano da maksimalno
dopustena koli¢ina kadmija u dodacima prehrani moZe iznositi 1,0 mg/kg. U ovom radu je
dokazano da kadmija u uzorku SPK ima u koli¢ini od 0,106+0,002 mg/kg sto ulazi u
granice dopustenih vrijednosti, te kadmij ne predstavlja opasnost za ljudsko zdravlje.
Koli¢ina arsena u SPK detektirana je u koli¢ini od 0,107+0,018 mg/kg. Arsen je prisutan
u mnogim namirnicama zbog apsorpcije iz tla i vode (riza primjerice , u usporedbi s drugom
vrstom hrane, moZze apsorbirati vece koli¢ine arsena, a s obzirom da je njena konzumacija
visoka u cijelom svijetu moze doprinijeti velikom izlaganju arsenu). Komisija Codex
Alimentarius je, kako bi zastitila potrosace od prekomjerne izloZenosti, preporucila da
razina arsena u rizi ne smije prelaziti 0,2 mg/kg (109). JoS uvijek nije donesen zakon o
maksimalnoj koli¢ini arsena u ostalim vrstama hrane zbog pretpostavke da su koli¢ine
arsena u hrani vrlo male (44). U zemljama ¢lanicama EU proveden je monitoring pra¢enja
arsena koji obuhvaca razdoblje 2016.-2018. Cilj monitoringa bio je prikupiti pouzdane
podatke 0 u¢incima arsena Koji se zatim mogu iskoristiti za ispravnu procjenu rizika kod
postavljanja dodatnih maksimalnih razina za ostale vrste hrane poput rize, hrane za
dojencad, vo¢ne sokove i nektare (111). Hackethal i sur. (108) su proveli prvo njemacko
istrazivanje cjelokupnih prehrambenih skupina gdje su ustanovljene najviSe i prosjecne
razine arsena u skupini namirnica ,riba, riblji proizvodi i plodovi mora”, ,povrée i
proizvodi od povréa”, ,,mahunarke, orasasti plodovi, uljarice i zaini” te ,,prehrambeni
proizvodi za mlade”. Ova studija nije ukljucivala SPK, ali glavna grupa hrane u njihovoj
studiji je bila sli¢na i usporediva s nasom vrstom uzorka, tj. ,,kava, kakao, ¢aj i infuzije".
Nikal je jo$ jedan metal za kojeg trenutno ne postoje MRO vrijednosti pa se ne moZze znati
koja je to¢no maksimalno dozvoljena razina nikla u hrani. EFSA je 2015. sumirala rezultate
raznih istrazivanja (112, 113) kako bi utvrdila u kojim se koncentracijama nikal nalazi u
hrani. Prema tom izvje$¢u, najveée koncentracije nikla pronadene su u gljivama, kakau i
proizvodima od kakaa (> 10 mg/kg), zrnu graha (9,8 mg/kg), soji (5,2 mg/kg), proizvodima
od soje (5,1 mg/kg), orasima (3,6 mg/kg), kikirikiju (2,8 mg/kg), Zitaricama (2,3 mg/kg),
heljdi (2,0 mg/kg) te zobi (1,8 mg/kg). Osim toga, nikal je pronaden i u pivu (30 pg/L) te
u vinu (100 pg/L). EFSA je takoder dodala da su faktori koji utjecu na koncentraciju nikla

u hrani uvjeti rasta (utvrdene su puno vece koncentracije nikla na podru¢jima zagadenog
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tla) te nain pripreme hrane (utjecaj posuda za kuhanje). U uzorku SPK, odredene su
koli¢ine nikla od 2,495+0,055 mg/kg, ali kako za sada ne postoji maksimalno dopustena
koli¢ina nikla u hrani, ne moze se utvrditi je li ta koli¢ina previsoka. Alternativa je koristiti
maksimalnu granicu za nikal u prirodnim mineralnim vodama, a koja je regulirana u EU
Direktivom Komisije 2003/40/EC (114). Ipak, prema izvjeStaju EFSA-e moZe se primijetiti
da je nikal inace u hrani prisutan u visokim koncentracijama. Udio teskih metala u SPK
analiziran je u malom broju dostupnih znanstvenih radova, a dobiveni rezultati uglavnom

se podudaraju s rezultatima ovog istrazivanja (115-117).

4.2 Primjenjivost mikrovalne ekstrakcije u revalorizaciji SPK
4.2.1 Udio i kvaliteta proteina u MAE ekstraktima SPK
4.2.1.1 Udio ukupnih proteina u MAE ekstraktima SPK
U Tablici 10 prikazane su koncentracije ukupnih proteina u ekstraktima SPK dobivenim

postupkom MAE za razlicite kombinacije trajanja ekstrakcije (3-9 min) i snage
mikrovalova (100-200 W).

Tablica 10. Udio proteina u ekstraktima SPK dobivenim mikrovalnom ekstrakcijom pod

razli¢itim uvjetima.

Oznaka Vrijeme Snaga Ukupni proteini

uzorka tretiranja [min] | [W] [mg/L uzorka]
M1 6 100 0,5215+0,01
M2 9 200 0,7734 + 0,07
M3 9 100 0,5213 £ 0,08
M4 3 200 0,5912 £ 0,01
M5 6 200 0,6622 £ 0,06
M6 6 150 0,5926 £ 0,16
M7 9 150 0,6885 £ 0,01
M8 3 100 0,5286 £ 0,00
M9 3 150 0,5742 £ 0,00

Vrijednosti koncentracije ukupnih proteina se kre¢u u rasponu od 0,5213 + 0,08 mg/L do

0,7734 + 0,07 mg/L. Najvecu vrijednost koncentracije ukupnih proteina (0,7734 + 0,07
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mg/L) ima uzorak M2 koji je tretiran 9 minuta, mikrovalovima snage 200 W. Takav rezultat
je i dijelom ocekivan jer se radi o uzorku koji je tretiran najdulje (9 minuta) i to najve¢om
primijenjenom snagom mikrovalova (200 W). Drugi najveci rezultat (0,6885 + 0,01 mg/L)
je pokazao uzorak M7, koji je tretiran snagom od 150 W u trajanju od 9 minuta. Sli¢nu
vrijednost 0,6622 + 0,06 mg/L imao je uzorak M5 tretiran 6 minuta, snagom 200 W. Ostali
uzorci pokazali su nesto nize vrijednosti koncentracije ukupnih proteina, raspona od 0,5213
+ 0,08 mg/L do 0,5926 + 0,16 mg/L. Sva tri uzorka (M1, M3 i M8) tretirana snagom
mikrovalova od 100 W pokazala su gotovo jednake koncentracije proteina od 0,5213 +
0,08 mg/L do 0,5286 + 0,00 mg/L. To pokazuje da se pri primjeni niske snage mikrovalova
produljenjem trajanja ekstrakcije znacajno ne povecava udio ekstrahiranih proteina.
Analizom varijance (ANOVA) testiran je statisti¢ki znac¢aj svakog faktora usporedbom
srednje vrijednosti kvadrata sa procjenom eksperimentalne pogreske. 1z Tablice 11 vidi se
da tri faktora i to snaga mikrovalova (A), vrijeme ekstrakcije (B) i faktor njihovog
meduodnosa (AB) imaju p-vrijednost < 0,05 Sto znaci da ta tri faktora imaju znacajan
ucinak na promjenu udjela ukupnih proteina. To je vazno jer pokazuje da prilikom
optimiranja procesa i planiranja buducih pokusa u obzir moramo uzeti i snagu mikrovalova
1 vrijeme ekstrakcije, jer oba faktora znacajno utjecu na koncentraciju ukupnih proteina u
ekstraktu. Vrijednost R-kvadrata iznosila 98,901 %, $to znaci da 98,901 % varijabilnosti
rezultata koncentracije ukupnih proteina mozemo objasniti ovako postavljenim

eksperimentom.

Tablica 11. Analiza varijanci (ANOVA) za udio ukupnih proteina

Zbroj Stupnjevi Srgdnja . .
lzvor vrijednost F-omjer P-vrijednost

kvadrata slobode

kvadrata

A:Snaga 0,0345649 1 0,0345649 158,04 0,0011
B:Vrijeme 0,0139394 1 0,0139394 63,74 0,0041
AA 0,000701876 |1 0,000701876 | 3,21 0,1711
AB 0,00897756 1 0,00897756 41,05 0,0077
BB 0,000862509 |1 0,000862509 | 3,94 0,1412
s 0,000656115 | 3 0,000218705 | / /
pogreska
Ukupna
pogreSka 0,0597024 8 / / /
(ispravljeno)
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Na Slici 21 dan je graficki prikaz statisticke obrade dobivenih podataka kroz prikaz
dijagrama odzivnih povrSina za koncentraciju ukupnih proteina. Vidljivo je da i snaga
mikrovalova i vrijeme ekstrakcije imaju utjecaj na koncentraciju ukupnih proteina te da se
najvise koncentracije ukupnih proteina postiZzu upravo pri najveéoj snazi mikrovalova i

najduljem trajanju ekstrakcije.

Lidio ukupnih proteina

Slika 21. 3D prikaz odzivne povrsine za koncentraciju ukupnih proteina

Statistickom obradom podataka dobivena je jednadZba eksperimentalnog modela koja
omogucuje izracunavanje koncentracije ukupnih proteina s razli¢itim vrijednostima snage
mikrovalova i vremena ekstrakcije. Na temelju dobivenih podataka i provedene statisti¢ke
analize dobivena je regresijska jednadzba (polinom optimizacije) eksperimentalnog
modela za odredivanje koncentracije ukupnih proteina (KUP) u ekstraktu SPK prema

izrazu [6]:

KUP = 0,479206 + 0,001871xA - 0,0589972xB - 0,00000749333xA2 + [6]
0,000315833xAxB + 0,00230741xB2

gdje su:

KUP-koncentracija ukupnih proteina;

A-snaga mikrovalova;

B-vrijeme ekstrakcije.
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Predvidena promjena koncentracije ukupnih proteina s promjenom snage mikrovalova i
vremena ekstrakcije vidljiva je u Tablici 12 . Tablica prikazuje podrucje vrijednosti u kojoj
se javlja najstrmiji uspon krivulje promjene koncentracije ukupnih proteina, odnosno
podru¢je u kojem se za najmanju promjenu faktora snage mikrovalova i vremena
ekstrakcije najbrze mijenja koncentracija ukupnih proteina. To podrucje vrijednosti
zanimljivo je za istrazivanje prilikom potencijalnih buduc¢ih mjerenja, ako se malom
promjenom uvjeta zeli posti¢i znaCajno povecanje ili smanjenje udjela proteina u

dobivenom ekstraktu.

Tablica 12. Predvidena vrijednost koncentracije ukupnih proteina prema postavljenom

modelu eksperimenta

Predvideno
Snaga (W) Vrijeme (min) Koncentracija ukupnih proteina (mg/L)
150,0 6,0 0,604589
151,0 6,03872 0,606737
152,0 6,07869 0,608923
153,0 6,11992 0,611149
154,0 6,16241 0,613416
155,0 6,20617 0,615728
160,0 6,34231 0,621263
170,0 6,69235 0,648541

Tablica 13 prikazuje rezultate optimizacije parametara ekstrakcije. Optimalna vrijednost
koncentracije ukupnih proteina iznosi 0,778 mg/L, a ona se postiZze pri maksimalnoj snazi
mikrovalova od 200 W i pri najduljem vremenu ekstrakcije od 9 minuta. Usporedbom

predvidenih i dobivenih rezultata vidljivo je vrlo dobro podudaranje s dobivenim modelom.

