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1. UvOoD

Kava je ve¢ desetlje¢ima jedna od najpopularnijih prehrambenih proizvoda i
najéesSce konzumiranih napitaka u svijetu. Od otvaranja prve kuée kave u Meki na kraju
petnaestog stoljeca, potrosnja kave je iznimno porasla diljem svijeta. U 2010. godini
proizvodnja kave dosegla je 8,1 milijuna tona Sirom svijeta (Farah, 2012). Razlozi
kontinuiranog povecanja potrosnje kave povezani su s poboljSanom kvalitetom ovog
napitka, nuzno vezanom uz izbor sorti i natinom njihova uzgoja, otvaranja specijaliziranih
trgovina, te Sirenjem informacija o zdravstvenim prednostima konzumacije kave.

Danas se kava smatra funkcionalnom hranom, prvenstveno zbog visokog sadrzaja
bioloski aktivnih spojeva (Esquivel i Jiménez, 2012; Farah, 2012). Njihova ekstrakcija ovisi o
nacinu pripreme przene mljevene kave, udjelu kave u odnosu na koli¢inu vode, tvrdoCu i
temperaturu vode, te vremenu kontakta kave s vodom. Naj¢eS¢e metode proizvodnje
napitka od kave su perkolacija, prelijevanje s vruom vodom, aparat za espresso, talijanski
aparat za kavu te french press.

Pripravom napitaka kave zaostaje Cvrsti ostatak, koji nema komercijalnu vrijednost
i trenutno se prodaje kao kruti otpad ili se u nekim slucajevima koristi kao gnojivo. Uslijed
Cinjenice da zaostali Cvrsti ostatak predstavlja organski materijal s mnostvom visoko
vrijednih sastojaka, njihova izolacija iz svakodnevno nagomilane biomase svakako Dbi
doprinijela smanjenju zagadenja okoliSa, te iskoriStavanja i ovog medu brojnim vrstama
biootpada.

S obzirom da je u Laboratoriju za analiticku kemiju pri pripremi 1 Salice espresso
kave dnevno utroSeno od oko 8 g izvorne ,Kimbo" kave, nakupljena koli¢ina biootpada
tijekom 1 godine iznosila je priblizno 3 kg. Stoga je cilj ovog rada bio odrediti kemijski
sastav otpada espresso kave “Kimbo” nastalog nakon pripreme napitka tradicionalnim
talijanskim aparatom za kavu (engl. authentic italian espresso coffee). Radi usporedbe
dobivenih kolicina i valorizacije potencijalnih vrijednosti otpada, odreden je i kemijski sastav
polazne espresso kave ,Kimbo".

Analize su se sastojale od odredivanja:

- sadrzaja vlage, pepela, masti, celuloze i lignina gravimetrijskom analitickom
metodom,

- sadrzaja ukupnih fenola, flavonoida, Secera i proteina UV/Vis spektrofotometrijom,

- ukupne kiselosti, volumetrijskom, kiselinsko - baznom titracijom i

- pH - vrijednosti pripremljenih ekstrakta.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Napitak od kave

Kava je tropska biljka koja raste na 600 - 1800 m nadmorske visine. Izvorno se iz
Etiopije, prosirila u Indiju, a potom u Indoneziju, Brazil, Kolumbiju i Srednju Ameriku. Stablo
ili grm kave pripada obitelji Rubiaceae (Mussatto i sur., 2011). Zrna kave proizvode se od
biljke Coffea L., kojoj pripadaju vise od 70 vrsta. Medutim, samo dvije od tih vrsta koriste
se u komercijalne svrhe Sirom svijeta. To su Coffea arabica (Arabika), koja se smatra
najplemenitijom od svih biljaka kave i ona Cini 75 % svjetske proizvodnje te Coffea
canephora (Robusta), koja se smatra kiselom vrstom i Cini 25 % svjetske proizvodnje
(Mussatto i sur., 2011).

Ono Sto je obi¢no poznato pod nazivom kava jest napitak koji je pripremljen iz
przenih zrna kave. Biljka Coffea daje plodove slicne tresSnji (Slika 1) koja sadrze dva
sjemena koja se tehnoloskim procesom odvajaju od voéne pulpe. Zelena zrna kava se
potom pakiraju u vrece i prevoze u zemlje gdje se dalje preraduju do konacnog proizvoda
koji se koristi za izradu napitka (Buffo i Cardelli-Freire, 2004).

Slika 1. Plod kave (preuzeto s interneta).



2.2, Kemijski sastav kave

Zelena kava prvenstveno se sastoji od vode, ugljikohidrata, vlakana, proteina,
lipida, minerala, organskih kiselina, klorogenih kiselina, trigonelina i kofeina (Farah, 2012).
Od navedenih spojeva klorogenske kiseline, kofein, trigonelin, topljiva vlakna i diterpeni iz
lipidne frakcije spadaju u bioaktivne spojeve te doprinose aromi pi¢a nakon przenja zrna
(Farah, 2012).

Takoder u zrnu kave su identificirani i manji fenolni spojevi, kao Sto su antocijanini
i lignani, zabiljezeni kao ostaci iz plodova, te tragovi teofilina i teobromina kao ostaci iz
sjemena (Farah, 2012). Od minerala nadeni su kalij, magnezij, kalcij, natrij, Zeljezo,
mangan, rubidij, cink, bakar, stroncij, krom, vanadij, barij, nikal, kobalt, olovo, molibden,
titan i kadmij (Mussato i sur., 2011).

Medu SeCerima je prisutna saharoza, glukoza, fruktoza, arabinoza, galaktoza i
manoza (Mussato i sur., 2011), a od aminokiselina alanin, arginin, asparagin, cistein,
glutaminska kiselina, glicin, histidin, izoleucin, leucin, lizin, metionin, fenilalanin, prolin,
serin, treonin, tirozin i valin (Mussato i sur., 2011). Osim navedenih spojeva zrna kave
sadrze i vitamine B kompleksa, u omjerima koji mogu varirati od 7 do 12 % (Mussato i sur.,
2011).

Medu spojevima prisutnim u kemijskom sastavu kave, samo kofein je
termostabilan (do temerature 235°C), te se ne mozZe potpuno unistiti przenjem. Za razliku
od kofeina proces przenja utjeCe na potpunu degradaciju proteina, Secera, klorogenskih
kiselina, trigonelina i masti ili njihova prevodenje u reaktivne spojeve (Mussato i sur.,
2011).

2.3. Gravimetrijske analiticke metode

Gravimetrijske metode analize temelje se na mjerenju mase. Postoje dvije vrste
gravimetrijskih analiza, metoda ishlapljivanja i talozna metoda (Skoog, 1999).

Postupak metode ishlapljivanja se bazira na tome da analit ili produkt razgradnje
ishlape na prikladnoj temperaturi, a hlapljivi produkt se skuplja i vaze ili se masa produkta
odredi posredno iz gubitka mase uzorka (Skoog, 1999). Ova metoda se moze koristiti kod
odredivanja sadrzaja vlage i pepela u namirnicama.

Talozna metoda se izvodi na nacin da se analit prevede u slabo topljivi talog koji
se potom odfiltrira, ispere i termicki obradi, a produkt dobiven tom obradom se vaze.



