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1. UvOD

Kava je drugo najpopularnije pi¢e u svijetu nakon vode. Njen ekonomski znacaj ne moze se
zanijekati, budu¢i da ¢ini jedan od najvaznijih primarnih proizvoda na svjetskom trzistu.
Postupak njene kultivacije, obrade, transporta i marketinga zaposljava milijune ljudi diljem
svijeta. Kljucna je za politiku i ekonomiju mnogih razvijenih zemalja, dok kod manje razvijenih
zemalja svijeta njen izvoz uglavnom prevladava (u nekim zemljama preko 80 %) u usporedbi s
drugim proizvodima (Murthy i Naidu, 2012).

Kao posljedica razvoja globalnog trzista kave, javljaju se i velike koli¢ine nusproizvoda
od kojih prevladavaju srebrna pokozica (engl. silver skin) i talog (engl. spent coffeee residues).
Budu¢i da neprikladno zbrinjavanje navedenih nusproizvoda moze dovesti do negativnih
posljedica za okolis, tezi se pronalasku na¢ina njihove ponovne upotrebe (Murthy i Naidu, 2012).

Srebrna pokozica je tanka opna vanjskog sloja sirovog zrna kave (¢ini 4 % ukupnog
zrna), a kao nusproizvod nastaje tijekom procesa przenja kave. Tako na prema podacima Alves i
suradnika (2017 ) na 120 tona przene kave proizvede se 1 tona srebrne pokozice. Talog kave je
nusproizvod koji nastaje u velikim koli¢inama prilikom pripremanja kave s vru¢om vodom.
Otprilike 2 kg vlaznog taloga kave nastaje nakon pripremanja jednog kilograma przene kave, $to
na svjetskoj godi$njoj razini predstavlja 6 milijuna tona otpada (Martinez-Saeza i Castillo, 2018).
Oba nusproizvoda bogata su polisaharidima, polifenolima, proteinima i mineralima sto im daje
znacajnu prehrambeno-biotehnolosku vrijednost (Martinez-Saeza i Castillo, 2018).

Kako bi se predlozila daljnja mogucéa upotreba srebrne pokozice i taloga, u ovom je radu
odreden njihov kemijski i mineralni sastav. Udio vlage, pepela, masti, celuloze, lignina, proteina,
Secera, fenola i flavonoida odreden je primjenom gravimetrijskih i spektrofotometrijskih
analitickih metoda. Multielementnom analizom, koriste¢i HR-ICP-MS (engl. High resolution
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, Spektrometrija masa visoke razlucivosti uz
induktivno spregnutu plazmu), odreden je sadrzaj minerala u uzorcima srebrne pokozice i taloga.
Istovremeno su provedene i analize pocetnih sirovina, odnosno sirove i espresso kave, u cilju

valorizacije analita odredenih u srebrnoj pokozici i talogu.



2. TEORIJSKI DIO

Rije¢ “kava” originalno potjeCe od arapske rije¢i “Quahweh” koju danas zamjenjuju razliciti
pojmovi kao npr. “café¢” (francuski), “caffe” (talijanski), “kaffee” (njemacki), “koffie”
(nizozemski) i “coffee” (engleski). Kava je jedno je od najpopularnijin svjetskih pica ¢iji
komercijalni utjecaj neprestano raste u posljednjih 150 godina, a uzgaja se u oko 80 zemlja i
poslije nafte je najbitnija trgovacka roba u svijetu (Daglia i sur., 2000). Tomu svjedoce i podaci
da je njena proizvodnja od 2015. do 2016. godine iznosila 145 milijuna vreca (vrec¢a od 60 kg)
(Alves i sur., 2017).

O samoj pripremi kave razvijena je prava mala znanost pa tako razlikujemo espresso
kavu, tursku kavu, filter kavu, ,,moka‘ kavu i kavu pripremljenu u french press vréu (Mestdagh i
sur., 2017). Parametri za pripremu navedenih napitka variraju ovisno o upotrebljenom aparatu ili
posudi ili dZzezvi, mjesavini przene kave, njenoj granulaciji, koli¢ini kave, temperaturi pripreme,

te vremenu kontakta kave i vode.