Tablica 13. Prikaz rezultata optimizacije MAE za ukupne proteine

Faktor Najvise Najnize Optimalno
Snaga (W) 100,0 200,0 200,0
Vrijeme (min) 3,0 9,0 9,0
Optimalna vrijednost: 0,778097 mg/L
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Vrijednost dobivena u optimalnim uvjetima: 0,7734 £ 0,07 mg/L
4.2.1.2 Aminokiselinski sastav MAE ekstrakta SPK

U proteinskim ekstraktima SPK s najvisSim sadrzajem proteina (M2: 9 min 200 W i M7: 9
min 150 W) odreden je udio i sastav aminokiselina. Obradom dobivenih kromatograma
izraCunate Su koncentracije pojedinih aminokiselina u analiziranim uzorcima i prikazane
Tablici 14. 1z prikazanih podataka vidljivo je da je najveca koncentracija aminokiselina
Asx (539,66 1 533,02 pmol/uL) u oba uzorka. Asx oznacava zajedni¢ku koncentraciju
asparaginske kiseline (Asp) 1 asparagina (Asn), buduci da se tijekom kiselinske hidrolize
proteina Asp djelomi¢no konvertira do Asn te se ne mogu individualno kvantificirati.
Sljedeca najzastupljenija aminokiselina u oba uzorka je prolin (Pro) sa koncentracijama
485,60 pmol/uL u uzorku M2 i 488,52 pmol/uL. u M7. Tre¢u najvisu koncentraciju ima
aminokiselina Glx, koja predstavlja zajednicku koncentraciju glutaminske kiseline (Glu) i
glutamina (GlIn), kod kojih dolazi do konverzije Glu do GIn. U oba uzorka (M2 i M7)
sadrzane su gotovo sve esencijalne aminokiseline, koje ¢ine fenilalanin, histidin, izoleucin,
leucin, lizin, metionin, treonin, triptofan i valin. Jedina esencijalna aminokiselina koja
nedostaje u ovoj analizi je triptofan (Trp), ¢ija se koncentracija ne moze odrediti ovom
metodom jer tijekom hidrolize dolazi do njegove degradacije. 1z istog razloga ovom
metodom je nemoguce odrediti 1 cistein. Zbog toga Sto sadrzi sve esencijalne
aminokiseline, SPK ima potencijal za koristenje u ljudskoj prehrani. Dobiveni rezultati

uglavnom su u skladu s jednim sli¢nim pronadenim istrazivanjem (46).
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Tablica 14. Prikaz koncentracija pojedinih aminokiselina u uzorcima M2 i M7

Aminokiselina RT M2 [umol/L] M7 [umol/L]

Asx? 12,45 539,66 533,02
Ser 14,05 155,81 153,29
Glxa 14,75 403,39 440,91
Gly 16,15 404,64 394,97
His 16,69 36,65 36,94
Arg 20,42 113,05 111,93
Thr 21,17 93,89 96,76
Ala 22,47 212,70 209,15
Pro 24,63 485,60 488,52
Tyr 28,06 47,12 45,78
Val 29,09 116,85 117,78
Met 29,54 13,72 12,46
Lys 31,61 48,32 40,72

lle 32,50 88,83 90,06
Leu 33,03 93,10 93,81
Phe 34,11 56,99 59,97

& Tijekom kiselinske hidrolize Asp se konvertira do Asn, a Glu do GIn stoga se ne mogu individualno
kvantificirati. Stoga se Asp i Asn odreduju zajedno te se oznac¢avaju kao Asx, a Glu i GIn kao Glx. *Tijekom
hidrolize dolazi do degradacije triptofana i cisteina, stoga se te aminokiseline ovom metodom ne odreduju.
oznake aminokiselina: Ser — serin; Gly — glicin; His — histidin; Arg — arginin; Thr — treonin; Ala — alanin;
Tyr —tirozin; Val — valin; Met — metionin; Lys — lizin; lle- izoleucin; Leu - leucin; Phe — fenilalanin

4.2.1.3 Karakterizacija proteina/peptida u MAE ekstraktima SPK

Kako je prethodno opisano, razdvajanje proteina s obzirom na njihovu veli¢inu provedeno
je standardnom laboratorijskom tehnikom SDS-PAGE. Uzorci su pripremljeni kako bi se
osigurala optimalna reakciju sa SDS-om, odnosno zagrijavanjem uzorka u odgovaraju¢em
puferu (koji sadrzi SDS i merkaptoetanol) barem dvije minute na 100°C. Pri denaturaciji
uzorci se moraju pomijeSati s dostatnom koli¢inom pufera, koja ovisi o koncentraciji
proteina u uzorku. Pri denaturaciji proteini vezu SDS u priblizno konstantnom masenom
odnosu rezultiraju¢i da SDS-proteinski kompleksi imaju ujednacenu gusto¢u naboja i
tijekom elektroforeze migriraju na osnovu molekularnih masa. Poznato je da je u takvim
uvjetima graficki odnos logio Mr i1 Rf vrijednosti (udaljenost koju prijede protein prema
udaljenosti koju prijede boja) strogo linearan. Stoga se za kalibraciju gel sustava koristi set
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proteina poznatih molekularnih masa koji se razdvoji, a potom i vizualizira zajedno s
analiziranim uzorcima. Za izradu kalibracijskog pravca izraCunaju se Rf vrijednosti
markera i na semilogaritamskoj skali ucrtaju u odnosu na molekularne mase. Nakon toga
se Rf vrijednosti proteina u uzorcima koriste kako bi se iz kalibracijskog pravca ocitala
njihova molekularna masa. Tijekom proc¢is¢avanja proteina, SDS-PAGE omogucava
vizualizaciju i provjeru prisutnosti nezeljenih proteinskih kontaminacija. Cisti proteinski
uzorak obi¢no pokazuje samo jednu traku na gelu, dok prisutnost kontaminanata rezultira
viSestrukim trakama. SDS-PAGE moze razdvojiti i razli¢ite podjedinice proteinskog
kompleksa. To je korisno za razumijevanje strukture i funkcije multimerickih proteina.
Proteinske vrpce razdvojene SDS-PAGE metodom vidljive na Slici 22 i oznacene
brojevima od 1 do 7 dalje su iskoriStene za analizu veli¢ine i identifikaciju proteina.
Proteini su identificirani usporedbom dobivenih spektara s onima u bazi podataka UniProt
(95).

L2 b |

10 —- Ol .
Slika 22. SDS-PAGE gel standardnog proteina (M) i uzoraka M2 i M7

1z slike vidljivo da oba analizirana uzorka (M2 i M7) sadrze proteine slicne mase. Nakon
razdvajanja proteina SDS-PAGE metodom i njihove digestije u gelu, vrpce proteina

izrezane su iz SDS-PAGE gela te je provedena analiza dobivenih peptida MALDI-
79



TOF/TOF metodom.

Rezultati MALDI-TOF ili TOF/TOF analize prikazani su u Tablici 15 pri ¢emu je vidljivo
da su u MAE ekstraktima definirani proteini mase u rasponu od 15,7 kDa do najvise 70,2
kDa, a najniza. Protein Cija je masa 15,7 kDa je karakteriziran kao protein koji sadrzi
Barwinovu domenu $to ukazuje na mogucnost potencijalne primjene u smislu ciljanog

dobivanja bioloski aktivnih peptida (118).

Tablica 15. Lista identificiranih proteina/peptida u uzorcima

nEairg]]iejlallj Pristupni broj* [::/[l)";] Vggggtol;*n*je iggf_\{. Protein
peptida
1 A0A068TV85 48,9 416,1 7 Nekarakteriziran protein
2 AOA068V707 70,2 827,4 12 Nekarakteriziran protein
4 AOA068VGK6 | 15,7 2445 6 Sadrzi Barwin domenu
5 AO0A068V707 70,2 599,5 9 Nekarakteriziran protein
7 AOA068VGK6 | 15,7 1442 4 Sadrzi Barwin domenu

*Pristupni broj u UniProt bazi podataka; **Vrijednosti iznad 35 se smatraju statisti¢ki zna¢ajne (p<0,05)

4.2.2. Udio polifenola u MAE ekstraktima SPK

Polifenoli se zbog Sirokog spektra bioloskih u¢inaka smatraju funkcionalno vrijednim
sastavnicama hrane te bi njihova prisutnost u proteinskim ekstraktima SPK mogla biti
vazna za odredene aspekte buduce primjene. Stoga je bilo vazno utvrditi dolazi li tijekom
ekstrakcije proteina iz SPK do koekstrakcije polifenolnih komponenti i, ako da, utjecu li
uvjeti MAE pogodni za ekstrakciju proteina na prinose ukupnih polifenola. Rezultati
odredivanja udjela ukupnih polifenola u ekstraktima SPK dobivenih postupkom
mikrovalne ekstrakcije pri razli¢itim uvjetima vremena tretiranja i snage prikazani su u
Tablici 16.
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Tablica 16. Udio polifenola u ekstraktima SPK dobivenih postupkom mikrovalne

ekstrakcije pri razli¢itim vremenima tretiranja i snage

Vrijeme o )
Oznaka o Snaga Ukupni polifenoli
tretiranja
uzorka ) [W] [mg EGK/100 g]
[min]
M1 6 100 591,9+ 0,10
M2 9 200 646,8 + 0,06
M3 9 100 556,4 +0,04
M4 3 200 568,8 +0,02
M5 6 200 559,9 +0,15
M6 6 150 677,8 £ 0,03
M7 9 150 611,8 £ 0,11
M8 3 100 617,0 +0,09
M9 3 150 654,0 +0,06

*EGK - ekvivalenti galne kiseline

Analizom dobivenih ekstrakata utvrdeno je da tijekom ekstrakcije proteina dolazi do
znacajne koekstrakcije polifenolnih sastavnica. Vrijednosti udjela polifenola kretale su se
u rasponu od 556,3969 + 0,04 mg EGK/100 g do 677,8111 + 0,03 mg EGK/100 g. Najveci
maseni udio polifenola (677,8111 + 0,03 mg EGK/100 g) imao je uzorak M6 koji je tretiran
6 minuta mikrovalovima snage 150 W. To je neoCekivan rezultat, buduci da je ocekivano
da bi uzorak koji je tretiran najduZe i s najve¢om snagom (M2) trebao imati najveci udio
(46). Medutim, uzorak M2 imao je maseni udio polifenola od 646,7556 + 0,06 mg
EGK/100 g, $to je tek trec¢a po redu najveca dobivena vrijednost. Drugi najbolji rezultat
pokazao je uzorak M9 (653,9917 + 0,06 mg EGK/100 g), koji je tretiran 3 minute snagom
mikrovalova od 150 W. Najnizi maseni udio polifenola imao je uzorak M3 (556,3969 +
0,04 mg EGK/100 g), koji je tretiran 9 minuta, najnizom snagom mikrovalova od 100 W.
Ovakav rezultat je bio predvidljiv zbog najnize koristene snage mikrovalova, ali ne i zbog
dugog vremena tretiranja. S druge strane, za uzorak M8 koji je tretiran najkrace (3 minute)
s najnizom snagom mikrovalova (100 W), ocekivao se najnizi udio ukupnih polifenola,
medutim dobiveni rezultat od 617,0333 + 0,09 mg EGK/100 g je bio ¢etvrti po redu od
najvisih dobivenih udjela.
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U Tablici 17 prikazani su rezultati provedene analize varijance na temelju koje se moze

zakljuciti koji od promatranih parametara znacajno utje¢u na udio polifenola u dobivenim

ekstraktima. Za prinose polifenola niti jedan od ispitivanih faktora (snaga mikrovalova i

vrijeme ekstrakcije) ne pokazuje statisticku znacajnost (p > 0,05). Ispitan je i utjecaj

meduodnosa nezavisnih varijabli (AA, AB, BB), koji se takoder nije pokazao statisticki

znacajnim (p > 0,05). Dobiveni rezultati vjerojatno su posljedica ¢injenice da je ekstrakcija

provedena unutar raspona vrijednosti snage/temperature pogodnih za ekstrakciju proteina,

a koji su puno blaZi od uvjeta MAE koji su se u literaturi pokazali optimalnima (i

znacajnima) za ekstrakciju fenolnih komponenti iz sli¢nih kompleksnih matrica (119, 120)

Tablica 17. Analiza varijanci (ANOVA) za odredivanje ukupnih fenola

) o Srednja
Zbroj Stupnjevi 3 ) 3
Izvor vrijednost F-omjer | p-vrijednost
kvadrata slobode
kvadrata
A: Snaga 17,2941 1 17,2941 0,01 0,9139
B: Vrijeme 103,614 1 103,614 0,08 0,7923
AA 6666,39 1 6666,39 5,33 0,1042
AB 4798,67 1 4798,67 3,83 0,1451
BB 1,02474 1 1,02474 0,00 0,9790
Ukupna pogreska 3754,72 3 1251,57 / /
Ukupna pogreska 15341,7 8 / / /
(ispravljeno)
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4.3  Primjenjivost ultrazvuc¢ne ekstrakcije u revalorizaciji SPK

4.3.1 Udio i kvaliteta proteina u UAE ekstraktima SPK

4.3.1.1 Udio ukupnih proteina u UAE ekstraktima,

U Tablici 18 prikazane su dobivene koncentracije ukupnih proteina u ekstraktima SPK
dobivenim postupkom UAE za razli¢ite kombinacije trajanja ekstrakcije (3-9 min) i

amplitude ultrazvuéne probe (50-100%).

Tablica 18. Rezultati mjerenja masenog udjela ukupnih proteina u uzorku SPK

Vrijeme Amplituda Ukupni proteini

Uzorak [ min] [%6] [mg/L uzorka]
Ul 6 100 0,8705 + 0,06
U2 6 75 0,7368 + 0,14
U3 9 100 0,8715+ 0,09
U4 9 50 0,7062 + 0,12
U5 9 75 0,6213 + 0,05
U6 3 75 0,6110 + 0,10
u7 6 50 0,5126 + 0,12
us 3 100 1,1012 + 0,08
U9 3 50 0,6617 + 0,10

1z rezultata prikazanih u Tablici 18 je vidljivo da je najveci maseni udio proteina odreden
u uzorku U8 (1,1012 £ 0,08 mg/L), a koji je tretiran ultrazvukom 3 minute i amplitudom
100 %. Nesto nize vrijednosti odredene su u uzorcima U3 i U1 (redom 0,8715 £ 0,09 mg/L
10,8705 + 0,06 mg/L). Za sva tri uzorka s najvisim prinosima zajednicka je amplituda (100
%) koja se pokazala najucinkovitijom u ekstrakciji proteina. Najnize vrijednosti masenog
udjela proteina izmjerene su u uzorku U7 (0,5126 + 0,12 mg/L) tretiranom 6 minuta,
amplitudom 50 %.

1z rezultata dobivenih analizom varijance (Tablica 19) gdje se testira statisticka znacajnost
svakog faktora usporedbom srednjeg kvadrata s procjenom eksperimentalne pogreske,

utvrdeno je da znacajan statisticki uc¢inak na udio ukupnih proteina (p < 0,05) ima
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amplituda. Stoga, prilikom optimizacije parametara UAE treba paZljivo prilagoditi

postotak amplitude kao bi se postigli optimalni rezultati ekstrakcije.