Kod talozne metode se stvara talog pomoéu reagensa koji mora s analitom reagirati
specificno ili selektivno. Idealni reagens u reakciji s analitom daje produkt koji se lako filtrira
i ispere, ima dovoljno malu topljivost, ne ulazi u kemijsku reakciju sa sastojcima u atmosferi
i nakon suSenja ima poznat sastav. Vrste reagensa koje se koriste su: anorganski talozni
reagensi koji stvaraju slabo topljive soli, organski talozni reagensi koji stvaraju slabo topljive
neionske produkte i reducirajuéi reagensi koji prevode analit u njegov elementarni oblik koji
se vaze (Skoog, 1999). Ova metoda se moze koristiti kod odredivanja sadrzaja celuloze i

lignina u namirnicama.

2.4, Analiticke metode odredivanja vlage

Udio vlage jedan je od najvaznijih mjerenih svojstava sirovina. O njemu ovisi rok
trajanja, tekstura, kvaliteta, svojstva sirovina te uvijeti proizvodnje i skladistenja sirovine.
Uklanjanjem vlage ostatak koji zaostaje naziva se ukupna suha tvar (Bradley, 2010).

Metode odredivanja sadrzaja vlage mogu se podijeliti u 5 kategorija: evaporacijske
metode, destilacijske metode, metode s kemijskim reakcijama, fizikalne metode te
spektrometrijske metode (Bradley, 2010).

Evaporacijske metode se temelje na mjerenju mase vode u poznatoj masi uzorka.
Sadrzaj vlage odreduje se mijerenjem mase namirnice prije i poslije uklanjanja vode
evaporacijom. Za isparavanje vode koristi se termi¢ka energija i ona se moze osigurati
izravno (npr. prenoSenjem topline iz pecnice u hranu) ili posredno (npr. konverzijom
elektromagnetskog zracenja u toplinu).

Metode destilacije temelje se na izravhom mijerenju koliCine vode uklonjene iz
uzorka hrane isparavanjem. Reakcije izmedu vode i odredenih kemijskih reagenasa mogu
se koristiti kao osnova za odredivanje koncentracije vlage u namirnicama. U toj metodi u
namirnice koje specifino reagiraju s vodom dodaje se kemijski reagens da bi se proizvela
mjerljiva promjena kao npr. promjena u masi, volumenu, tlaku, pH, boji te konduktivnosti
(McClement, 2003).

Razvijen je i niz fizikalnih metoda odredivanja sadrzaja vlage koje se temelje na
cinjenici da voda ima znatno razliCite fizicke karakteristike od same namirnice, npr. gustoca,
elektri¢na vodljivost ili indeksa loma.

Spektrometrijske metode koriste interakciju elektromagnetskog zracenja s
materijalima radi dobivanja informacija o njihovom sastavu, npr. X-zrake, UV-zrake, NMR,

mikrovalovi i infracrveno zracenje.



2.5, Analiticke metode odredivanja sadrzaja pepela

Pepeo je anorganski ostatak, zaostao nakon spaljivanja organskih tvari. KoliCina i
sastav pepela u prehrambenom proizvodu ovise o prirodi namirnice kao i o metodi njena
spaljivanja (Pomeranz i Meloan 1994).

Udio pepela je mjera ukupne koli¢ine minerala prisutnih u hrani, dok je mineralni
sastav i sadrzaj mjera specificnih anorganskih komponenti u hrani.

Analiticke metode koje se koriste za odredivanje ukupnog mineralnog sadrzaja
temelje se na cinjenici da minerali nisu uniSteni grijanjem i da imaju nisku temperaturu
isparavanja u usporedbi s ostalim sastojcima hrane.

Tri glavna tipa analitickih postupka koji se koriste za odredivanje ukupnog pepela
u hrani su: spaljivanje, vlazenje i nisko temperaturno susenje u plazmi (McClement, 2003).

Metoda odabrana za odredenu analizu ovisi o vrsti namirnice i dostupnoj opremi.

2.6. UV/Vis spektrofotometrija

Apsorpcija elektromagnetskog zracenja valnih duljina izmedu 200 i 800 nm moze
se koristiti za kvalitativnu i kvantitativnu analizu molekula koje imaju m elektrone ili atome
koji posjeduju nesparene elektronske parove.

Apsorpcija ultraljubicastog (UV) ili vidljivog (Vis) zraCenja u molekulama javlja se
kao rezultat interakcije elektricnog polja s elektronima molekula (Miyawa i Schulman, 2001).

Ultraljubicasto podrucje odnosi se na valne duljine od 10 do 380 nm, dok se
podrucje vidljivog dijela spektra odnosi na valne duljine od 380 do 780 nm. Odnos izmedu
koncentracije analita i intenziteta apsorbirane svjetlosti temelj je kvantitativhe primjene

spektrofotometrije, a definiran je Lambert-Beerovim zakonom koji glasi (1):

A=¢c"b'c (1)

gdje je A apsorbancija, £ molarni apsorpcijski koeficijent, 6 debljina sloja otopine i ¢

mnozinska koncentracija.



2.6.1. Kromogeni reagensi

Neke vrste analita ne apsorbiraju elektromagnetsko zracenje same od sebe, vec je
potrebno upotrijebiti kromogene reagense koje ih prevode u oblik mogué¢ za
spektrofotometrijsko odredivanje. Tako se Folin-Ciocalteu reagens koristi kod odredivanja
ukupnih fenola, aluminijev klorid kod ukupnih flavonoida, fenol kod ukupnih Secera i bakrov
sulfat kod ukupnih proteina.

Detaljan uvid upotrebe navedenih reagenasa i odgovarajucih principa
spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola, flavonoida, Secera i proteina je opisan u

nize navedenom poglavlju (3.4.7.).



3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijal

Espresso kava ,Kimbo" kupljena na talijanskom trzistu (Salerno, Italija) i otpad

nastao njenim konzumiranjem prikazani su na Slici 2.

Macinato

Fresco
G

Slika 2. Espresso kava ,Kimbo" (a) i otpad nasatao nakon njena konzumiranja (b)!.

3.2. Kemikalije

e Aluminijev klorid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Bakrov sulfat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Bovin serum albumin, BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Etanol (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

e Fenol (Acros organics, Geel, Belgija)

e Fenolftalein (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Folin-Ciocalteu reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e Galna kiselina (Acros Organics, New Jersey, USA)

e Glukoza monohidrat (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
¢ Kalijev jodid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Kalij natrij tartarat (Alkaloid, Skopje, Makedonija)

e Metanol (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

1Sve slike izvorno nastale u Laboratoriju za analiticku kemiju



3.3.