2.1. POVIJEST I BOTANICKA KLASIFIKACIJA KAVE

Prva plantaza kave osnovana je u 13. stolje¢u nakon §to su Arapi donijeli zrna “Coffea Arabica”
iz Etiopije u Jemen. Provincija Kaffa u Etiopiji smatra se kolijevkom kave Arabica, a africki
kontinent pradomovinom kave (Murthy i Naidu, 2012). Europu su prvi put s kavom upoznali
mletacki trgovei 1615. godine. Ve¢ polovicom 17. st. otvorena je u Veneciji prva kavana, a
potom u Milanu, Torinu, Genovi i ostalim talijanskim gradovima. Na zapad kontinenta kava je
stigla posredstvom nizozemskih trgovaca. Najprije je iz Arabije prokrijumc¢arena u Indiju, odakle
se ubrzo prosirila na nizozemske posjede u Indoneziji, narocito na otok Javu.

Kava pripada rodu kave “Genus Coffea” porodice brocika (“Rubiaceae”), a obuhvaca
viSe od 400 rodova s vise od 4800 do 5000 vrsta koje su veéinom tropska stabla i grmovi
(Clifford 1 sur., 1989). Klasifikacija roda kave zapocela je sa Svedskim botanicarem Carolus
Linnaeus koji je prvi opisao ovaj rod, a do sada je klasificirano vise od 80 vrsta koje
prevladavaju u Africi i Madagaskaru (Bridson i Verdcourt, 1988). Ekonomski su najznacajnije
vrste Coffea arabica koja obuhvaca oko 70 % svjetske proizvodnje te C. canephora var. Robusta
koja obuhvaca otprilike 29 % svjetske proizvodnje (Farah, 2012).



Ove dvije vrste kave znacajno se razlikuju. Stablo C. arabice je visoko, tamnozelenog
lis¢a dok su bobice ovalnog oblika, crvenkastosmede boje te sadrze 2 spljoStene sjemenke.
Stablo C. robuste je snazno, robustno, otpornija je i rodnija od Arabice dok su sjemenke ovalne i
manje od arabice, boja im je zuta do zutosmeda. Aroma C. robuste je oStra i izrazena te se
smatranja manje kvalitetnom od arabica kave.

Stabla kave rastu u tropskim krajevima, na prostorima s padalinama tijekom cijele godine te
prosjecno toplim temperaturama oko 20 °C. Treba oko pet godina da drvo kave donese svoj prvi

puni urod, a njihov zivotni vijek iznosi otprilike 20 godina.

2.2. PROIZVODNJA KAVE

Kako bi se od sirove kave, odnosno zrna kave (Slika 1) dobio tekuci napitak, kava mora proci
proces prerade. Ovisno o nacinu uklanjanja usploda razlikujemo suhi, mokri te kombinirani

postupak obrade kave.

PokoZica

Pulpa
Pergament

Srebrna pokozica

Zrno

Slika 1. Poprije¢ni presijek zrna kave (Murthy i Naidu, 2012).

Kava procesirana na mokri nac¢in (Martinez-Saeza i Castillo, 2018, Slika 2) naziva se
oprana kava. Kod mokrog nacina usplode se uklanja odmah nakon berbe, prije suSenja, te
zahtjeva vodeni transport i posebne uredaje za drobljenje (Murthy i Naidu, 2012). Mesnati dio
usploda uklanja se nakon drobljenja, prilikom ispiranja s vodom, nakon ¢ega slijedi fermentacija.
Proces fermentacije nuzan je kako bi se uklonio sluzavi omota¢ pergamentne ovojnice.

Fermentacija se provodi 24 - 36 h za arabica i 72 h za robusta kavu pri 30 - 35 °C. Izbjegava se



prekomjerna fermentacija zbog gubitka boje zrna, te prekratka fermentacija jer dolazi do
apsorpcije vlage. Fermentirana zrna se suse do udjela vlage od 10 %.

Suhi nacin podrazumijeva tradicionalni postupak obrade kod kojeg se svjeze ubrana kava
ravnomjerno rasporeduje u sloj debljine otprilike 8 cm na veée osuncane povrSine (Murthy i
Naidu, 2012). Redovitim prevrtanjem plodova sprjecava se fermentacija, a u slu¢aju nepovoljnih
vremenskih prilika plodove je potrebno zastiti. SuSenje je gotovo nakon 12 do 15 dana ukoliko je
pogodno sun¢ano vrijeme, pri ¢emu udjel vode u plodovima pada do ~12 % (Murthy i Naidu,
2012). Kombinirani nacin objedinjuje prednosti mokrog i suhog postupka, a podrazumijeva
drobljenje i uklanjanje mesnatog usploda bez naknadnog pranja, postize se kava punije arome i
sladeg okusa.