Tablica 19. Statisti¢ki znacajne varijable za udio ukupnih proteina

lzvor th:erJ Stupanj Sred:Jac\llruednost F- omjer | p-vrijednost
vadrata | ¢ohode vadrata
A:amplituda | 0,154465 1 0,154465 13,02 0,0365
B: vrijeme 0,00509834 1 0,00509834 0,43 0,5589
AA 0,0342783 1 0,0342783 2,89 0,1877
AB 0,0187964 1 0,0187964 1,58 0,2972
BB 0,0061642 1 0,0061642 0,52 0,5231
Ukupna - -
y 0,0355909 3 0,0118636
pogreska

Graficki prikaz 3D dijagrama (Slika 24) predstavlja hipotetski model kojim ¢e se mijenjati
udio ukupnih proteina promjenom vrijednosti amplitude i vremena tretiranja. Model je
kreiran nakon $to smo spoznali kako najznacajniji u¢inak ima vrijednost amplitude tijekom
ekstrakcije. Uz pomo¢ njega je moguce lakSe manipulirati procesom ako zelimo malom

promjenom uvjeta ekstrakcije znac¢ajno povecati ili smanjiti udio proteina u ekstraktu.

117
1.07
0,97
0,87
0,77
0.67
0,57

udio ukupnih proteina [mg L]

amplituda [%a]

Slika 24. 3D prikaz odzivne povrsine za udio ukupnih proteina
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Rezultati optimizacije provedene UAE iznose 3 minute za vremenski interval trajanja
tretmana i amplitudu od 100 %. Stoga nije potrebno tretirati uzorke duze od 3 minute, jer
vrijeme nema statisti¢ki znacajan utjecaj na udio proteina. Ovakvi podaci vrlo su vazni za
povecanje odrzivosti tehnoloskih procesa jer omoguéuju smanjenje potro$nje resursa, a da
se pri tome i dalje postizu najbolji rezultati. Provedbom statisticke analize dobivena je
regresijska jednadzba (polinom optimizacije) eksperimentalnog modela [7] prilagodena

eksperimentalno dobivenim podacima:

Udio ukupnih proteina =1,18532 - 0,019518xA - 0,0151889xB [7]
+0,000209467xA2 - 0,000914xAxB +0,00616852xB>

gdje su:

A-amplituda ultrazvuéne probe; B-vrijeme ekstrakcije.

Predvidena promjena koncentracije ukupnih proteina s promjenom amplitude probe i
vremena ekstrakcije prikazana je u Tablici 20. Tablica prikazuje podrucje vrijednosti u
kojoj se javlja najstrmiji uspon krivulje promjene koncentracije ukupnih proteina, odnosno
podru¢je u kojem se za najmanju promjenu faktora snage mikrovalova i vremena
ekstrakcije najbrze mijenja koncentracija ukupnih proteina. To podrucje vrijednosti
zanimljivo je za istrazivanje prilikom potencijalnih budu¢ih mjerenja, ako se malom
promjenom uvjeta zeli posti¢i znaCajno povecanje ili smanjenje udjela proteina u
dobivenom ekstraktu. Rezultati pokazuju da se primjenom amplitude 100,00 % i vremena
od 9 minuta postizu optimalne vrijednosti udjela proteina (0,8685 mg/L). visina amplitude
U pojedina¢nim analizama ipak ima zna¢ajan utjecaj na udio proteina. Stoga to treba uzeti

u obzir prilikom dizajniranja UAE da se smanji nepotrebno troSenje energije.

Tablica 20. Predvidena vrijednost koncentracije ukupnih proteina prema postavljenom

modelu eksperimenta

Faktor Najniza Najvisa Optimalno
Amplituda (%) 50,0 100,0 100,00
Vrijeme (min) 3,0 9,0 9,0
Optimalna vrijednost: 1,06394 mg/L
Vr_ije_dnost dobivena u optimalnim 0,8715 + 0,09 mg/L
uvjetima
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4.3.1.2 Aminokiselinski sastav UAE ekstrakata SPK

Iz podataka prikazanih u Tablici 21 vidljivo je da je najveca koncentracija aminokiselina
Asx (539,03 i 577,53 umol/L) u oba uzorka. Asx oznacava zajedni¢ku koncentraciju
asparaginske kiseline (Asp) i asparagina (Asn), budu¢i da se tijekom kiselinske hidrolize
proteina Asp djelomi¢no konvertira do Asn te se ne mogu individualno kvantificirati.
Sljedeca najzastupljenija aminokiselina u oba uzorka je prolin (Pro) sa koncentracijama
486,73 pmol/L u uzorku U6 i 523,03 umol/L u uzorku U8.

Trecu najviSu koncentraciju ima aminokiselina Glx, koja predstavlja zajednicku
koncentraciju glutaminske kiseline (Glu) i glutamina (GlIn), kod kojih dolazi do konverzije
Glu do GIn. Nakon toga prema zastupljenosti u nizu je aminokiselina Gly, a to je gradom
najjednostavnija aminokiselina. U oba uzorka (U2 i U8) sadrzane su gotovo sve esencijalne
aminokiseline (Phe, His, lle, Leu, lys, Met, Tyr, Val). Ovdje nedostaje aminokiselina Thr
koju nije bilo moguce izmjeriti ovom metodom jer dolazi do njene degradacije. Ta
¢injenica pokazuje veliki potencijal primjene SPK u ljudskoj prehrani. Koncentracije
aminokiselina u oba uzorka se minimalno razlikuju, ali koncentracije svih aminokiselina su
nesto viSe u uzorku U8 jer taj uzorak sadrzi ve¢i maseni udio ukupnih proteina (1,1012 +
0,08 mg/L) u odnosu na uzorak U6 (0,6110 £ 0,10 mg/L). Dobiveni rezultati uglavhom su

usporedivi s rezultatima Wen i suradnici (46) te Zangh i suradnici (76).
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Tablica 21. Prikaz koncentracija pojedinih aminokiselina u uzorcima s najve¢im prinosom
proteina nakon UAE (U6 i U8)

Aminokiselina RT [pn?ob; L [prrL1J08I L]
Asx. 12,45 539,03 577,53
Ser 14,05 148,91 163,49
Glx* 14,75 423,38 454,45
Gly 16,15 382,67 412,37
His 16,69 34,22 38,87
Arg 20,42 110,81 121,82
Thr 21,17 92,49 100,72
Ala 22,47 206,32 226,69
Pro 24,63 486,73 523,03
Tyr 28,06 41,72 46,99
Val 29,09 110,71 125,81
Met 29,54 12,08 14,12
Lys 31,61 44,60 48,98
lle 32,50 82,36 94,52
Leu 33,03 85,17 98,27
Phe 34,11 52,33 60,83

“Tijekom Kkiselinske hidrolize Asp se konvertira do Asn, a Glu do GIn stoga se ne mogu individualno
kvantificirati. Stoga se Asp i Asn odreduju zajedno te se oznacavaju kao Asx, a Glu i GIn kao GIx.Tijekom

hidrolize dolazi do degradacije triptofana i cisteina, stoga se te aminokiseline ovom metodom ne odreduju.

4.3.1.3 Karakterizacija proteina u UAE ekstraktima SPK

Karakterizacija proteina u SPK ekstraktima dobivenim primjenom UAE provedena je na
isti na¢in kako je prethodno opisano za MAE. Za analizu su odabrana dva uzorka s
najve¢im prinosima proteina (U1 i U8). Na Slici 23 vidljivo je da oba uzorka sadrze

proteine sli¢ne mase.
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Slika 23. SDS-PAGE gel uzoraka Ul i U8 (U-standardi)

Rezultati MALDI-TOF ili TOF/TOF analize prikazani su u Tablici 22 na isti na¢in kao
kod podataka za MAE, a pri ¢emu je vidljivo da je najve¢a masa proteina 70,2 kDa, a
najniza 15,7.

Kao i u slu¢aju MAE, utvrdeno je da protein ¢ija je masa 15,7 sadrzi Barwinovu domenu.
Osim proteina s Barwinom domenom prisutan je i drugi ustanovljeni protein koji nema

specifi¢ne karakteristike, osim velike mase.
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Tablica 22. Lista identificiranih proteina/peptida u uzorcima

Linija na . . - Mw Vrednovanje Broj ident. .
gelu Pristupni broj [kDa] pogotka** peptida Protein
8 A0A068V707 | 70,2 322,6 6 Nekarakteristi¢an
10 AOA068VGKG6 | 15,7 1442 4 Sadrzi
Barwinovu
domenu
11 AQA068V707 | 70,2 851,3 15 Nekarakteristi¢an
13 AOA068VGKG6 | 15,7 1442 4 Sadrzi
Barwinovu
domenu

*Pristupni broj u UniProt bazi podataka; **Vrijednosti iznad 35 se smatraju statisti¢ki znaéajne (p<0,05)

4.3.2 Udio i kvaliteta polifenola u ekstraktima SPK

Kao Sto je prethodno objasnjeno, zbog pozeljne prisutnosti polifenola u ekstraktima SPK,
jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je utvrditi dolazi li tijekom ekstrakcije proteina iz
SPK do koekstrakcije polifenolnih komponenti i, ako da, utjecu li uvjeti UAE pogodni za
ekstrakciju proteina na prinose ukupnih polifenola. Rezultati odredivanja udjela ukupnih
polifenola u ekstraktima SPK dobivenih postupkom mikrovalne ekstrakcije pri razli¢itim
uvjetima vremena tretiranja i snage prikazani su u Tablici 23.

Maseni udio ukupnih polifenola u uzorku SPK se kretao u rasponu od 375,5722 + 0,05 mg
EGK/100 g do 525,6778 + 0,03 mg EGK/100 g. Uzorak U5 koji je tretiran 9 minuta i
amplitudom od 75 % pokazao je najvec¢i maseni udio ukupnih polifenola (525,6778 £+ 0,03
mg EGK/100 g). Nesto nizu vrijednost udjela ukupnih polifenola pokazao je uzorak Ul
tretiran 6 minuta i amplitudom 100 % (483,9389 = 0,03 mg EGK/100 g), uzorak U3 je
pokazao nizu vrijednost od o¢ekivanog. S obzirom da je tretiran najviSom amplitudom i
najduzim vremenom pretpostavljalo se da ¢e pokazati najvisu vrijednost udjela ukupnih
polifenola. Medutim, uzorak je tek treéi u nizu (456,8556 + 0,03 mg EGK/100 g). Ipak je
oc¢ekivano najniza izmjerena vrijednost bila kod uzorka U9 koji je podvrgnut tretmanu od
3 minute i amplitudi 50 % (375,5722 + 0,05 mg EGK/100 g). NizZa vrijednost masenih
udjela polifenola uzoraka je rezultat loSeg odabira otapala. Istrazivanja su pokazala kako
je voda najlosije otapalo za ekstrakciju polifenola (121).
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Tablica 23. Rezultati mjerenja masenog udjela ukupnih polifenola u uzorku SPK

Vrijeme Amplituda Ukupni polifenoli

Uzorak [ min] [96] [mg EGK/100 g]
Ul 6 100 483,9 + 0,03
U2 6 75 436,5+ 0,03
U3 9 100 456,9 + 0,03
U4 9 50 413,2+0,09
U5 9 75 525,7 £ 0,03
U6 3 75 397,7+£0,06
U7 6 50 387,0 £ 0,03
U8 3 100 434,3+ 0,05
U9 3 50 375,6 £ 0,05

*EGK-ekvivalenti galne kiseline

Tablica analize varijanci (ANOVA) prikazuje varijabilnost udjela ukupnih polifenola za
svaki od faktora. Rezultati analize varijanci za udio ukupnih polifenola u Tablici 24
pokazuju kako promjena visine amplitude i vremenskog intervala kao ni njihova

kombinacija nemaju znac¢ajan utjecaj na udio ukupnih polifenola (p>0,05).

Tablica 24. Analiza varijanci za udio ukupnih polifenola

Zbroj Stupnjevi Srednja
Izvor kvadrata | slobode vrijednost F- omjer |p-vrijednost
kvadrata
A: amplituda 6623,8 1 6623,8 4,30 0,1299
B: vrijeme 5899,76 1 5899,76 3,83 0,1454
AA 1584,21 1 1584,21 1,03 0,3854
AB 57,2141 1 57,2141 0,04 0,8596
BB 7,21873 1 7,21873 0,00 0,9498
Ukupna 4626,57 3 1542,19 - -
pogreska
Ukupna
korelacija 18798,8 8 ) ) )
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4.4 Analiza Zivotnih ciklusa
4.4.1 GWP ekstrakcije proteina iz SPK

Kod prerade kave, direktne i indirektne emisije staklenickih plinova znacajno utjeu na
ukupni potencijal globalnog zatopljenja (GWP). GWP se standardno definira kao umnozak
potrosnje energije (kWh) i emisijskog faktora (kg CO-/kWh) pa zato GWP nema
specifi¢nu mjeru u konvencionalnim jedinicama kao §to su kilogrami ili metri. Umjesto
toga, GWP je omjer koji izrazava koliko topline odredeni plin moze ,,zarobiti“ u atmosferi
u odnosu na ekvivalentnu masu ugljicnog dioksida (CO:). Stoga se GWP mjeri u odnosu
na kilograme ekvivalenta uglji¢nog dioksida (kg CO:ze).