Natrijev karbonat, bezvodni (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
Natrijev nitrit (Alfa Aesar, Karlsruhe, Njemacka)
Natrijev hidroksid (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska)
Petroleter (Carlo Erba Reugents S.A.S., Francuska)
Rutin (Alfa Aesar, Karlsruhe, Njemacka)

Sumporna kiselina (Kefo, Zagreb, Hrvatska)

Aparatura i pribor

Analiticka vaga (JOBST, Samobor, Hrvatska)

Automatska pipeta volumena 40 - 200 uL (KemoLab, Zagreb, Hrvatska)
Magnetska mijeSalica (IKA, RH basic 2, Boutersem, Belgija)
Mufolna pe¢ (Model Heraew)

pH metar (Model Hanna 98150, Zagreb, Hrvatska)

Vodena kupelj za Soxlet ekstrakciju (Inka, Zagreb, Hrvatska)
Susionik (Instrumentaria, Zagreb, Hrvatska)

UV/Vis Spektrofotometar (Perkin-Elmer, Lambda 25, Massachusetts, USA)
Vorteks (Metron, Zagreb, Hrvatska)

Aluminijske posudice

Boce za Cuvanje otopina od 500 mL

Celulozne cahure (tuljci)

Eksikator sa silika gelom

Erlenmeyerove tikvice 100 mL

Erlenmeyerove tikvice s brusenim grlom 250 mL

Falcon kivete za ¢uvanje uzoraka, 50 mL

Filter papir

Gooch londici

Graduirane pipeteod 1, 2i 5 mL

Menzure od 10, 100 i 500 mL

Odmijerne tikvice od 10, 25, 50, 100 i 500 mL

Pinceta

Plamenik

Porculanske zdjelice

Povratno hladilo



e Propipeta

e Satno staklo

e Staklene ¢ase od 50,100 i 500 mL

e Stakleni lijevci

e Stakleni Stapici

e Tikvice s okruglim dnom od 250 mL

3.4. Metode rada

U ovom radu su koristene sljedece analiticke tehnike:
- gravimetrija: odredivanje udjela vlage, pepela, masti, celuloze i lignina,
- spektrofotometrija u UV i Vis podrucju elektromagnetskog zracenja: ukupni fenoli,
ukupni flavonoidi, ukupni Seceri i proteini
- volumetrijsko kiselinsko-bazna titracija: ukupna kiselost
- ekstrakcija: refluksiranje i Soxlet

3.4.1. Odredivanje udjela vode u uzorcima

SusSenje je provedeno na uzorcima espresso kave ,Kimbo" i otpadu nastalom njenim
konzumiranjem.

2 g uzoraka kave, odvaze se u prethodno osusene, ohladene i izvagane aluminijske
posudice. Posudice s uzorkom se suse na 105 °C do konstantne mase, a zatim hlade u
eksikatoru 1 h, te vazu.

Maseni udio vode u kavi i njenom otpadu izraCuna se na temelju razlike u masi prije

i nakon susenja uzoraka prema formuli 2:

w(vode) = Z:?':; -100 (2)

2

gdje je m - masa prazne aluminijske posudice (g), 7 - masa aluminijske posudice s
uzorkom prije susenja (g) i 7 - masa aluminijske posudice s uzorkom nakon susenja (g).



3.4.2. Odredivanje udjela pepela u uzorcima

Odvaze se po 1 g uzorka kave i njenog otpada u prethodno zarene, ohladene
(eksikator) i izvagane porculanske zdjelice. Nakon Sto se uzorci karboniziraju na plameniku,
stave se u mufolnu pec¢ na 600 °C, 4 sata ili do postizanja pepela konstantne mase. Nakon
Zarenja, porculanske zdjelice s pepelnim ostatkom se hlade u eksikatoru 1 h i vazu, a zatim

se udio pepela izracuna prema formulu 3:

w (pepeo) = % -100 3)

2

gdje je: nmm - masa prazne porculanske zdjelice (g), m - masa porculanske zdjelice i uzorka

prije spaljivanja (g) i 7 - masa porculanske zdjelice i pepela (g).

3.4.3. Odredivanje udjela sulfatnog pepela u uzorcima

Nakon odredivanja udjela pepela u uzorcima kave i njenog otpada (poglavlje 3.4.2.),
pepelnim ostacima se doda 1 mL koncentrirane sumporne kiseline i zagrijava na plameniku
do nestanka bijelog dima. Nakon hladenja doda se joS nekoliko kapi sumporne kiseline i
potom se porculanske zdjelice stave u mufolnu pe¢ na 600 °C, 2 sata. Nakon spaljivanja,
porculanske zdjelice s pepelnim ostatkom se hlade 1 h u eksikatoru i vazu, a potom se udio

sulfatnog pepela izracuna iz formule 4:

m (sulfatni pepeo)

w (sulfatni pepeo) = 100 4)

m (uzorak)

gdje je: m (sulfatni pepeo) - razlika u masi porculanske zdjelice s pepelom prije i nakon

dodatka sumporne kiseline (g), /m - masa uzorka uzetog za analizu (g).
3.4.4. Odredivanje udjela masti u uzorcima Soxlet ekstrakcijom

Tocno 2 g prethodno osusenih uzorka (poglavlje 3.4.1.) odvaze se u celulozne

Cahure, koje se potom stave u ekstraktore Soxhletove aparature. Tikvice s okruglim dnom,

10



prethodno susene na 105 °C, ohladene 1 h u eksikatoru i izvagane spoje se na ekstraktore i
urone u vodenu kupelj.

Ekstrakcija uzoraka se provodi petroleterom 8 h na temperaturi kljuanja otapala.
Nakon zavrSene ekstrakcije, tikvice s ekstraktom se suse na 105 °C, 2 sata, hlade, te vazu.
Ekstrakcija se ponavlja nekoliko puta (postizanje konstantne mase tikvice s ekstrahiranom

masti), a potom se sadrzaj masti izraCuna prema formuli 5:

T2 T 100 (5)

m (uzorak)

w (masti) =

gdje je mn - masa prazne tikvice (g), m» - masa tikvice i ekstrahirane masti (g) i m - masa

uzorka uzetog za analizu (g).

3.4.5. Odredivanje udjela celuloze u uzorcima

Odvaze se 2 g odmascenog uzorka (poglavlje 3.4.4.) u Erlenmeyerovu tikvicu s
brusenim grlom, doda se 200 mL kipuée 0,255 mol L' sumporne kiseline. Otopina se
refluksira 1 sat te se vruca filtrira preko Gooch lonciéa.

Zaostali talog ispire se nekoliko puta s 40 do 50 mL kipucée destilirane vode, a zatim
se isprani ostatak vrati u Erlenmeyerovu tikvicu, prelije s 200 mL kipuéeg 0,313 mol L*
natrijevog hidroksida te ponovo refluksira, dodatnih sat vremena.

Nakon zavrsenog refluksiranja otopina se profiltrira preko Gooch lonci¢a, a potom se
zaostali talog ispire nekoliko puta s 30 mL etanola i oko 50 mL kipuée destilirane vode.
Nakon susenja (105 °C preko noci), spaljivanja (mufolna pe¢, 4 h) i hladenja (eksikator, 1

h), Gooch loncici s talogom se vazu, a maseni udio celuloze dobije se iz formule 6:

w (celuloza) = —=2"_.100 (6)

m (uzorak)

gdje je mn - masa Gooch lonci¢a, nm% - masa Gooch lonci¢a s odmaséenim uzorkom nakon

spaljivanja i /m - masa odmascenog uzorka uzetog za analizu.
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3.4.6. Odredivanje udjela lignina u uzorcima

Odvagan je po 1 g uzorka u case od 800 mL, dodano je 15 mL 72 % (V/v)
sumporne kiseline i ostavljeno da stoji 2,5 sata na sobnoj temperaturi uz povremeno
mijeSanje staklenim Stapicem. Potom je dodano 560 mL destilirane vode i kuhano na
vodenoj kupelji 4 sata pokriveno satnim stakalcem. Vrudi sadrzaj profiltriran je preko
prethodno osusenog i odvaganog filter papira, a zatim je zaostali talog ispran s destiliranom
vodom do neutralne reakcije.