Nakon uklanjanja usploda, zrna su jos uvijek obavijena pergamentnom ljuskom koja se
uklanja procesom ljustenja. Ovisno o prethodnim postupcima prerade (mokri, suhi ili
kombinirani) vr$i se i odabir ljustilica. Nakon ljustenja slijedi sortiranje i klasificiranje sirove
(zelene) kave na temelju stupnja ostecenosti zrna. Selektirana sirova kava je zatim spremna ili za
skladiStenje ili za przenje.

Aroma przene kave se znacajno razlikuje od arome sirove kave. lIako je postupak przenja
kave jednostavan, kemijske i fizikalne promjene do kojih dolazi u zrnu kave uzrokuju promjenu
senzorskih osobina, koje su vrlo kompleksne i jo§ uvijek nedovoljno razjasnjene. Najcesci
uredaji koji se koriste za przenje jesu rotirajué¢i bubnjevi kod kojih su zrna kave u direktnom
doticaju s vatrom i/ili vruCom povr§inom te uredaji za przenje u struji vruéeg zraka ili plina
(Farah, 2012). Uredaji za przenje u struji zraka ¢e$ce se koriste u prehrambenim industrijama
zbog bolje kontrole temperature te ujednacene isprzenosti. Temperature koje se koriste za
przenje ovise o tipu uredaja, pa su tako maksimalne temperature u uredajima za przenje U Struji
vru¢eg zraka od 210 do 240 °C. U pocetnoj fazi przenja isparava slobodna voda. Kada
temperatura dosegne 130 °C pocine termicka razgradnja saharoze, mijenjanje boje zrna i
povecéanja njegova volumena (Sacchetti i sur., 2009). Kemijske promjene u pocetnoj fazi nisu od
velikog znacaja za razliku onih pri kraju przenja. Pri temperaturama visim od 160 °C dolazi do
niza egzotermnih 1 endotermnih reakcija, volumen zrna se znacajno poveca, boja prelazi u svjetlo
smedu te pocinje formiranje arome. Daljnjim przenjem pri 190 °C dolazi do senzorskih promjena
uzrokovanih Maillard-ovim i Strecker-ovim reakcijama, povecava se jakost i gor¢ina, gubi se

kiselost, a zrna postaju vrlo tamna, izrazito sjajne povrsine (Castillo i sur., 2002). Reakcije se



zaustavljaju kada zrna postignu zeljenu boju. Zrna se zatim hlade zrakom ili vodom, melju te
stavljaju u promet ili koriste dalje za proizvodnju instant kave.

Ukoliko se przena kava stavlja u promet ne smije sadrzavati: vise od 5 % vode, vise od 6
% ukupnog pepela i vise od 2 % preprzenih (ugljeniziranih) zrna. Koli¢ina ukupnih stranih
primjesa ne smije biti ve¢a od 0,1 %. Mora sadrzavati najmanje 22 % ekstraktivnih tvari topljivih
u vodi, osim przene kave bez kofeina u kojoj sadrzaj ekstrahiranih tvari mora biti najmanje 20 %,

te ne smije davati napitak neugodnih senzorskih svojstava (Narodne novine, 2004).
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2.3. KEMIJSKI SASTAV KAVE | NUSPROIZVODA

2.3.1. Kemijski sastav sirove kave

Sastav sirove (zelene) kave ovisi o vrsti i podvrsti (varijetetu) kave, a samo u manjoj mjeri o
vanjskim faktorima kao §to su: nacin kultiviranja kave, stupanj zrelosti zrna, nacin obrade (Suhi
ili vlazni postupak) i skladistenja zrna (Zivkovi¢, 1998).

Nehlapljiva komponenta sirove kave sastoji se primarno od vode, ugljikohidrata i
vlakana, proteina i slobodnih aminokiselina, lipida, minerala, organskih kiselina, klorogenih
kiselina, kofeina, trigonelina (Farah, 2012).

Kofein (1,3,7-trimetil-ksantin) je gorka tvar zasluzna za oko 10 % goréine u $alici kave, a
kemijski pripada spojevima koje se nazivaju alkaloidima (Farah, 2012). Kofein po kemijskom
sastavu spada medu purine i u kavi se, osim kofeina, nalaze neznatne koli¢ine purinskih
alkaloida teobromina i teofilina. Koli¢ina kofeina varira ovisno o vrsti ili podvrsti kave, pa tako u
sirovim zrnima arabike kofeina ima od 0,9 do 1,3 %, a u robusti od 1,5 do 2,5 % (Farah, 2012).