Procjena utroska energije, vode, struje 1 obrade materijala je klju¢na za tocan izraun GWP
postupka procesuiranja SPK. Koristenjem stvarnih podataka, za svaki od ovih ¢imbenika
moze se dobiti precizniji izraun, §to pomaze u identificiranju podrucja gdje se mogu
napraviti poboljSanja s ciljem smanjenja ukupnog uglji¢nog otiska. Kompanija Franck d.d.,
¢iji su uzorci SPK u ovom radu analizirani, javno je objavila sumarne tehnoloSke podatke
u svojem godiSnjem izvjeStaju (zadnji iz 2022.) (122), a koji su onda koriSteni za izracun
GWP (64, 70). 1z analize dostupnih izvjestaja razvidno je da apsolutna potrosnja elektri¢ne
energije poduzeca raste u odnosu na prethodne godine $to posljedi¢no utjece i na povecanje
GWHP-a razli¢itih procesa (a tako i dobivanja SPK), iako se korelacija mora utvrditi
izraCunima. Promjene u potro$nji energenata ovisile su u najvecoj mjeri o Sirenju
poslovanja i poveéanju proizvodnih kapaciteta, a §to se posljedi¢no odrazilo i na potrosnju
elektri¢ne energije. Potrosnja topline odnosi se na potrebe za rad pogona (linija za przenje
kave i kavovina) i grijanje te podrazumijeva potrosnju prirodnog plina i pare. Dio potrosnje
topline koji se odnosi na procese proizvodnje proporcionalan je koli¢ini preradene kave,
dok je drugi aspekt ovisan o vanjskim vremenskim uvjetima.

U okviru ovog istrazivanja najprije je analiziran je GWP dobivanja proteinskih ekstrakata
iz SPK postupkom MAE i UAE za razli¢ite kombinacije vremena ekstrakcije i snage
mikrovalova/amplitude ultrazvu¢ne sonde, a nakon toga su za prihvatljive ekstrakcijske
uvjete (zadovoljavajuéi prinos i sto manji GWP) napravljene simulacije GWP procesa na
industrijskoj razini koji uzimaju u obzir Citav zivotni ciklus proizvoda (123, 124),
ukljucujuéi i zbrinjavanje otpada.

Vrijednosti GWP za proteinske ekstrakte SPK dobivene postupkom MAE ovisno o

razli¢itim uvjetima prikazani su, od najmanjeg prema najve¢em, u Tablici 25.

91



Tablica 25. Rezultati izracuna GWP za proteinske ekstrakte SPK dobivene postupkom
MAE

Redni broj Prinos Energija Vrijeme GWP
uzorka [mg/L] [KWh] [min] [g COze / ciklusu]

M8 0,5286 5 3 2,59
M9 0,5742 3 3 3,89
M1 0,5215 10 6 5,18
M4 0,5912 10 3 5,18
M3 0,5213 15 9 7,78
M6 0,5926 15 6 7,78
M5 0,6622 20 6 10,37
M7 0,6885 22,5 9 11,67
M2 0,7734 30 9 15,55

Vrijednosti GWP kretale su se od 2,5924 g COze/ciklusu (uzorak M8) do ¢ak 15,5544 g
COze/ciklusu. Vrijednosti GWP ocekivano su korelirale s utroSkom energije u pojedinom
ciklusu (Pearson r = 0.8257) te GWP vrijednostima (Pearson r =0,8894).

PotroSnju energije za provedbu UAE moguce je izraunati ako su poznati amplituda
(izraZena kao postotak), vrijeme (u minutama) i snaga uredaja (u vatima), te se zatim na
temelju emisijskog faktora energije izracunati emisiju CO.. Podaci za snagu kod UAE su
navedeni u Tablici 26 te je prema njima izracunata prilagodena snaga. Uz prera¢unavanje
Emisijskog faktora koji iznosi 0,51848 kg CO2 / kWh, moze se izracunati Emisija CO2 (kg)

na isti na¢in kao i kod mikrovalne ekstrakcije.
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Tablica 26. Prosje¢ne vrijednosti parametara prac¢enih tijekom izvodenja UAE

Ukupna
Uzorak | Vrijeme | Amplituda | Temperatura | Snaga Energija dT romiena
[min] [%] [°Cl [w] [ ahdl
*
[Bs]
Ul 6 100 18,042 + 0,235 68,236 + 1425651 + 1,000+ 0,833 | 4,367+0,270
0,276 0,518
uz2 6 75 18,542 + 0,171 61,854 + 12235,22 + 0,917+ 1,588 4,077+0,572
0,114 0,534
U3 9 100 20,185 + 0,320 63,676 * 19447,380 1,185+ 1,290 | 5,497+0,341
0,324 + 0,497
U4 9 50 1711140140 | 43042+ | 13727167 | 0,819+1933 | 3,233:0,807
0‘075 + 0,556
us 9 75 19852+ 0,357 | go741+ | 18151546 | 1,824+1338 | 9,040£0,292
0177 +0,528
U6 3 75 22375£0124 | gg5g3+ | 6585208 | 1,000+1,323 | 5,018+0,409
U7 6 50 21,639+0,164 | 49750+ | 9401944 | 0,819+2,097 | 4,482+0,556
0.045 +0,552
us 3 100 25875+0102 | g5167+ | 8203708 | 1,208£0,755 | 4,273%0,265
0,032 + 0,526
U9 3 50 20,639+0,092 | 50702+ | 4890222 | 0,306+ 1,693 | 2,230,341
0.031 +0,533

= masa uzorka iznosi 110 g, a specifi¢ni toplinski kapacitet uzorka iznosi 1,5114 J K1 g1

U Tablici 27 su prikazane vrijednosti GWP-a postupaka dobivanja proteinskih ekstrakata

u razli¢itim uvjetima UAE, prema rastu¢im vrijednostima.

Tablica 27. Rezultati izracuna GWP postupaka dobivanja proteinskih ekstrakata u

razli¢itim uvjetima UAE, prema rastu¢im vrijednostima

Redni broj Prinos Energija Vrijeme GWP
uzorka [mg/L] [kWh] [min] [g COz¢ / ciklusu]

U9 0,6617 0,001358 3 131
U6 0,6110 0,001829 3 1,80
U8 1,1012 0,002279 3 2,21
U7 0,5126 0,002611 6 2,58
U2 0,7368 0,003399 6 3,21
Ul 0,8705 0,00396 6 3,54
U4 0,7062 0,003813 9 3,74
U5 0,6213 0,005042 9 4,72
U3 0,8715 0,005402 9 4,95

Iz navedenih podataka vidljivo je da najveci potencijal globalnog zatopljenja ima uzorak

U3 s GWP od 4,95 g COze, odnosno da porastom vremena tretiranja uzorka dolazi do
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povecanja istog, uz linearno povecanje amplitude. Medutim, povecanje je intenzivnije
povecanjem vremena. Za razliku od ekstrakcije potpomognute mikrovalovima u slucaju
UAE nije utvrdena korelacija prinosa proteina s utroskom energije odnosno GWP-om.

(Pearson r prinos-energija =0,1344, a Pearson r prinos-GWP=1,1063)

4.4.2 GWP proteinskih ekstrakta SPK dobivenih procesom UAE kroz LCA

postupak za dobivanje proteinskih ekstrakata i u smislu prinosa i ukupnog GWP
ekstrakcijskog procesa. Stoga je koristenjem prethodno dobivenih podataka o GWP jednog
UAE ciklusa izra¢unat ukupni GWP proteinskog ekstrakta SPK dobivenog procesom UAE,
a izrazeno po kg nastalog otpada i to u 2 scenarija — bacanja otpada koji zaostaje nakon
ekstrakcije na odlagaliste ili njegovim biokompostiranjem.

Rezultati pokazuju da GWP ekstrakcijskog postupka za uzorke SPK U1-U9 iznosi 1,31 —
4,95 g CO2e/uzorku odnosno 131 — 495 g CO2¢e/kg otpada (uz pretpostavku da je prosje¢na
koli¢ina otpada koji zaostaje nakon ciklusa ekstrakcije oko 50 %, a $to je utvrdeno tijekom
laboratorijskih pokusa).

Izracun ukupnog GWP proteinskog ekstrakta dobiven je uzimajuéi u obzir Citav zivotni
ciklus proizvoda pri cemu se otpad koji zaostaje nakon ekstrakcijskog procesa odlaze na
odlagaliSte i temeljio se na dostupnim literaturnim podacima (125) te je procijenjen za tri

scenarija (s obzirom na koli¢inu otpada zaostalog nakon ekstrakcijskog procesa).
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Tablica 28. Rezultati izracuna GWP proteinskog ekstrakta SPK dobivenog procesom

UAE u razli¢itim scenarijama nastale koli¢ine otpada koja se odlaze na odlagalisSte.

GWP GWP GWP
Redni broj [g CO2e / kg [g CO2e / kg [g COze/
uzorka otpada] otpada] kg otpada]
Uz ostatak 25 % Uz ostatak 50 % Uz ostatak 75 %
otpada otpada otpada
U9 320,24 509,5 698,71
U6 369,24 558,5 747,71
U8 410,24 599,5 788,71
u7 447,24 636,5 825,71
U2 510,24 699,5 887,71
Ul 543,24 732,5 921,71
U4 563,24 752,5 941,71
U5 661,24 850,5 1039,71
U3 684,24 873,5 1062,71

S obzirom na dobivene rezultate moze se graficki prikazati kako GWP gotovo linearno

raste s povecanjem ostatka postotka otpada, prema Slici 26 (GWP uzoraka su aritmeticki

poredani po rastu¢im vrijednostima):
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Slika 26. Prikaz ovisnosti GWP uz variranje otpadne SPK

GWP uz ostatak 75 % otpada
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Kako je vidljivo iz prikazanih podataka, GWP kona¢nog proizvoda znaajno varira s

obzirom na koli¢inu nastalog otpada. Najvazniji ¢imbenik koji pridonosi stvaranju

staklenickih plinova u tom smislu je koli¢ina metana koja nastaje tijekom nekontrolirane

razgradnje otpada po odlaganju na deponij otpada. Zbog toga je istrazeno moze li se

kompostiranjem nastalog otpada postic¢i znacajno smanjenje emisija metana (i posljedi¢no

GWP) u odnosu na odlaganje. Dobiveni rezultati GWP proteinskog ekstrakta SPK

dobivenog postupkom UAE u dva scenarija - odlaganja otpada na deponij i njegovog

kompostiranja (pod pretpostavkom da nakon procesa ekstrakcije 50% SPK zaostaje kao

otpad) prikazana su u Tablici 29.

Tablica 29. Usporedba GWP proteinskog ekstrakta SPK dobivenog postupkom UAE u dva

scenarija — odlaganje otpada i kompostiranje otpada.

Redni broj GWP / kg otpada GWP / kg otpada
uzorka (deponij) (kompostiranje)
U9 509,5 231
U6 558,5 298
us 599,5 339
u7 636,5 376
U2 699,5 439
Ul 732,5 472
U4 752,5 492
us 850,5 590
U3 873,5 613

Usporedujuéi prikazane rezultate moze se primijetiti iz grafickog prikaza kako je GWP

gotovo dvostruko manji u situaciji kada se otpad kompostira, a prema Slici 27.
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Slika 27. Usporedni prikaz rasta GWP deponij VS kompostiranje
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5. RASPRAVA
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5.1 Zdravstvena ispravnost SPK

Zdravstvena ispravnost SPK vrlo je vazna ako ovaj nusproizvod Zelimo promatrati kao
potencijalno vrijednu sekundarnu sirovinu s moguénos¢u primjene u prehrambenoj ili
farmaceutskoj industriji. Dostupna znanstvena istraZivanja izuzetno su malobrojna, a
pokazuju da SPK moze sadrzavati ostatke teSkih metala, kao Sto su olovo, ziva i kadmij,
ali da se oni u SPK op¢enito nalaze u niskim koncentracijama - Ziva i kadmij otkriveni su
u koncentracijama od 0,05 mg/kg i 0,07 mg/ kg (126). Prema dostupnim podacima,
prisutnost ostataka pesticida takoder je minimalna, te se procjenjuje da ne predstavlja
znacajan zdravstveni rizik. U naSem istrazivanju u uzorcima SPK detektirana su tri
pesticida - flutriafol u koncentraciji od 0,012+0,002 mg/kg, imidakloprid u koncentraciji
od 0,016+0,002 mg/kg i piperonil butoksid u koncentraciji od 0,002+0,000 mg/kg. Svi
pesticidi nalaze se ispod granice maksimalno dopustenih ostataka pesticida u hrani i ne
predstavljaju rizik za ljudsko zdravlje. U uzorku SPK detektirana su i Getiri teSka metala, a
najvecu koncentraciju ima nikal (2,495+0,055 mg/kg), zatim olovo (0,249+0,077 mg/kg),
arsen (0,107+£0,018 mg/kg) i kadmij (0,106+0,002 mg/kg). Prema spomenutoj Uredbi
Komisije br. 1881/2006 olovo i kadmij se nalaze u koncentracijama koje ne prelaze
maksimalno dopustene koli¢ine kontaminanata u hrani, te stoga ne predstavljaju rizik za
ljudsko zdravlje. Koli¢ina arsena u SPK detektirana je u niskim koncentracijama, a zbog
niskih koncentracija u veéini hrane, u Uredbu 1881/2006 jo$ uvijek nisu uvedene
maksimalno dopustene koli¢ine za arsen u prehrambenim proizvodima. Nikal je prema
izvjes¢u EFSA-e detektiran i u mnogim drugim prehrambenim proizvodima i to u
koncentracijama puno ve¢im od 2,495 mg/kg koliko se nalazi u uzorku SPK, bez obzira na
to nisu uvedene maksimalno dopustene koli¢ine nikla u prehrambenim proizvodima.
Dobiveni rezultati uglavnom su u skladu sa sli¢nim istrazivanjima drugih autora. Bellestros
i suradnici (115) su dokazali da SPK sadrzi 1,64 mg/kg nikla, <1,60 mg/kg olova i <0,15
mg/kg kadmija. Rezultati tog rada slazu se s rezultatima koli¢ine olova i kadmija koji su
dobiveni analizom SPK u ovom istrazivanju, jedina razlika je Sto je u ovom radu nikal
pronaden u ne$to ve¢im koncentracijama. | u drugim istrazivanjima (116) utvrdene su iste
koli¢ine arsena i kadmija te slicne koli¢ine olova i nikla. Takoder su u tom istrazivanju
pronadene manje koli¢ine nikla i olova, dok je kadmija bilo nesto vise. Najvisa koli¢ina

nikla (3,17 + 0,23 mg/kg) pronadena je u istrazivanju u mijeSanom uzorku SPK, od
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Martuscelli i sur. (117). Sve su te razlike vjerojatno bile povezane sa sastavom mijeSanih
uzoraka SPK (% obje sorte), nac¢inom uzgoja bilja (zemlja, voda, KoriStena gnojiva i
pesticidi) te u zavisnosti od uvjeta proizvodnje kave (koristene mjeSavine kave i
temperature przenja), ostalih biljnih sekundarnih spojeva i kontaminanata, ali procjenom
objavljenih rezultata nisu ustanovljeni toksi¢ni u¢inci SPK, koji nisu bili niti o¢ekivani.