Vlazan filter papir s talogom osusen je na temperaturi od 105 °C do konstantne
mase, ohladen (eksikator, 1 h) i odvagan. Maseni udio lignina izraCunat je prema formuli 7:

mp - My

w (lignin) = 100 (7)

m (uzorak)

gdje je m - masa praznog filter papira (g), m - masa filter papira s osusenim ostatkom

(g) m- masa uzorka uzetog za analizu (g).

3.4.7. Odredivanje ukupnih fenola, flavonoida, secera i proteina u uzorcima

Maseni udio ukupnih fenola u uzorcima espresso kave i otpada dobivenog njenim
konzumiranjem odreden je Folin-Ciocalteau metodom koja se zasniva na kolorimetrijskoj
reakciji fenolnih spojeva sa smjesom fosforvolframove i fosfomolbidenske kiseline tj. s Folin-
Ciocalteu (FC) reagensom. Uslijed reakcije FC reagensa s fenoksidnim ionom iz uzorka
dolazi do stvaranja plavo obojene otopine volframovog i molibdenovog oksida, a intenzitet
nastalog obojenja mjeri se na valnoj duljini od 760 nm (Agbor i sur., 2014).

Maseni udio ukupnih flavonoida u uzorcima odreden je spektrofotometrijski,
metodom koja se zasniva na formiranju stabilnog aluminij-flavonoid kompleksa izmedu
aluminija i C4 keto skupine i C3 ili C5 hidroksilne skupine flavona i flavonola. Nakon dodatka
aluminijevog klorida i natrijeva hidroksida dolazi do stvaranja crveno obojenog kompleksa, a
intenzitet nastalog obojenja mjeri se na valnoj duljini od 510 nm (Pekal i Pyrzynska, 2014).

Sadrzaj ukupnih Secera u uzorcima espresso kave i njenog otpada odreden je
primjenom brzog i reproducibilnog postupka za odredivanje jednostavnih Seéera i njegovih
derivata koji koristi fenol kao specificni organski reagens uz vruéu sumpornu kiselinu.
Redukcija Secera uz stvaranje zuto obojene otopine (Ashwell, 1966) mjeri sa na valnoj
duljini od 490 nm.
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Sadrzaj ukupnih proteina u uzorcima odreden je primjenom Biuret metode, koja se
temelji se na kompleksometrijskoj reakciji iona bakra s peptidnim vezama (-CO-NH)
proteina u luznatoj sredini, stvarajuéi ljubi¢asto obojenje (Krueziger Keppy i Allen, 2009).

3.4.7.1. Priprema ekstrakata

Ekstrakcija refluksiranjem provedena je na uzorcima espresso kave ,Kimbo" i otpadu
nastalom konzumiranjem espresso kave radi dobivanja ekstrakata u kojima su odredeni
ukupni fenoli, flavonoidi, Seceri i proteini, te ukupna kiselost i pH.

Odvagano je 3 g uzorka i ekstrahirano s 50 mL destilirane vode 1 sat pri 100 °C za
odredivanje ukupnih fenola, flavonoida, Selera, ukupne kiselosti i pH, te 60 °C za
odredivanje proteina.

Nakon zavrSene ekstrakcije, uzorci su filtrirani preko grubog filter papira, a potom su
dobivene suspenzije uzoraka jos jednom profiltrirane preko finog filter papira (plava vrpca)
u falcon kivete. Priredeni ekstrakti Cuvani su u hladnjaku na +4 °C do pocetka analize.

3.4.7.2. Priprema otopina

Otopine koristene u postupku odredivanje ukupnih fenola su:

e Folin-Ciocalteu (FC) reagens (¢ = 0,2 mol L)
Otpipetira se 2,5 mL FC reagensa (¢ = 2 mol L'!) u 25 mL destilirane vode.

e Otopina natrijevog karbonata (w = 20 %, w/V)
Otopi se 200 g natrijevog karbonata u 800 mL vruce, kljucale destilirane vode i
nakon hladenja dodaje se nekoliko kristalica natrijevog karbonata. Nakon 24 sata
otopina se profiltrira.

e Galna kiselina (y=5gL%)
Izvaze se 0,25 g galne kiseline te se pomoc¢u 10 mL etanola kvantitativno prenese u
odmjernu tikvicu od 50 mL, a potom se tikvica nadopuni deioniziranom vodom do
oznake.
Otopine koristene u postupku odredivanje ukupnih flavonoida su:

e Otopinarutina (y =1gL?)
0,1000 g rutina otopi se u 10 mL metanola u odmjernoj tikvici od 100 mL, te se

odmjerna tikvica nadopuni s metanolom.
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e Natrijev nitrit (w =5 %, w/V)
Odvaze se 5 g NaNO: i otopi u deioniziranoj vodi, u odmjernoj tikvici od 100 mL.
e Aluminijev klorid (w = 10 %, w/V)
Odvaze se 10 g AICl; i otopi u deioniziranoj vodi, u odmjernoj tikvici od 100 mL.
e Natrijev hidroksid (¢ = 1 mol L)
Odvaze se 2 g NaOH i otopi u deioniziranoj vodi, u odmjernoj tikvici od 100 mL.
Otopine koristene u postupku odredivanja ukupnih Seéera su
e Otopina glukoze (y =2000 mg L1)
Odvagano je 100 mg glukoze i otopljeno u deioniziranoj vodi, u odmjernoj tikvici od
50 mL.
e Otopina fenola (w =5 %, w/V)
Otopljeno je 2,5 g fenola u deioniziranoj vodi, u odmjernoj tikvici od 50 mL.
Otopine koristene u postupku odredivanje ukupnih proteina su:
e Biuret reagens
Odvagano je 1,6 g NaOH, 1,8 g KNa tartarata, 0,6 g CuSO4 i 1,8 g KI te otopljeno u
deioniziranoj vodi, u odmjernoj tikvici od 200 mL.
e Otopina BSA standarda (y =5 mg mL?)
Otopljeno je 0,253 g BSA u deioniziranoj vodi, u odmjernoj tikvici od 25 mL.

3.4.7.3. Odredivanje ukupnih fenola

U cilju izrade bazdarnog dijagrama za odredivanje nepoznatih masenih koncentracija
ukupnih fenola u uzorcima kave i njenog otpada, alikvoti od 0,1; 0,3; 0,5; 1,0; 1,31 1,8 mL
ishodne standardne otopine galne kiseline (y = 5 g L' ) otpipetirani su u odmjerne tikvice
od 50 mL za pripremu pojedinacnih standardnih otopina masenih koncentracija 10, 30, 50,
100, 130§ 180 mg L.

Iz ovako priredenih pojedinacnih standardnih otopina otpipetira se po 1 mL u
odmijerne tikvice od 25 mL, te se doda 10 mL destilirane vode, 1,25 mL FC reagensa (¢ =
0.2 mol L) i nakon 5 minuta 3,75 mL 20 % otopine Na,COs. Tikvice se nadopune
destiliranom vodom do oznake, te ¢uvaju na sobnoj temperaturi, na tamnom mjestu 2 sata,
nakon ¢ega im se izmjeri apsorbancija na valnoj duljini od 760 nm. Na isti nacin pripremi se
i slijepa proba, ali umjesto 1 mL standarda uzima se 1 mL destilirane vode.

Uzorci espresso kave i njenog otpada s nepoznatim masenim koncentracijama

ukupnih fenola pripremljeni su na isti nacin kao i standardne otopine, ali umjesto 1 mL
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pojedinacne standardne otopine uzeto je 0,4 mL razrijedenog ekstrakta ,Kimbo" kave,
odnosno 0,2 mL refluksiranog uzorka njenog otpada.

Razrijedeni ekstrakt espresso kave ,Kimbo" prireden je tako da je 1 mL ekstrakata
espresso kave dobivenog postupkom refluksiranja (poglavlje 3.4.7.1.) otpipetiran u
odmjernu tikvicu od 25 mL, koja je potom nadopunjena s destiliranom vodom.

Iz izmjerenih apsorbancija pripremljenih pojedinacnih standardnih otopina i njihovih
masenih koncentracija izradi se bazdarni dijagram, a zatim se iz dobivene jednadzbe pravca
izraCuna masena koncentracija, a zatim i maseni udio ukupnih fenola u uzorcima kave i

njenog otpada.

3.4.7.4. Odredivanje ukupnih flavonoida

U cilju izrade bazdarnog dijagrama za odredivanje nepoznatih masenih koncentracija
ukupnih flavonoida u uzorcima kave i njenog otpada bilo je potrebno iz ishodne otopine
rutina, masene koncentracije 1 g L* otpipetirati 0,5; 1,5; 2,5; 5,0; 6,5 i 9,0 mL u odmjerne
tikvice od 50 mL za pripremu pojedinacnih standardnih otopina koncentracija 10, 30, 50,
100, 130§ 180 mg L.

1z priredenih pojedinacnih standardnih otopina otpipetira se 1 mL u odmjerne tikvice
od 10 mL te se doda 2 mL destilirane vode, 0,3 mL 5 %-tne otopine NaNO,, 0,5 mL 10 %-
tne otopine AICI; (nakon 5 minuta ) i 2 mL NaOH, ¢ =1 mol L'! (nakon 6 minuta), a potom
se tikvice nadopune destiliranom vodom do oznake.

Na isti nacin priprema se i slijepa proba no umjesto 1 mL standarda dodaje se isti
volumen destilirane vode.

Uzorci espresso kave i njenog otpada s nepoznatim masenim koncentracijama
ukupnih flavonoida pripremljeni su na isti nacin kao i standardne otopine no umjesto 1 mL
pojedinacne standardne otopine uzeto je 0,4 mL razrijedenog ekstrakta espresso kave i 0,2
mL refluksiranog ekstrakta otpada espresso kave (Slika 3).

Priprema razrijedenog ekstrakata kave opisana je u poglavlju 3.4.7.3.

Tako priredenim otopinama izmjeri se apsorbancija pri valnoj duljini od 510 nm, a
zatim se iz izmjerenih apsorbancija i masenih koncentracija pojedinacnih otopina rutina
izradi bazdarni dijagram. Iz dobivene jednadzbe pravca izraCuna se koncentracija, odnosno

maseni udio ukupnih flavonoida u uzorcima.
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Slika 3. Otopine espresso kave (a) i otpada dobivenog njenim konzumiranjem (b)

pripremljene za odredivanje ukupnih flavonoida UV/Vis spektrofotometrijom.

3.4.7.5. Odredivanje ukupnih Secera

Za izradu baZdarnog dijagrama potrebno je iz ishodne standardne otopine glukoze
(y = 2000 mg L) otpipetirati 0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5 2,0 mL u odmjerne tikvice od 50
mL da bi se pripremile pojedinaCne standardne otopine masenih koncentracija 5, 10, 20,
40, 60, 80 mg L.

1z priredenih pojedinacnih standardnih otopina otpipetira se 1 mL u odmjerne tikvice
od 25 mL te se doda 1 mL 5 %-tne otopine fenola i 5 mL koncentrirane H,SO4. Nakon
mijeSanja na vorteksu, smjesa zagrijana 5 minuta na vodenoj kupelji uz kljucanje se hladi u
posudi s ledom. Nakon stajanja na tamnom mjestu 30 minuta na sobnoj temperaturi
priredenim otopinama izmjeri se apsorbancija pri 492 nm.

Na isti nacin priprema se i slijepa proba, ali umjesto 1 mL standarda uzima se 1 mL
destilirane vode.

Uzorci espresso kave i njenog otpada s nepoznatim masenim koncentracijama
ukupnih Seéera pripremljeni su na isti nacin kao i standardne otopine no umjesto 1 mL
pojedinacne standardne otopine uzet je 1 mL razrijedenih ekstrakata espresso kave,
odnosno njenog otpada (Slika 4).

Razrijedeni ekstrakti espresso kave (0,5:50, v/v) i otpada nastalog njenim
konzumiranjem (1:50, v/v) priredeni su tako da je 0,5 mL ekstrakata espresso kave,
odnosno 1 mL njenog otpada, dobivenih postupkom refluksiranja (poglavlje 3.4.7.1.)
otpipetiran u odmjerne tikvice od 50 mL, koje su potom nadopunjene s destiliranom vodom.

Iz izmjerenih apsorbancija pripremljenih standardnih otopina i masenih
koncentracija otopine glukoze izradi se bazdarni dijagram, a iz dobivene jednadzbe pravca

izraCuna se koncentracija, odnosno maseni udio ukupnih Secera u uzorcima.
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Slika 4. Otopine espresso kave (a) i otpada dobivenog njenim konzumiranjem (b)
pripremljene za odredivanje ukupnih Sec¢era UV/Vis spektrofotometrijom.

3.4.7.6. Odredivanje ukupnih proteina

Za izradu bazdarnog dijagrama pripremljene su pojedinacne standardne otopine
masenih koncentracija 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,2 i 1,6 mg mL™! tako da su alikvoti od 0,2; 0,4;
0,8; 1,6; 2,4 i 3,2 mL ishodne otopine BSA (y = 5 mg mL*) otpipetirani u odmjerne tikvice
od 10 mL, koje su potom nadopunjene s destiliranom vodom do oznake.

Iz ovako priredenih pojedinacnih standardnih otopina otpipetira se po 3 mL u
odmjerne tikvice od 10 mL te se doda 3 mL biuret reagensa (Slika 5). Nakon Sto se otopine
homogeniziraju na vorteksu i inkubiraju na sobnoj temperaturi 30 minuta, izmjeri im se i
apsorbancija pri valnoj duljini od 540 nm.