Opcenito, mozemo zakljuéiti da SPK mozemo Koristiti kao sekundarnu sirovinu u

proizvodnji novih prehrambenih proizvoda ili kao dodataka prehrani.

5.2 Valorizacija SPK kao sekundarne sirovine za dobivanje proteina — usporedba
MAE i UAE

Istrazivanje alternativnih izvora proteina za ljudsku prehranu sve je vaznije u kontekstu
neodrzivosti i nefunkcionalnosti postojeceg sustava opskrbe hranom. Uzimajuci u obzir
rast globalne populacije koja ¢e do 2050. godine dosegnuti gotovo 10 milijardi ljudi jasno
je da ¢e tradicionalni izvori Zivotinjskih proteina postati nedostatni osobito uzimajuci u
obzir velik ekoloski otisak uzgoja stoke te nuznost drasticnog smanjenja emisija
staklenickih plinova do 2050. Upravo iz tog razloga, uvodenje alternativnih izvora proteina
predstavlja logi¢an i nuzan korak kojim se smanjuje utjecaj na okoli$, a istodobno
osigurava dostupnost kvalitetnih proteina. Osim toga, ovakve alternative mogu pomo¢i u
rjeSavanju pothranjenosti, osobito u ranjivim populacijama gdje je pristup
visokokvalitetnim proteinima ograni¢en. Povecavanjem raznolikosti izvora proteina
povecava se otpornost prehrane, promic¢u odrzive poljoprivredne prakse i poboljSavaju
sveukupni ishodi javnog zdravlja.

Nastojanja pronalazaka alternativnih, a odrZivih izvora proteina sve se viSe usmjeravaju na
otpad 1 poljoprivrede i prehrambene industrije. Recentna istrazivanja pokazuju da
pretvaranje organskog otpada, ukljuujuéi poljoprivredne ostatke 1 nusproizvode
prehrambene industrije, u proteine moze znacajno doprinijeti rjeSavanju pothranjenosti i
smanjenju utjecaja na okolis. Takav pristup objedinjuje zadovoljavanje adekvatne
dostupnosti esencijalnog nutrijenta i valorizaciju tokova otpada ¢ime se Smanjuje rasipanje
hrane i odrzivost sustava proizvodnje hrane.

SPK je tek nedavno prepoznata kao potencijalan izvor nutritivno vrijednih sastavnica,
ukljuéujudi i proteine. Malobrojna istrazivanja pokazuju da, ovisno o metodi prerade kave,

SPK moze sadrzavati 12-19 % proteina $to je ¢ini perspektivnom sekundarnom sirovinom
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u tom smislu te pogodnom za daljnja istraZzivanja. U okviru ovog istraZivanja po prvi puta
je istrazen i usporeden utjecaj dva zelena ekstrakcijska postupka, UAE i MAE, na prinos i
kvalitetu proteinskih ekstrakata SPK.

Rezultati naSeg istrazivanja pokazuju da je UAE prihvatljivija tehnika za dobivanje
proteina iz SPK. Naime iako i UAE i MAE omogucuju ekstrakciju proteina koristenjem
vode kao otapala te u puno kra¢em vremenu (3-9 min) u odnosu na klasi¢ne tehnike
ekstrakcije koje uobicajeno traju oko 24 sata, prinosi dobiveni procesom UAE znacajno su
vedi (Slika 28). Moguca je samo parcijalna usporedba dobivenih podataka s postoje¢im
literaturnim podacima s obzirom da, prema trenutnim saznanjima, ne postoji istraZzivanje

mogucénosti ekstrakcije proteina vodom kao ekstrakcijskim sredstvom.
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Slika 28. Usporedba prinosa proteina (mg/L) dobivenih u izabranim uvjetima MAE (M) i
UAE (U) (s najveéim prinosima).

*M2-9min/200W; M7-9min/150W; U8-3min/100%; U3-9min/100%; U1-6min/100min. Uzorci
oznaceni razli¢itim slovima pripadaju razli¢itim statisti¢kim skupovima (p<0.05).

U nedavnom istrazivanju Wen i suradnici (46) usporedili su primjenu MAE i UAE za
ekstrakciju proteina iz SPK, ali primjenom sukcesivne luznate i kiselinske ekstrakcije —
zelena ekstrakcija vodom kao otapalom do danas nije istrazena. U tom istrazivanju, veci
prinosi postignuti su primjenom MAE (10 i 20 min) u usporedbi sa UAE (10 min). Kao i u
na$im istrazivajima prinosi su se povecavali s porastom amplitude ultrazvu¢ne sonde

odnosno jak¢ine mikrovalova. Analiza aminokiselinskog sastava proteinskih ekstrakata
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SPK pokazuje da su najzastupljenije aminokiseline u dobivenim ekstraktima asparaginska
kiselina (Asp), asparagin (Asn), glutaminska kiselina (Glu), glutamin (GlIn), prolin (Pro) i
glicin (Gly), neovisno o tipu ili uvjetima ekstrakcije ekstrakcije (Slika 29). Vazno je
napomenuti da su u proteinskim ekstraktima bile prisutne sve esencijalne aminokiseline.
Pri tome je ustanovljeno kako je najzastupljenija aminokiselina u proteinskim ekstraktima
SPK bio glicin (48,59 + 1,01 %), druga najzastupljenija je bila asparaginska kiselina, a
treca glutaminska kiselina. Navedene razlike vjerojatno su posljedica razli¢itih uvjeta
ekstrakcije (sukcesivna primjena kiseline i luZine naspram primjene vode kao
ekstrakcijskog otapala). U navedenim ekstraktima nisu detektirane sve esencijalne
aminokiseline, a prisutnost odredenih aminokiselina varirala je s obzirom na koncentraciju
otapala koriStenog za ekstrakciju.

Asxa Ser Glxa Gly His Arg Thr Ala Pro Tyr Val Met Lys TIle Leu Phe
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Slika 29. Usporedba aminokiselinskog sastava proteinskih ekstrakata dobivenih
postupcima MAE (Slika A) i UAE (Slika B) u odabranim uvjetima pri kojima su postignuti

najveci prinosi.

Osim njihove vrijednosti kao esencijalnih nutrijenata, proteine mozemo promatrati i kao
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potencijalne izvore bioaktivnih peptida — malih peptida koji se mogu apsorbirati iz
probavnog trakta, a u organizmu ispoljavaju razli¢ite bioloske ucinke. lzvori Zivotinjskog
podrijetla posebno su bogati bioaktivnim peptidima; na primjer, govede mlijeko i njegovi
derivati, kao Sto su sir i jogurt, dobro su poznati po svom visokom sadrZzaju peptida koji
mogu pokazati antioksidativno, antihipertenzivno i antimikrobno djelovanje. Ostali
zivotinjski izvori ukljuCuju jaja, meso i ribu, a koji takoder doprinose raznolikosti
bioaktivnih peptida dostupnih za terapeutske primjene. lako su proteini Zivotinjskog
porijekla osobito prepoznati kao izvori bioaktivnih peptida, biljni proteini se takoder
istrazuju u tom kontekstu - mahunarke poput soje i graska, kao i Zitarice poput pSenice i
rize, sadrze peptide koji mogu imati antikancerogena i protuupalna svojstva (127, 128).
Proteini koji sadrze Barwin domenu, kao $to je sam protein sjemena je¢ma posebno se
istrazuju upravo zbog svog potencijala za proizvodnju bioaktivnih peptida. Protein s
Barwinovom domenom sadrzi 125 aminokiselina i tri disulfidna mosta koje formiraju
oksidirani pobo¢ni lanci cisteina. Barwinova domena je specifi¢na proteinska struktura
koja se nalazi u proteinima povezanima s obranom biljaka i razgradnjom RNA. Ova
domena je prvi put identificirana u Barwinovom proteinu, koji je prisutan u je¢mu
(Hordeum vulgare), a kasnije je otkrivena u mnogim drugim biljkama, gljivama pa cak 1
nekim bakterijama. Barwinova domena je obi¢no mala i kompaktna proteinska domena, s
prepoznatljivom stabilnom strukturom koja omogucuje vezanje na razlicite molekule,
poput RNA ili komponenti stani¢nih stijenki patogena. Proteini s Barwinovom domenom
¢esto pokazuju aktivnost ribonukleaze, Sto zna¢i da mogu razgraditi RNA molekule. To je
vazno u obrani biljaka jer patogeni ¢esto koriste RNA u napadima na biljne stanice. Ova
domena takoder moze biti ukljucena u antimikrobne aktivnosti, kao dio biljne obrane protiv
patogena poput bakterija i gljiva. Proteini s Barwinovom domenom sudjeluju u razli¢itim
bioloSkim procesima povezanim s obrambenim mehanizmima biljaka, uklju¢ujuci odgovor
na biotski (patogeni) i abiotski (susa, hladnoca) stres. Njegova bioloSka uloga u biljkama
joS nije poznata i u potpunosti istrazena, ali bi zbog vezanja oligosaharida mogao biti
potencijalni biljni lektin. Prisutnost Barwinove domene sugerira da bi se takav protein
mogao iskoristiti za ciljano dobivanje peptida sa specificnim funkcijama, kao Sto su
antimikrobna svojstva ih ¢ini potencijalno znacajnima za biotehnoloske primjene u

poljoprivredi i medicini (118).

U okviru ovog istrazivanja provedena je karakterizacija proteina SPK dobivenih
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postupcima MAE i UAE te je istraZzena prisutnost Barwinove domene, a kako bi se utvrdio
potencijal dobivanja bioaktivnih peptida iz analiziranih proteinskih ekstrakata.
Molekulske mase najzastupljenijih proteina u ekstraktima SPK iznosile su 15,7 i 70,2 kDa
u ekstraktima dobivenim UAE te 15,7, 48,91 70,2 u ekstraktima dobivenim MAE pri ¢emu
je utvrdeno da protein molekulske mase 15,7 kDa sadrZi Barwinovu domenu (Slika 30).

M2 M7 U6 us
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Slika 30. Mase najzastupljenijih proteina u ekstraktima SPK dobivenim UAE i MAE
postupcima s najveéim prinosima.

*M2-9min/200W; M7-9min/150W; U8-3min/100%; U1-6min/100min. Uzorci 0znadeni razli¢itim
slovima pripadaju razli¢itim statistickim skupovima (p<0.05).