Na isti nacin priprema se i slijepa proba, ali umjesto 1 mL standarda uzima se 1 mL
destilirane vode.

Za odredivanje ukupnih proteina u uzorcima otpipetiran je 1 mL razrijedenog
ekstrakata espresso kave, odnosno 1 mL refluksiranog ekstrakta otpada, te je dodano 2 mL
deionizirane vode i 3 mL biuret reagensa.

Razrijedeni ekstrakt espresso kave prireden je tako da je 1 mL ekstrakata espresso
kave dobivenog postupkom refluksiranja (poglavlje 3.4.7.1.) otpipetiran u odmjernu tikvicu

od 25 mL, koje su potom nadopunjene s destiliranom vodom.
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Slika 5. Otopine espresso kave (@) i otpada dobivenog njenim konzumiranjem (b)
pripremljene za odredivanje ukupnih proteina UV/Vis spektrofotometrijom.

3.4.7.7. Odredivanje ukupne kiselosti i pH

Za odredivanje ukupne kiselosti refluskirani ekstrakti kave i njenog otpada opisani u
poglavlju 3.4.7.1. su razrijedeni u prikladnim omjerima.

Tocno 1 mL refluksiranog ekstrakta kave je otpipetiran u odmijernu tikvicu od 25 mL
koja je nadopunjena do oznake destiliranom vodom. Potom je 10 mL alikvota tako
priredene razrijedene otopine otpipetirano u drugu odmjernu tikvicu od 50 mL te
nadopunjeno s destiliranom vodom do oznake.

1z refluksiranog ekstrakta otpada kave otpipetirano je 10 mL u odmjernu tikvicu od
50 mL koja je nadopunjena do oznake destiliranom vodom.

Toc¢no 10 mL alikvota kave, odnosno njenog otpada otpipetiranih iz konacnih
razrijedenih otopina (50 mL) je titrirao sa otopinom NaOH (¢ = 0,1 mol L) uz fenolftalein
kao indikator.

Nakon zavrsene titracije rezultati ukupne kiselosti su izrazeni kao g limunske kiseline
na 100 g uzorka, uzimajuéi u ubzir volumen utroSenog NaOH (0,1 mL za kavu i 0,2 mL za
njen otpad), te razrijedenja refluksiranih uzoraka.

pH vrijednosti otopina kave i njenog otpada odredene su pomocu pH metra u
refluksiranim otopinama (poglavlje 3.4.7.1.).
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4. REZULTATII RASPRAVA

U ovom radu odreden je kemijski sastav otpada nastalog konzumiranjem espresso
kave ,Kimbo“ u cilju valorizacije njegovih nutritivnih i fitokemijskih svojstava. Takoder,
provedena je i kemijska analiza izvornog uzorka ,Kimbo"“ kave radi usporedbe dobivenih
parametara.

Dakle, s obzirom na dobivene masene udjele ekstrahiranih analita utvrdio bi se
potencijal i smisao daljnjeg iskoriStavanja otpada pri izolaciji korisnih komponenti, poput
masti, celuloze, lignina, polifenola kao i drugih znacajnih sastojaka prikazanih u ovom radu.

Rezultati gravimetrijskog odredivanja vlage, pepela, sulfatnog pepela, masti,
celuloze i lignina, te ukupne kiselosti odredene volumetrijskom, kiselinsko baznom titracijom
i pH vrijednosti prikazani su u poglavljima 4.1. do 4.5.

UV/Vis spektrofotometrijom odreden je maseni udio ukupnih fenola, flavonoida,
SecCera i proteina u ekstraktima uzoraka dobivenih refluksiranjem, a rezultati su prikazani i

opisani u poglavljima 4.6. do 4.9.

4.1. Sadrzaj vlage u uzorcima kave i otpada

Gravimetrijskom metodom odreden je udio vode u uzorku espresso kave ,Kimbo" i
otpada dobivenog njenim konzumiranjem.

Nakon provedenog uzastopnog suSenja, hladenja i vaganja sadrzaj vode za dva
paralelna mjerenja u uzorku espresso kave iznosi 2,92 %, a za njen otpad 7,35 % vode.

Za usporedbu udio vlage u przenoj kavi krece se u rasponu od 1,5 do 5 % (Farah,
2012), a u otpadu prikupljenom iz kafi¢a i iskoristenih kapsula kave 6,35 % (Zuorro i
Lavecchia, 2012), dok u zelenoj kavi 6,99 % (Nogaim i sur., 2013).

S obzirom na navedeno moze se zakljuciti da udio vode ovisi o vrsti polazne sirovine,

kao i nacinu njene obrade, odnosno procesiranja.

4.2, Sadrzaj pepela i sulfatnog pepela u uzorcima kave i otpada

Pepeo u namirnicama odnosi se na anorganski ostatak koji zaostaje nakon

spaljivanja ili potpune oksidacije organskih tvari u hrani. U sastav pepela spadaju razliciti
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mineralni elementi, ukljuujuci kalij, kalcij, magnezij, sumpor, fosfor, zeljezo, mangan, bor,
bakar i drugi (Ballesteros i sur. 2014).

Spaljivanjem do konstantne mase pri temperaturi od 600 °C, 4 sata sadrzaj pepela u
uzorku espresso kave iznosi 4,36 %, a u otpadu nastalom nakon njene termicke obrade
1,15 %.

Nakon dodatka sumporne kiseline u prethodno Zareni uzorak (poglavlije 3.4.3.) i
njegovog spaljivanja pri 600 °C, 2 h maseni udio sulfatnog pepela za espresso kavu iznosi
6,08 %, a za otpad 1,94 %.

Na temelju dobivenih rezultata moZe se zakljuciti da espresso kava sadrzi vise
pepela u odnosu na njen otpad. Potpunija slika njihovih mineralnih sastojaka mogla bi se
utvrditi tek nakon provodenja analize atomskom apsorpcijskom spektrofotometrijom (AAS),
Sto nije bio predmet ovog rada.

RazliCita istrazivanja su pokazala da udio pepela moze varirati, ovisno o vrsti kave i
nacinu obrade, pa tako prema Cruz i sur. (2012) przena zrna kave sadrze oko 4,6 %, a
zelena kava 4,16 % pepela.

4.3. Sadrzaj masti u uzorcima kave i otpada

Sadrzaj masti u uzorcima ,Kimbo" kave, koja cini smjesu 80 % Arabice i 20 %
Robuste i njenog otpada je odreden Soxhlet ekstrakcijom. Rezultati su pokazali da espresso
kava sadrzi neSto manje masti (14,24 %) u odnosu na otpad dobiven nakon njena
konzumiranja (15,16 %).

Za usporedbu przena kava (Cruz i sur. 2012) sadrzi od 11 do 20 % lipida, s veéim
koli¢inama u Arabici (14 - 20 %) u odnosu na Robusta vrstu (11 - 16 %), pa se moze
zakljuciti da udio masti u espresso kavi i njenom otpadu dobivenih Soxlet ekstrakcijom s
petroleterom nalazi unutar navedenih granica.