Cinjenica da je u M2 ekstraktu odredena znacajna prisutnost proteinske frakcije veli¢ine
48,9 kDa (a koja nije bila prisutna u ostalim ekstraktima) pokazuje da ekstrakcijski uvjeti
mogu znacajno utjecati ma molekulsku masu proteina prisutnih u ekstraktima. Navedeno
je uskladu s opazanjima koja proizlaze iz usporedbe ovih rezultata s istrazivanjima drugih
autora pri ¢emu se kao glavni ¢imbenik koji ¢e definirati veli¢inu proteina u ekstraktu pH
Wen i sur. su u svom istrazivanju (46) usporedivali molekulske mase proteina u ekstraktima
dobivenim klasicnom (24 h) te MAE i UAE ekstrakcijom (do 30 min) primjenom kiseline
(HCI) ili luzine kao otapala. Molekulske mase proteina kretale su se, ovisno o tipu
ekstrakcije, od 4,99 do 6,89 kDa, s tim da su dobiveni ekstrakti sadrzavali i peptide
molekulske mase manje od 1 kDa. Navedene razlike posljedica su ¢injenice da je u
navedenom slucaju tijekom procesa ekstrakcije doslo do hidrolize proteina. Kao i u ovom
radu, kromatografski profili proteinskih ekstrakata dobivenih postupkom MAE i UAE

medusobno se nisu znacajno razlikovali.
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5.3 Valorizacija SPK kao sekundarne sirovine za dobivanje polifenola —
usporedba MAE i UAE

SPK je u posljednjih desetak godina prepoznat kao potencijalno vrijedan izvor polifenolnih
spojeva te su vec istrazene prednosti 1 nedostaci razli¢itih vrsta ekstrakcije, od klasi¢ne
ekstrakcije otapalom (maceracije) do primjene zelenih ekstrakcijskih tehnika (UAE, MAE
i sli¢no). Iz rezultata dostupnih u literaturi vidljivo je da koli¢ina polifenola u ekstraktima
znacajno varira ovisno o uvjetima ekstrakcije, nac¢inu ekstrakcije, omjeru masa uzorka :
volumen otapala te koriStenom ekstrakcijskom sredstvu. Osim toga, razlicite vrste kave
0dnosno uvjeti procesuiranja mogu znac¢ajno utjecati na koli¢inu ukupnih fenola u SPK.
Panusa i suradnici su za dobivanje ekstrakata bogatih polifenolima Koristili postupak
maceracije (60 °C kroz 30 minuta, u omjeru uzorak:otapalo 1:50) a ukupni udio polifenola
u dobivenim ekstraktima kretao se od 435 mg 100 g* do 1282 mg 100 g (izrazeno kao
ekvivalenti galne kiseline - EGK) (53). Zhang i suradnici su primjenom UAE dobili
ekstrakte sa sadrzajem ukupnih polifenola od 286 + 0.08 mg EGK 100 g (76). Wen i
suradnici proveli su istrazivanje slicno nasem — optimirali su MAE ekstrakciju polifenola
iz SPK koristenjem deionizirane vode kao otapalo. U svom su istrazivanju pokazali da se
maksimalni prinosi polifenola (600 + 0,14 mg EGK/100 g) postizu kod snhage i trajanja
ekstrakcije vece nego $to je bilo primijenjeno u nasem istrazivanju (12 min i 434,7 W)
Parametri ekstrakcije u tom istrazivanju bili su nesto drugaciji, vrijeme ekstrakcije bilo je
4, 8 i 12 minuta, a snaga mikrovalova 196,9 W; 302,4 W te 434,7 W (77). Najvise
vrijednosti ukupnih fenola u ekstraktima SPK dobili su Zengin i suradnici (2049 mg EGK
100 g*) koji su vodene ekstrakte dobili postupkom UAE u trajanju od ¢ak 120 min (40
Hz/20C) (129) iz cega je vidljivo da produljeno vrijeme ekstrakcije rezultira povecanim
prinosima polifenola. Primjenom kiselinske ili luznate ekstrakcije takoder se mogu
ostvariti neSto visi prinosi polifenola. Mussatto i suradnici su dokazali da poviSena
temperatura te koristenje kiseline i luzine rezultiraju zna¢ajno vi$im prinosima polifenola
u ekstraktima u odnosu na vodu (130).

Glavni cilj naSeg istrazivanja bio je dobiti proteinske ekstrakte SPK bogate polifenolima,
odnosno istraziti je li moguée pod blazim ekstrakcijskim uvjetima koji primarno
odgovaraju ekstrakciji proteina, dobiti i znacajne udjele polifenola kako bi se dobio

kombinirani produkt povecane funkcionalnosti. Naime, dobivanje proteinskih ekstrakata
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bogatih polifenolima iz sirovina nudi zna¢ajne prednosti u odnosu na standardne proteinske
ekstrakte bez tih spojeva. Naime zbog svojih antioksidativnih, protuupalnih i
antimikrobnih svojstava, polifenoli mogu dodatno poboljsati funkcionalna svojstva
proteinskog ekstrakta, a mogu i pozitivno djelovati na stabilnost i bioraspoloZivost proteina
prisutnih u ekstraktu. Nedavne klinicke studije su pokazale da suplementacija proteinskim
ekstraktima bogatim polifenolima intenzivira neke metabolicke putove te smanjuje
oksidativni stres Sto govori u prilog koristenju ovakvih kompleksnih ekstrakata u kreiranju
nutraceutika i dodatak prehrani (131, 132) Stoga integracija proteinskih ekstrakata bogatih
polifenolima predstavlja obecavaju¢i put za inovacije u prehrambenoj tehnologiji i
primjenama povezanim sa zdravljem.

Rezultati naSeg istrazivanja pokazali su da se u uvjetima optimalnim za ekstrakciju proteina
iz SPK ekstrahira i znacajna koli¢ina polifenola, pri ¢emu se ipak, MAE pokazala zna¢ajno
boljom od UAE (Sto nije slucaj s ekstrakcijom proteina) (Slika 31). Vrijednosti udjela
polifenola u ekstraktima s najve¢im prinosima proteina kretale su se od 434.3 mg/100g
EKG (U8) do 646.8 (M2). Promjena uvjeta ekstrakcije za svaku od primijenjenih
ekstrakcijskih tehnika, u rasponima definiranim za optimizaciju ekstrakcije proteina, nisu

znacajno utjecale na prinose polifenola.
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Slika 31. Udio polifenola (EKG) u MAE (M) i UAE (U) ekstraktima SPK s najveéim

prinosima proteina.
*M2-9min/200W; M7-9min/150W; U8-3min/100%; U3-9min/100%; U1-6min/100%. Uzorci

znaceni razli¢itim slovima pripadaju razlicitim statistickim skupovima (p<0.05).
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Prinosi polifenola ostvareni u ovoj studiji usporedivi su s vrijednostima dostupnim u
literaturi te mozemo zakljuciti da se u uvjetima pogodnim za ekstrakciju proteina
koekstrahiraju znacajne koli¢ine polifenola, usporedive s onima koje se dobivaju u

uvjetima optimiranim za ekstrakciju fenolnih komponenti (Slika 32).
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Slika 32. Usporedba udjela polifenola u MAE i UAE ekstraktima SPK (najviSe vrijednosti)
i udjela polifenola u ekstraktima SPK dostupnim u literaturi.

Iz prikazanih podataka i uvida u dostupne publikacije nacelno se moze zakljuditi da
produljeno vrijeme ekstrakcije 1 viSe temperature pogoduju postizanju veéih prinosa
polifenola. Bilo kakve konkretnije zakljucke o primjenjivosti pojedinih metoda je
nemoguce izvlaciti, zbog velike varijabilnosti uvjeta ekstrakcije koje su koristili razliciti
autori (tehnika, otapalo, omjer mase uzorka i volumena otapala, trajanje ekstrakcije,
temperatura ekstrakcije). Osim toga, vazno je napomenuti da je udio polifenola u bilo kojoj
sirovini, ukljuéujuéi i SPK, izrazito varijabilan te ovisi o sortimentu, agroklimatskim
uvjetima u kojima je biljka rasla, nacinu prikupljanja, nacinu skladistenja te nacinu
predprocesuiranja sirovine (133, 134). Takoder se napominje da je u svim citiranim

istrazivanjima udio polifenola odredivan Folin Ciocalteu metodom, koja nije selektivna za
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fenolne komponente ve¢ detektira sve spojeve s reduciraju¢im uc¢inkom. To dodatno
komplicira tumacenje rezultata jer tijekom procesa przenja kave, ovisno o primijenjenim
uvjetima moze do¢i do degradacije dijela antioksidansa prirodno prisutnih u SPK, a takoder
dolazi do formiranja produkata Maillardove reakcije od kojih neki mogu imati znacajan
reduktivni u¢inak (135, 136).

Stoga je za procjenu primjenjivosti pojedinih ekstrakcijskih postupaka za ekstrakciju
polifenola SPK potrebno provoditi kontrolirana i ciljana istrazivanja koja uzimaju u obzir

sve navedene ¢imbenike.

5.4 Uglji¢ni otisak dobivanja proteinskog ekstrakta SPK — vaznost procesa
ekstrakcije i upravljanja otpadom
Procjena Zivotnog ciklusa (LCA) nutraceutika presudna je za razumijevanje utjecaja
njegove proizvodnje na okoli$ tijekom cijelog zivotnog ciklusa, od ekstrakcije sirovine
preko proizvodnje, distribucije i upotrebe do odlaganja. Ova sveobuhvatna procjena
pomaze identificirati one faze Zivota proizvoda koje najviSe pridonose degradaciji okolisa
te na taj nacin omogucuje donoSenje informiranih odluka kojima se mozZe povecati
odrzivost. Integriranje podataka o0 nutritivnoj vrijednosti hrane/nutraceutika s
kvantificiranim podacima o utjecaju na okolis, omogucéuje uskladivanje potencijalne
direktne zdravstvene dobrobiti hrane/nutraceutika s zdravstvenim dobrobitima smanjenja
ekoloskog otiska, ¢ime se potrosace usmjerava prema odrzivijim izborima (137) Nadalje,
u kontekstu porasta potraznje za odrzivim proizvodima raste, provodenje LCA postaje
kljucan alat za poboljSavanje trzisSne konkurentnosti uz ispunjavanje regulatornih zahtjeva
1 oCekivanja potrosaca za transparentnosc¢u i odgovornos¢u u praksi nabave proizvoda i
proizvodnje.
Procjena zivotnog ciklusa (LCA) procjenjuje nekoliko vrsta ekoloskih otisaka te
omogucuje sveobuhvatno razumijevanje utjecaja proizvoda na okoli$ tijekom cijelog
zivotnog ciklusa. Klju¢ne vrste ekoloskih otisaka koje procjenjuje LCA ukljucuju uglji¢ni
otisak koji mjeri emisije stakleni¢kih plinova; vodeni otisak koji procjenjuje ukupnu
koli¢inu slatke vode koja se koristi izravno i neizravno u procesu proizvodnje; ekoloski
otisak koji uzima u obzir koriStenje zemljista za sirovine, potroSnju energije i stvaranje
otpada; iscrpljenost resursa gdje se ispituje potrosnja obnovljivih i neobnovljivih resursa
tijekom Zivotnog ciklusa proizvoda i onecis¢enje zraka. Ovo istraZivanje fokusirano je
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primarno na proces ekstrakcije gdje se odgovaraju¢im odabirom ekstrakcijske tehnike i
optimizacijom ekstrakcijskih uvjeta primarno moze utjecati na potrosnju energije, a time i
na emisije staklenic¢kih plinova. Stoga je provedba LCA bila usmjerena upravo na analizu

ugljiénog otiska razli¢itih ekstrakcijskih postupaka izrazenu kao GWP.

Opcenito se moze primijetiti da je GWP Cesto visi kod standardnih ekstrakcijskih tehnika
u usporedbi s modernim metodama kao Sto su UAE i MAE. Razlog za to su veca potro$nja
energije, duze trajanje procesa i veca upotreba kemijskih otapala koja pridonose ukupnom
ekoloSkom otisku. Destilacija s vodenom parom i Soxhlet ekstrakcija zahtijevaju dugo
zagrijavanje i1 odrzavanje visokih temperatura tijekom cijelog procesa, Sto trosi veliku
koli¢inu energije, posebno ako se koriste neobnovljivi izvori energije. Perkolacija i
maceracija ¢esto traju dulje (od nekoliko sati do dana), Sto znaci da oprema radi dulje 1
trosi viSe energije. Ekstrakcija organskim otapalima (npr. heksan, metanol, acetonitril itd.)
ne samo da tro$i energiju za zagrijavanje, ve¢ i za naknadno isparavanje otapala i
procCiS¢avanje ekstrakata, Sto dodatno povec¢ava GWP. Otopine i pare organskih otapala
imaju ekoloske posljedice, uklju¢uju¢i emisiju hlapivih organskih spojeva (VOC) koji
doprinose efektu staklenika i onecis¢enju zraka. Dodatno, ekstrakcija otapalima stvara
kemijski otpad koji zahtijeva zbrinjavanje, a procesi zbrinjavanja takoder doprinose GWP-

u zbog dodatne energije potrebne za obradu otpada.

ekstrakcije, najvise zbog povecane iskoristivosti ekstrakcijskog procesa u kraCem vremenu,
Sto rezultira znac¢ajno manjom potro§njom energije i znac¢ajno smanjuje ukupan GWP. To
ih ¢ini preferiranim izborom u kontekstu smanjenja utjecaja na okolis. Usporedbe uglji¢nog
otiska UAE i MAE postupaka u literaturi, prema trenutnim saznanjima, ne postoje te je ovo
istrazivanje bilo fokusirano upravo na tu usporedbu. Rezultati jasno pokazuju da iako se
MAE i UAE mogu smatrati usporedivima u smislu primjenjivosti za ekstrakciju proteina
(gdje se veci prinosi ostvaruju postupkom UAE) i polifenola (gdje se veéi prinosi ostvaruju

primjenom MAE), primjena UAE rezultira zna¢ajno nizim uglji¢énim otiskom (Slika 33).
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Slika 33. Prinosi proteina i GWP/ciklusu za odabrane uvjete UAE i MAE

Rezultati ovog istraZzivanja jasno pokazuju da je uglji¢ni otisak jednog ciklusa mikrovalne
ekstrakcije viSestruko veci u usporedbi s ciklusom ultrazvuéne ekstrakcije Ssto UAE ¢ini
metodom odabira za zelenu proizvodnju SPK (uz pretpostavku usporedivih prinosa)
odnosno tehnikom znacéajno nizeg uglji¢nog otiska od MAE. Navedene razlike posljedica
su ¢injenice da ekstrakcija mikrovalovima koristi mikrovalne peénice koje troSe znacajnu
koli¢inu elektricne energije za stvaranje mikrovalnih valova potrebnih za zagrijavanje
uzorka. Mikrovalovi stvaraju toplinsku energiju koja zagrijava otapalo i uzorak (i to iznutra
prema van). lako moze biti vrlo ucinkovita, u smislu skra¢ivanja vremena potrebnog za
ekstrakciju, energetska potrosnja mikrovalnih uredaja moze biti visoka, posebno za vece
koli¢ine uzoraka. Ultrazvu¢ni uredaji, S druge strane, koriste piezoelektriéne nosace koji
pretvaraju elektricnu energiju u mehanicke vibracije (ultrazvuk). Ove vibracije potom
stvaraju kavitacijske mjehuric¢e u otapalu koji kolabiraju i stvaraju lokalizirano zagrijavanje
1 mehanicke sile koje olakSavaju ekstrakciju. Iako i takva ekstrakcija zahtijeva elektri¢nu
energiju, obicno trosi manje energije u usporedbi s mikrovalnim pecénicama. Vece
energetske zahtjeve MAE moze dodatno povecati i odrzavanje i hladenje mikrovalnih
uredaja, dok s druge strane, ultrazvuéni uredaji obi¢no zahtijevaju manje infrastrukture i
dodatnih resursa za rad.