Dobivene vrijednosti potvrduju da se vecina lipida zadrzava u otpadu kave, Sto
ukazuje na mogucnost njegovog iskoristavanja kao vrijednog biosupstrata za ekstrakciju
masti. Istrazivanje Cruz i sur. (2012) je pokazalo da lipidi prisutni u Arabica i Robusta
vrstama obuhvacaju uglavnom triacilglicerole (75 %), sterole (5 %) i diterpene (19 %), te
male frakcije tokoferola, pa procesiranjem kave zasigurno dolazi dijelom i do njihovog
ekstrahiranja.

Prema istraZivanju Mussatto i sur. (2011) otpad sadrZzi oko 15 % masti koja se

postupcima transesterifikacije moze prevesti u biodizel, a preostali kruti materijal sluzi za
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proizvodnju etanola i peleta goriva. Takoder, dobivena mast se nakon odgovarajuce obrade
moze upotrebiti kao dodatak hrani, te u farmaceutskoj industriji.

4.4. Sadrzaj celuloze i lignina u uzorcima kave i otpada

U odmascenim uzorcima kave i njenog otpada odreden je sadrzaj celuloze. Dobivene
vrijednosti su pokazale da oba uzorka sadrze niske koliCine celuloze: 0,33 % za espresso
kavu i 0,12 % za njen otpad.

Maseni udio lignina je znatno vedi, a izmjerene vrijednosti iznose 30,87 % za espresso kavu
i 38,21 % za njen otpad.

Ballesteros i sur. (2014) u otpadu kave pronalaze vrijednosti celuloze od 12,40 %, a lignina
23,90 %, Sto potvrduje da sadrzaj analiziranih makromolekula moze varirati ovisno o
sirovini.

Bududi da se radi o visokim udjelima lignina u otpadu kave, ovaj bioosupstrat bi se mogao
iskoristiti kao jedan od potencijalnih izvora njegove izolacije, a potom i transformacije u

biogorivo i gorive pelete.

4.5. Ukupna kiselost i pH u uzorcima kave i otpada

Dobiveni rezultati pH vrijednosti iznose 4,45 za espresso kavu i 5,18 za njen otpad. Ukupna
kiselost kao mjera sadrzaja kiseline u napitku (Cairns i sur, 2002) iznosi 38,91 % za
espresso kavu i 3,11 % za njen otpad, pa se moze zakljuciti da je polazna espresso kava

kiselija od otpada dobivenog njenim konzumiranjem.

4.6. Sadrzaj ukupnih fenola u uzorcima kave i otpada

U Tablici 1 se nalaze vrijednosti masenih koncentracija galne kiseline s pripadajué¢im
izmjerenim vrijednostima apsorbancija na temelju kojih je izraden bazdarni dijagram (Slika
5). Iz dobivene jednadzbe pravca izraCunate su vrijednosti nepoznatih masenih
koncentracija te maseni udjeli ukupnih fenola u ekstrahiranim uzorcima (Tablica 2). Maseni

udjeli izraZeni su kao mg galne kiseline na g ekstrahirane kave, odnosno njena otpada.
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Tablica 1. Masene koncentracije individualnih standardnih otopina galne kiseline i

pripadajucih vrijednosti apsorbancija izmjerenih UV/Vis spektrofotometrijom pri valnoj
duljini od 760 nm.

Standardna otopina | y(galna kiselina)/(mg L) A
0,0000
0 0 0,0000
0,0000
0,0400
1 10 0,0400
0,0405
0,1006
2 30 0,1011
0,1013
0,1678
3 50 0,1679
0,1679
0,3649
4 100 0,3649
0,3650
0,4351
5 130 0,4353
0,4356
0.5
y = 0,0034x + 0,0019
0.4 R2 = 0,9961
o .
03 e
< )
0.2
o
01 o
o
0 &
20 40 60 80 100 120

y (galna kiselina)/(mg L'1)

Slika 5. Bazdarni dijagram galne kiseline.

N

0,0000

0,0402

0,1010

0,1679

0,3649

0,4353

140
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Tablica 2. Rezultati UV/Vis spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola (UF) u

uzorcima espresso kave ,Kimbo" i otpada dobivenog nakon njena konzumiranja.

0,1237
Espresso kava 1 0,1238 0,1238 + 0,00001
0,1238

0.1271 927,46 £ 18,21
Espresso kava 2 0,1273 0,1272 £+ 0,0001

0,1273

0,1512
Otpad 1 0,1513 0,1513 £+ 0,0001

0,1515

0,1420 87,20 = 3,99
Otpad 2 0,1421 0,1421 £ 0,0001

0,1422

Tablica 2 pokazuje da je udio ukupnih fenola znatno manji u otpadu kave s obzirom na

ishodnu espresso kavu, Sto je bilo i za ocekivati jer je uzorak bio podvrgnut termickoj obradi
u cilju dobivanja napitka, a time i degradaciji polifenola.

Dobiveni maseni udio ukupnih fenola u otpadu ,Kimbo" kave je oko 4 puta veci u
odnosu na rezultate dobivene u istrazivanja Panusa i sur. (2013), koji u otpadu kave
sakupljenog iz kafi¢a pronalaze vrijednosti od 19,16 mg g*.

4.7. Sadrzaj ukupnih flavonoida u uzorcima kave i otpada

Vrijednosti masenih koncentracija rutina s pripadajuéim izmjerenim vrijednostima
apsorbancija na temelju kojih je izraden bazdarni dijagram prikazani su u Tablici 3 i na Slici
6. Maseni udjeli ukupnih flavonoida (Tablica 4) izraZeni su kao mg rutina na g ekstrahirane
espresso kave, odnosno otpada kave.

23



Tablica 3. Masene koncentracije individualnih standardnih otopina rutina i pripadajucih

vrijednosti apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom pri valnoj duljini od 510 nm.

Standardna otopina

0

0.2

¥ (rutin)/(mg L?)

10

30

50

100

130

180

y = 0,001x + 0,0018

R2 = 0,9995

0.16

0.12

0.08

0.04

50

100

A

0,0000
0,0000
0,0000
0,0118
0,0118
0,0116
0,0293
0,0293
0,0293
0,0530
0,0531
0,0531
0,1044
0,1045
0,1043
0,1326
0,1327
0,1328
0,1840
0,1841
0,1842

y (rutin)/(mg L)

Slika 6. Bazdarni dijagram rutina.

150

A

0,0000

0,0117

0,0293

0,0531

0,1044

0,1327

0,1841

200
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Tablica 4. Rezultati UV/Vis spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih flavonoida (UFL) u

uzorcima espresso kave ,Kimbo" i otpada dobivenog nakon njena konzumiranja.

0,0595
Espresso kava 1 0,0596 0,059 + 0,037
0,0598
0,0509
Espresso kava 2 0,0507 0,0508 = 0,005
0,0507
0,0644
Otpad 1 0,0644 0,0643 =+ 0,008
0,0642
0,0591
Otpad 2 0,0591 0,0592 + 0,003
0,0594

556,25 + 64,81

50,00 = 2,94

Iz dobivenih rezultata (Tablica 4) uocljivo je da espresso kava sadrzi znatno veci udio
ukupnih flavonoida u odnosu na otpad dobiven njenim konzumiranjem. Dobiveni maseni
udio ukupnih flavonoida u otpadu kave je 15 puta veci u odnosu na vrijednosti dobivene u
istrazivanju Panusa i sur. (2013), koji u otpadu kave sakupljenom iz kafi¢a pronalaze
vrijednosti od 3,24 mg g ukupnih flavonoida.

4.8. Sadrzaj ukupnih $ecera u uzorcima kave i otpada

Vrijednosti masenih koncentracija glukoze s pripadaju¢im izmjerenim vrijednostima
apsorbancija na temelju kojih je izraden bazdarni dijagram prikazani su u Tablici 5. Iz
jednadzbe pravca (Slika 7) izracunate su vrijednosti nepoznatih masenih koncentracija te
maseni udjeli ukupnih Secera u uzorcima kave i otpada (Tablica 6). Maseni udjeli ukupnih
Secera izrazeni su kao mg glukoze na g ekstrahirane espresso kave, odnosno otpada kave.
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Tablica 5. Masene koncentracije individualnih standardnih otopina glukoze i pripadajucih

vrijednosti apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom pri valnoj duljini od 492 nm.

Standardna otopina ¥ (glukoza)/(mg L) A
0 0 0
1 5 0,06
2 10 0,133
3 20 0,166
4 40 0,351
5 60 0,499
6 80 0,682
0.8
y = 0,0082x + 0,0175
R2 = 0.995 e
0.6
N 04
,—’./‘
0.2
™
L -
0o
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

¥ (glukoza)/(mg L)

Slika 7. Bazdarni dijagram glukoze.

Tablica 6. Rezultati UV/Vis spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih Secera u

ekstraktima espresso kave ,Kimbo" i otpada dobivenog nakon njena konzumiranja.

0,379 379 + 0,000

Espresso kava 1 0,379

e 510,83 + 5,03
0% 0,170 % 0,001
0’165 112,00 + 0,58
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Tablica 6 pokazuje da je udio ukupnih Secera u uzorku espresso kave znatno veéi (~ 5 puta)
od udjela u njenom otpadu. Iako se radi o nizem prinosu Secera u otpadu kave ova biomasa

bi se ipak mogla koristiti kao potencijalan izvor proizvodnje bioetanola (Choi i sur., 2012).

4.9. Odredivanje ukupnih proteina

Vrijednosti masenih  koncentracija BSA s pripadaju¢im izmjerenim vrijednostima
apsorbancija na temelju kojih je izraden bazdarni dijagram prikazani su u Tablici 7.

Iz jednadzbe pravca (Slika 8) izraCunaju se vrijednosti nepoznatih masenih koncentracija te
maseni udjeli ukupnih proteina u ekstrahiranim uzorcima (Tablica 8). Maseni udjeli ukupnih

proteina izrazeni su kao mg BSA na g ekstrahirane espresso kave, odnosno otpada kave.

Tablica 7. Masene koncentracije individualnih standardnih otopina BSA i pripadajucih

vrijednosti apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom pri valnoj duljini od 540 nm.

Standardna otopina y(BSA)/(mg mL1) A A
0 0 8 0
1 0,1 g:gig 0,0175
2 0,2 gggg 0,029
3 0,4 882: 0,0545
4 0,8 8118‘5} 0,1045
5 1,2 0()”11458 0,149
6 1,6 3:382 0,2045
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y = 8,0062x - 0,0251

R2 = 0,9989
1.6 @
1.2 .'.,‘,......
‘ oot -
0.8 e
0.4 .
-0
0e
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

7(BSA)/(mg mL?)

Slika 8. Bazdarni dijagram BSA.

Tablica 8. Rezultati UV/Vis spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih proteina u

ekstraktima espresso kave ,Kimbo" i otpada dobivenog nakon njena konzumiranja.

= w (ukupni proteini)/(mg g*)
Espresso kava 1 g’ggz 0,034 +0,001
0’027 531,00 + 68,84
Espresso kava 2 0,029 0,028 + 0,001
Otpad kave 1 8’323 0,060 + 0,003
0’065 46,00 + 2,65
Otpad kave 2 0’059 0,062 + 0,004

Iz Tablice 8 vidi se da espresso kava sadrzi viSe proteina u odnosu na otpad espresso kave.

Dobiveni udio proteina u izvornoj ,Kimbo"™ kavi je puno manji u odnosu na njen otpad, pa
mozemo pretpostaviti da je doslo do razgradnje proteina jer je uzorak bio podvrgnut visokoj
temperaturi (> 100 °C) radi dobivanja napitka kave.

U zakljucku, ukupni rezultati provedenih analiza sumirani u Tablici 9 su pokazali da
otpad kave ,Kimbo sadrzi visoke udjele masti, lignina i SeCera Sto znaci da se ova biomasa
moze iskoristiti pri njihovoj izolaciji, a time i implementaciji u prehrambeno-biotehnoloskoj

industriji.
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Tablica 9. Kemijski sastav espresso kave ,Kimbo"“ i otpada dobivenog nakon njena

w (kemijski sastav)/%

Espresso kava ,Kimbo" Otpad espresso kave ,Kimbo"

konzumiranja.

| Voda | 2,92 + 0,00 7,35 + 0,00
4,36 + 0,00 1,15 + 0,00
6,08 + 0,00 1,94 £ 0,00
| Masti | 14,24 + 0,00 15,16 + 0,02
| Celuloza | 0,33 £0,01 0,12 + 0,00
| Lignin | 30,87 % 0,09 38,21 + 0,88
| Ukupnifenoli | 92,75 + 1,82 8,20 % 0,40
55,63 + 6,48 5,00 + 0,29
| UkupniSeéeri | 51,09 + 0,50 11,19 + 0,06

53,1 £ 6,88 4,60 £ 0,26

Valja istaknuti da istodobna prisutnost polisaharida, proteina i minerala ¢ini otpad
kave supstratom visoke biotehnoloSke vrijednosti, pa se kao takav moze upotrijebiti u
fermentacijskim procesima ili kao nosac za kultiviranje mikroorganizama (Mussatto i sur.,
2011).

Buduc¢i da otpad kave kao organski supstrat zahtijeva velike koliCine kisika za

Vv 7.

ekoloskog, vec i ekonomskog stajalista.

29



5. ZAKLIJUCAK

Ovim radom je pokazano da otpad espresso kave nastao njenim konzumiranjem moze
posluziti pri izolaciji razlicitih spojeva zanimljivih ne samo s ekoloskog, vec¢ i ekonomskog
stajalista.
Provedene kemijske analize su pokazale da izvorna espresso kava ,Kimbo" sadrzi veéi udio
vode, pepela, sulfatnog pepela, celuloze, ukupnih fenola, flavonoida, Seéera i proteina u
odnosu na otpad nastao njenim konzumiranjem.

S druge pak strane otpad kave ,Kimbo" sadrzi veci udio masti i lignima, Sto znaci da
bi se ovaj biosupstrat mogao koristiti u njihovim daljnjim izolacijama i transformacijama u

prikladne proizvode.
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Izjava o izvornosti

Izfavijujem da fe ovaj zavréni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovof
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih kofi su u nfemu navedeni,
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