Nacin proizvodnje elektri¢ne energije (npr. iz obnovljivih izvora naspram fosilnih goriva)
takoder znacajno utjeCe na ukupni GWP - ako se elektri¢na energija dobiva iz fosilnih

goriva, GWP ¢e biti znacajno veéi u usporedbi sa scenarijem u kojem se energija dobije iz
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obnovljivih izvora. Tako rezultati naSeg istrazivanja potvrduju manji GWP kod UAE u
odnosu na MAE, treba biti oprezan s generalizacijom ovih rezultata. Vazno je naglasiti da
stvarni utjecaj na GWP moze znacajno varirati ovisno o specifi¢nosti laboratorija ili
industrijskog postrojenja, izvoru energije i uvjetima ekstrakcije, kao i o vrsti materijala koji
se obraduje. Za to¢nu procjenu GWP-a potrebno je uvijek provesti LCA analizu odnosno
procjenu zivotnog ciklusa za obje tehnike uzimajuéi u obzir sve ulazne i izlazne parametre,
ukljucujuéi vrstu i1 izvor energije, otapala i u¢inkovitost procesa.

Ako se razmotre rezultati GWP razli¢itih uvjeta UAE, proizlazi da najveéi potencijal
globalnog zagrijavanja ima uzorak U3 s GWP od 4,95 g COze, odnosno da porastom
vremena tretiranja uzorka dolazi do povecéanja istog, uz linearno povecanje amplitude.
Medutim, povecanje je intenzivnije povecanjem vremena.

1z navedenog primjera razvidno je kako se ekoloska prihvatljivost procesa dobivanja nekog
produkta moZe poboljSavati s viSe aspekata — odabirom sekundarne sirovine ¢ime se
minimalizira ekoloSki otisak i potencijal iscrpljivanja resursa; odabirom vode kao
ekstrakcijskog sredstva (¢ime se minimalizira ekoloski otisak) te odabirom odgovarajuce
ckstrakcijske tehnike koja ¢e uz zadrzavanje prihvatljivog prinosa osigurati smanjenu
potroS$nju energije, a samim time i smanjen uglji¢ni otisak procesa. Fokusiranje na
smanjenje ugljicnog otiska danas je kljucan aspekt minimalizacije ukupnog utjecaja na
okoli§, uzimajucéi u obzir urgentnost klimatske krize.

Osim potrosnje energije, vrlo vazan aspekt je minimalizacija koli¢ine otpada koja nastaje
tijekom procesa. Ovo istraZivanje je pokazalo da je porast GWP proizvodnog procesa
proporcionalan koli¢ini nastalog otpada. Kompostiranjem otpada postizu se dodatna
smanjenja emisija staklenickih plinova (u odnosu na samo odlaganje otpada) sto je u skladu
s rezultatima studije Ansanelli i suradnika koji su takoder primijenili LCA metodologiju
za istrazivanje ucinkovitosti kompostiranja otpada koji zaostaje nakon przenja kave kao
mjere za smanjenje ugljicnog otiska proizvodnog procesa (125). U navedenom radu
istrazena su tri scenarija upravljanja otpadom — u prvom scenariju, biootpad tvrtke za
przenje kave odlaze se na odlagaliSte Sto rezultira GWP-om od 756,94 g CO2e/kg otpada.
U drugom scenariju, otpad se kompostira te zamjenjuje 12 kg sintetickih N, K i P gnojiva
po toni SPK, a u tre¢em scenariju 1 tona SPK-a valorizirana je kao funkcionalni sastojak
pekarskih proizvoda, zamjenjujuéi 950 kg pSeni¢nog brasna. Rezultati su pokazali da
kompostiranje znacajno smanjuje GWP u odnosu na odlaganje na odlagaliSte otpada,

medutim predstavlja ekonomski troSak za tvrtku jer prihod od prodaje komposta nije
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dostatan da nadoknadi troSkove kompostiranja. Najvece smanjenje GWP-a postignuto je
koristenjem SPK kao funkcionalne sastavnice pekarskih proizvoda, a navedeni scenarij je
i ekonomski povoljniji za proizvodaca kave jer smanjuje troSkove upravljanja otpadom sto
ukazuje na viSestruke koristi prihvacanja koncepata kruzne ekonomije u smislu ponovnog
koriStenja otpada /sekundarnih sirovina (Sto je primijenjeno i u naSem istraZivanju).

U ovom istrazivanju predlozen je alternativni oblik upravljanja otpadom od przenja kave
- iskoriStavanje za dobivanje funkcionalnog ekstrakta bogatog proteinima i polifenolima.
Ipak i nakon tog postupka zaostaje oko 50 % inicijalne koli¢ine otpada koji se moze odloziti
na deponij ili kompostirati (scenarij 1 i scenarij 2). Daljnje smanjenje GWP u ovom smislu
moglo bi se postici ili uzastopnim ekstrakcijama ili optimizacijom ekstrakcijskih postupka

koji bi generirali manje koli¢ine otpada (scenarij 3 i scenarij 4). Ukupni GWP za sva Cetiri

scenarija prikazan je na Slici 34.

800

599.5

CO,eq/kg otpada

g

Slika 34. GWP dobivanja proteinskog ekstrakta SPK primjenom optimalnog UAE
postupka (U8) u razli¢itim scenarijima koli¢ine nastalog otpada i procesuiranja otpada.

*procijenjeni utjecaj kombiniranog postupka kompostiranja i smanjenja koli¢ine zaostalog otpada

1z Slike 34 je vidljivo da ¢e kompostiranje otpada rezultirati znacajnim ukupnim (neto)
smanjenjem ugljicnog otiska u odnosu na odlaganje na deponij pri ¢emu ¢e stvaran u¢inak

varirati ovisno o specificnim uvjetima kompostiranja, tehnoloskom procesu i lokalnim
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praksama gospodarenja otpadom. Pozitivan u¢inak kompostiranja u odnosu na odlaganje
na deponij je u prvom redu posljedica smanjenja emisija metana, koji ima snazniji
potencijal globalnog zagrijavanja od CO-, ali i ¢injenice da kompostiranjem smanjujemo
potrebu za energijom u proizvodnji kemijskih gnojiva; smanjujemo emisije visoko
potentnih dusSikovih oksida koji se javljaju kao posljedica primjene dusi¢nih gnojiva te
uzrokuju i smanjujemo emisije transporta otpada. Sve zajedno onda znacajno pridonosi

smanjenju uglji¢nog otiska.
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6. ZAKLJUCCI
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1. Uzorci SPK su zdravstveno ispravni. Od analiziranih 265 pesticida, u koriStenim

uzorcima su detektirana tri pesticida i to flutriafol, imidakloprid i piperonil butoksid. Od
teSkih metala, u koriStenim uzorcima najvisu koncentraciju imao je nikal (2,495+0,055
mg/kg), a u puno manjim koncentracijama detektirani su olovo (0,249+0,077 mg/kg),
arsen (0,107+0,018 mg/kg) te kadmij (0,106+0,002 mg/Kkg).

2. UAE je prihvatljivija tehnika za dobivanje proteina iz SPK. Naime, iako i UAE i MAE
omogucuju ekstrakciju proteina koristenjem vode kao otapala i u puno kracem vremenu
(3-9 min) u odnosu na klasi¢ne tehnike ekstrakcije (koje uobicajeno traju oko 24 sata),

prinosi dobiveni procesom UAE znacajno su veéi. Kod mikrovalne ekstrakcije najvecu

vrijednost koncentracije (prinos) ukupnih proteina imao je uzorak M2 (0,7734 + 0,07
mg/L) koji je tretiran 9 minuta mikrovalovima snage 200 W, a na prinos proteina
znacajno su utjecali snaga mikrovalova, vrijeme ekstrakcije i njihov medusobni odnos.

Kod ultrazvuéne ekstrakcije najvecu vrijednost koncentracije (prinos) ukupnih proteina

imao je uzorak U8 (1,1012 = 0,08 mg/L) koji je tretiran ultrazvukom 3 minute i
amplitudom 100 %, a na prinos proteina znacajno su utjecali trajanje ekstrakcije i
amplituda te njihov medusobni odnos.

3. Proteinski ekstrakti SPK sadrzavali su sve esencijalne aminokiseline. Najzastupljenije
aminokiseline u dobivenim ekstraktima su asparaginska kiselina (Asp), asparagin (Asn),
glutaminska kiselina (Glu), glutamin (GlIn), prolin (Pro) i glicin (Gly), neovisno o tipu
ili uvjetima ekstrakcije.

4. Molekulske mase najzastupljenijih proteina u ekstraktima SPK iznosile su 15,7 i 70,2
kDa u ekstraktima dobivenim UAE te 15,7, 48,9 i 70,2 u ekstraktima dobivenim MAE
pri ¢emu je utvrdeno da protein molekulske mase 15,7 kDa sadrzi Barwinovu domenu
Sto ukazuje na potencijal za dobivanje bioaktivnih peptida.

5. U optimalnim uvjetima za ekstrakciju proteina iz SPK, ekstrahira se i zna¢ajna koli¢ina
polifenola, pri ¢emu se ipak MAE pokazala zna¢ajno boljom od UAE (Sto nije slucaj s
ekstrakcijom proteina). Vrijednosti udjela polifenola u ekstraktima s najvecim
prinosima proteina kretale su se od 434,3 mg/100 g EKG (U8) do 646,8 mg/100 g EKG
(M2). Promjena uvjeta ekstrakcije za svaku od primijenjenih ekstrakcijskih tehnika, u
rasponima definiranim za optimizaciju ekstrakcije proteina, nisu znacajno utjecale na
prinose polifenola.

6. lako se MAE i UAE mogu smatrati generalno usporedivima u smislu primjenjivosti za

ekstrakciju proteina (gdje se veci prinosi ostvaruju postupkom UAE) i polifenola (gdje
115



se veci prinosi ostvaruju primjenom MAE), primjena UAE rezultira znacajno nizim
GWHP (2,21-4,95 g CO2¢e/ciklusu u UAE s najviSim prinosima proteina naspram 11,67-
15,55 g COqe/ciklusu u MAE s najvisSim prinosima proteina), a Sto je u skladu s
oc¢ekivanjima s obzirom na razlike u potrosnji energije kod UAE i MAE.

Ukupni GWP proteinskih ekstrakata dobivenih iz SPK proporcionalan je koli¢ini otpada
koji zaostaje nakon procesa ekstrakcije pa optimizacija procesuiranja (u smislu
minimalizacije nastajanja otpada) moze znacajno smanjiti GWP, odnosno 599,5 g COze
(50 % otpada) naspram 410,2 g CO2e (25 % otpada). Dodatno smanjenje GWP moze se
posti¢i kompostiranjem preostalog otpada (599,5 g COze (50 % otpada, odlaganje)
naspram 399 g CO2e (50 % otpada, kompostiranje).
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8. POPIS KRATICA

ANOVA - analiza varijanci (engl. Analysis of variance)

EU ETS - Europski sustav za trgovanje emisijama (engl. EU Emissions Trading
System)

GC-MS/MS - Plinska kromatografija sa spektrometrijom masa (engl. Gas
chromatography—mass spectrometry)

GWP - Potencijal globalnog zatopljenja (engl. Global warming potential)

ICP-MS - induktivno spregnuta plazma povezana s masenom spektroskopijom (engl.
Inductively coupled plasma mass spectrometry)

KUP - koncentracija ukupnih proteina (engl. concentration of total proteins)

LCA - Zivotni ciklus proizvoda (engl. Life cycle assessment)

LCIA - Utjecaj zivotnog ciklusa proizvoda (engl. Life cycle impact assessment)
LC-MS/MS - Tekucinska kromatografija sa spektrometrijom masa (engl. Liquid
chromatography—mass spectrometry)

MDK - maksimalna dopustena koncentracija (engl. maximum allowed concentration)
MSR - rezerve za stabilnost trzista (engl. Market Stability Reserve)

MRO — maksimalna razina ostataka (engl. Maximum Residue Levels)

MAE - Mikrovalna ekstrakcija (engl. Microwave assisted extraction)

RSM - metode odazive povrSine (engl. Response Surface Methodology)

SPI - Indeks odrzivosti procesa (engl. Sustainable Process Index)

SPK - srebrna pokozica kave (engl. Coffee silver skin)

UAE - Ultrazvucna ekstrakcija (engl. Ultrasound-assisted extraction)
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9. PRILOZI

PRILOG 1: Prikaz pesticida analiziranih pomo¢u GC-MS/MS

Analit Vrjjeme_ Koncentracija Iskoristenje
zadrzavanja (ng/ml)
1 Diklobenil 6,86 0,0081+0,0002 0,81+0,02
2 Bifenil 7,77 0,0091+0,0002 0,91+0,02
3 Klormefos 9,20 0,0110+0,0010 1,10£0,10
4 Etridiazol 9,14 0,0074+0,0002 0,74+0,02
5 Krimidin 10,46 0,0087+0,0002 0,87+0,02
6 Kloroneb 10,53 0,0098+0,0001 0,98+0,01
7 Kloretoksifos 13,04 0,0051+0,0002 0,51+0,02
8 Difenilamin 13,25 0,0080+0,0002 0,80+0,02
9 Demeton-S-metil 13,75 0,0100+0,0000 1,00+0,00
10 Etalfluralin 14,03 0,0067+0,0002 0,67+0,02
11 Naled 14,05 0,0087+0,0002 0,87+0,02
12 Sulfotep 14,53 0,0093+0,0002 0,93+0,02
13 Benfluralin 14,60 0,0091+0,0002 0,91+0,02
14 Forat 14,89 0,0097+0,0002 0,97+0,02
15 Alfa-BHC 14,95 0,0087+0,0001 0,87+0,01
16 | Heksaklorobenzen 15,06 0,0069+0,0009 0,69+0,09
17 Pentakloroanisol 15,39 0,0087+0,0001 0,87+0,01
18 Etoksikvin 15,95 0,0079+0,0002 0,79+0,02
19 Simazin 15,93 0,0105+0,0005 1,05+0,05
20 Beta-BHC 16,26 0,0080+0,0003 0,83+0,03
21 Propazin 16,40 0,0078+0,0002 0,78+0,02
22 Klomazon 16,40 0,0077+0,0002 0,77+0,02
23 EEMEHEAC 16,51 0,0091+0,0007 0,91+0,07
(lindan)
24 Terbufos 16,92 0,0081+0,0004 0,81+0,04
25 Terbutilazin 17,06 0,0073+0,0002 0,73+0,02
26 Profluralin 17,04 0,0085+0,0002 0,85+0,02
27 Flukloralin 17,62 0,0087+0,0003 0,87+0,03
28 Delta-BHC 17,95 0,0069+0,0001 0,69+0,01
29 Trialat 18,10 0,0082+0,0002 0,82+0,03
30 Teflutrin 18,29 0,0083+0,0002 0,83+0,02
31 Izobenzan 18,59 0,0105+0,0005 1,05%0,05
32 Iprobenfos 18,54 0,0076+0,0000 0,76+0,00
33 Tebupirimfos 18,56 0,0085+0,0003 0,85+0,03
34 Fosfamidon-2 19,11 0,0086+0,0004 0,86+0,04
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35 Diklofention 19,27 0,0072+0,0003 0,72+0,03
36 Propanil 19,20 0,0092+0,0003 0,92+0,03
37 Klorpirifos-metil 19,50 0,0088+0,0008 0,88+0,08
38 Vinklozolin 19,76 0,0084+0,0004 0,84+0,04
39 Heptahlor 19,94 0,0090+0,0003 0,90+0,03
40 Simetrin 20,14 0,0048+0,0002 0,48+0,02
41 Propizoklor 20,14 0,0070+0,0004 0,70+0,04
42 Ametrin 20,35 0,0085%0,0000 0,85+0,00
43 Prometrin 20,52 0,0084+0,0002 0,84+0,02
44 Ditiopir 20,66 0,0079+0,0001 0,79+0,01
45 Fenpropidin 20,49 0,0090+0,0001 0,90+0,01
46 Fenitrotion 20,97 0,0077+0,0001 0,77+0,01
47 Pirimifos-metil 20,99 0,0071+0,0001 0,71+0,01
48 Terbutrin 21,05 0,0088+0,0001 0,88+0,01
49 Esprokarb 21,33 0,0080+0,0000 0,80+0,01
50 Malation 21,55 0,0079+0,0001 0,79+0,01
51 Tiazopir 21,65 0,0081+0,0001 0,81+0,01
52 Metolaklor 21,59 0,0089+0,0000 0,89+0,01
53 Fention 21,91 0,0078+0,0002 0,78+0,02
54 Klortal-dimetil 21,91 0,0085%0,0002 0,85+0,02
55 Fenson 22,50 0,0077+0,0002 0,77+0,02
56 Bromofos 22,64 0,0079+0,0001 0,79+0,01
57 Butralin 22,64 0,0090+0,0000 0,90+0,00
58 Nitrotal-izopropil 22,66 0,0087+0,0002 0,87+0,02
59 Pirimifos etil 22,94 0,0085%0,0001 0,85+0,01
60 Izofenfos-metil 23,07 0,0088+0,0001 0,88+0,01
61 Izopropalin 23,11 0,0081+0,0001 0,81+0,01
62 Penkonazol 23,52 0,0099+0,0001 0,99+0,01
63 Tolilfluanid 23,73 0,0065%0,0003 0,65+0,03
64 Ciprodinil 23,70 0,0067+0,0002 0,67+0,02
65 (2) -pirifenoks 23,67 0,0087+0,0000 0,87+0,00
66 Klozolinat 23,70 0,0057+0,0002 0,57+0,02
67 Bromnii?i'lnfos' 23,74 0,0088+0,0003 0,8820,03
68 Izofenfos 23,72 0,0078+0,0000 0,78+0,00
69 (E)-Klorfenvinfos 23,80 0,0089+0,0000 0,89+0,01
70 Fentoat 23,93 0,0095+0,0001 0,95+0,01
71 Dimepiperat 24,00 0,0094+0,0002 0,94+0,02
72 Procimidon 24,08 0,0085+0,0001 0,85+0,01
73 Beflubutamid 24,15 0,0088+0,0001 0,88+0,01
74 Bromofos-etil 24,50 0,0079+0,0003 0,79+0,03
75 o,p'-DDE 24,61 0,0077+0,0002 0,77+0,02
76 Propafos 24,75 0,0082+0,0002 0,82+0,03
77 Tetraklorvinfos 24,81 0,0089+0,0002 0,89+0,02
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78 Trans-klordan 24,89 0,0078x0,0000 0,78+0,00
79 Cis-klordan 24,89 0,0079+0,0001 0,79+0,01
80 Napropamid 25,02 0,0087+0,0002 0,87+0,02
81 Jodofenfos 25,38 0,0088+0,0001 0,88+0,01
82 Protiofos 25,56 0,0083+0,0003 0,83+0,03
83 Profenofos 25,73 0,0078+0,0000 0,78+0,00
84 p,p'-DDE 25,83 0,0079+0,0001 0,79+0,01
85 Tribufos 26,01 0,0091+0,0001 0,91+0,01
86 0,p-DDD 26,03 0,0087+0,0003 0,87+0,03
87 Oksadiazon 26,01 0,0110+0,0000 1,10+0,00
88 Diklobutrazol 26,14 0,0073+0,0013 0,73+0,13
89 Endrin 26,52 0,0069+0,0012 0,69+0,12
90 Ciflufenamid 26,59 0,0063+0,0001 0,63+0,01
91 Klorobenzilat 26,96 0,0079+0,0009 0,79+0,09
92 Kloropropilat 26,97 0,0078+0,0003 0,78+0,03
93 Dinikonazol 27,07 0,0098+0,0001 0,98+0,01
94 0,p-DDT 27,20 0,0085+0,0005 0,85+0,05
95 p,p'-DDD 27,20 0,0079+0,0000 0,79+0,00
96 Etion 27,26 0,0081+0,0001 0,81+0,01
97 Klortiofos-2 27,35 0,0080+0,0010 0,80+0,10
98 Klortiofos-3 27,35 0,0078+0,0008 0,78+0,08
99 Sulprofos 217,72 0,0058+0,0004 0,58+0,04
100 Karbofenotion 27,99 0,0089+0,0004 0,89+0,03
101 Edifenfos 28,05 0,0084+0,0002 0,84+0,02
102 Kvinoksifen 28,13 0,0083+0,0002 0,83+0,02
103 | Endosulfan sulfat 28,13 0,0083+0,0007 0,83+0,07
104 Piraflufen-etil 28,45 0,0073+0,0001 0,73+0,01
105 Diklofop-metil 28,82 0,0080+0,0020 0,80+0,20
106 Diflufenikan 28,91 0,0083+0,0007 0,83+0,07
107 Piributikarb 29,31 0,0067+0,0007 0,67+0,07
108 Iprodion 29,52 0,0073+0,0013 0,73+0,13
109 Bromopropilat 29,74 0,0078+0,0002 0,78+0,02
110 Bifenoks 30,16 0,0079+0,0001 0,79+0,01
111 Tetradifon 30,40 0,0056+0,0006 0,56+0,06
112 Fenotrin-1 30,42 0,0084+0,0002 0,84+0,02
113 Leptofos 30,58 0,0089+0,0002 0,89+0,02
114 Fenotrin-2 30,42 0,0076+0,0006 0,76+0,06
115 Cihalofop-butil 30,94 0,0083+0,0003 0,83+0,03
116 Akrinatrin-1 31,21 0,0089+0,0005 0,89+0,05
117 Mireks 31,04 0,0084+0,0002 0,84+0,02
118 | Lambda-cihalotrin 31,21 0,0089+0,0009 0,89+0,09
119 Fenarimol 31,30 0,0082+0,0003 0,82+0,03
120 Pirazofos 31,34 0,0130+0,0020 1,30£0,20
121 Akrinatrin-2 31,50 0,0072+0,0003 0,72+0,03
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122 Dialifos 31,57 0,0100+0,0000 1,00£0,00
123 Piraklofos 31,74 0,0115+0,0005 1,15+0,05
124 Permetrin-1 32,19 0,0060+0,0006 0,60+0,06
125 Flukvinkonazol 32,33 0,0079+0,0002 0,79+0,02
126 Kafenstrol 32,76 0,0067+0,0003 0,67+0,03
127 Flumioksazin 34,42 0,0111+0,0001 1,11+0,01
128 Fluvalinat-2 34,74 0,0083+0,0003 0,83+0,03

PRILOG 2: Prikaz pesticida analiziranih pomoc¢u LC-MS/MS (5 s najmanjim i 5 s

najveéim vremenom zadrzavanja)

Vrijeme Podudaranje
Analit zadrzav an Standard IskoriStenje
. matrica
anja
1 Metamidofos | 352 | 25814.30+3911.65 2188:;% 66 | 85:003
2 Acefat 397 | 1910394481307 157287%)123 0,82+0,01
3 Ometoat 421 | 44348 15+300,42 383028’?50161’ 0,86+0,00
4 Dinotefuran 431 | 27244.03+1656,96 22282 g‘,j 101 0824003
5 B”t"ks'rﬁarb‘)ks' 4,42 10950,54+833,65 9728’?21896’ 0,89+0,08
6 Spirodiklofen | 16,00 | 10361,31+461,09 10302155&23 0,99+0,02
7 Klorfluazuron | 16,01 6242.71+234.59 5522’8%“:621’ 0,88+0,10
8 Piridaben 16,33 | 88078,37+3594 27 79032’2?32 0,90+0,04
9 Fenazakvin 1641 | 8019347499527 723974 '21;3179 0,90+0,01
10 Spinetoram | 1651 | 54974,63+1307,35 531276;585“92 0,97+0,02

PRILOG 3: Izvorni znanstveni rad

Biondi¢ Fuckar, V.; Bozi¢, A.; Juki¢, A.; Krivohlavek, A.; Jurak, G.; Tot, A.; Serdar, S.;
Zuntar, 1.; ReZek Jambrak, A. Coffee Silver Skin—Health Safety, Nutritional Value, and
Proteins. Foods 2023, 12,

Microwave

Extraction

of

https://doi.org/10.3390/foods12030518

PRILOG 4: Izvorni znanstveni rad

518.
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10. ZIVOTOPIS

Vedran Biondi¢ Fuckar je roden 22.03.1983. u Varazdinu, RH.

Nakon zavrSene osnovne i srednje Skole upisao je Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
Sveucilista u Zagrebu na kojem je 2007. diplomirao s temom ,,Biorazgradiva
ambalaZa“. Nakon toga je upisao specijalisticki studij na Farmaceutsko-biokemijskom
fakultetu Sveucilista u Zagrebu, smjer Razvoj lijekova na kojem je 2014. diplomirao s
temom ,,Homeopatski lijekovi“. Potom upisuje doktorski studij na istome fakultetu,
smjer Farmaceutske znanosti. Autor je 2 znanstvena rada te nekoliko struénih, a uz to
je sudjelovao na razli¢itim domacim i stranim kongresima, radionicama i znanstvenim
skupovima s posterskim izlaganjima iz podruc¢ja odrzivog razvoja, analitickih metoda
te sustava kvalitete u farmaciji i medicini.

Zaposlen je u privatnoj kompaniji u podru¢ju medicinske tehnologije. Aktivno svira

orgulje, klavir i harmoniku te pjeva u nekoliko zborova.
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