Kava je znacajan izvor fenolnih spojeva pri ¢emu dominira klorogenska Kiselina, a njen
je udio oko 7 % (Nogaim i sur., 2013). Prilikom prZenja unistava se vise od 90 % klorogenske
kiseline, takoder dio klorogenske kiseline prelazi u lakton klorogenske kiseline. | klorogenska
kiselina i lakton klorogenske kiseline vazni su u formiranju okusa kave i pozitivno utjecu na
ljudsko zdravlje (Zivkovié, 1998).

Ugljikohidrati ¢ine skoro 50 % suhe tvari zrna zelene kave pri cemu dominiraju netopljivi
polisaharidi kao $to su celuloza i hemiceluloza. Topljivi ugljikohidrati kao $to su monosaharidi
glukoza, fruktoza, arabinoza, galaktoza te oligosaharidi saharoza (¢ini 90 % oligosaharida),
rafinoza, stahioza i polimeri galaktoze, manoze, arabinoze i glukoze igraju vaznu ulogu u
formiranju arome, stabilizaciji pjene, sedimentaciji te povecaju Vviskoziteta kod espresso kave
(Farah, 2012).

I lipidi su jedna od glavnih komponenti kave, a njihov udio zna¢ajno varira medu vrstama
kave. Lipidna frakcija kave sastoji se prvenstveno od triacilglicerola (otprilike 75 %), slobodnih
masnih Kkiselina (1 %), sterola (2,2 % ne- i 3,2 % esterificiranih sa slobodnim masnim
kiselinama) i tokoferola (0,05 %), koji se uobiajeno mogu naéi u jestivim biljnim uljima
(Kolling-Speer i sur., 2005). Lipidna frakcija takoder sadrzi diterpene S udjelima do 20 %



(Kolling-Speer i sur., 2005). Drugi nedavno identificirani sastojci strukturom sli¢ni diterpenima
jesu kofediol i arabiol. Ukupni udio lipida u osusenim zrnima sirove kave iznosi otprilike 7 do 17
% ovisno o vrsti kave, s tim da arabika sadrzi znacajno vise lipida od robusta kave (Farah, 2012).

Proteini, peptidi i slobodne amino kiseline klju¢ni su za aromu kave budu¢i da su
potrebni za odvijanje Maillardovim reakcija. Sluze kao prekursori za formiranje spojeva kao $to
su furani, pirimidini, piroli, pirazini, aldehidi i melanoidi. Melanoidi su odgovorni za formiranje
boje kave te djelomi¢no pridonose antioksidativnoj aktivnosti. Ukupni dusSi¢ni Spojevi
(iskljucujuéi kofein i trigonelin) ¢ine od 9 do 16 % kemijskog sastava zelene kave (Farah, 2012).

Udio vode u zrnu zelene kave C. arabica i C. canephora varira otprilike 8,5 - 12 %
(Farah, 2012). Postotak vlage iznad navedenog udjela nepozeljan je za aromu, okus i kvalitetu
kave budu¢i da se povecava aktivitet vode 1 vjerojatnost rasta mikroorganizama. S druge strane,
nizak udio vlage stvara pukotine u sjemenu i smanjuje njihovu sposobnost klijanja (Farah, 2012).

Najvazniji mineral, koji ¢ini otprilike 40 % mineralnog sastava sirove kave je kalij (1 - 2
g 100 g™ sirove kave), nakon kojeg slijedi fosfor s udjelom od 4 % (lorio i sur., 2011). Ostatak
mineralnog sastava Cini otprilike 30 razlicitih elemenata, ukljucujuéi natrij, magnezij, kacij i
sumpor (lorio i sur., 2011). Od navedenih elemenata jedino udio magnezija varira znacajno,
ovisno o vrsti kave (1 - 3 mg 100 g™ za C. canephora i 2.5 - 6 mg 100 g* za C. arabica). Cink,
stroncij, silicij, mangan, zeljezo, bakar, barij, bor i aluminij su prisutni u tragovima, a njihova

koli¢ina ovisi o sastavu tla (lorio i sur., 2011).

2.3.2. Kemijski sastav przene kave

Kemijski sastav przene kave sasvim je razli€it od sastava sirove kave. Tijekom prZenja kave
koli¢ina nekih spojeva se smanjuje, neki potpuno nestaju, dok se neki potpuno novi pojavljuju.
Konacan sastav prZene kave varira ovisno o sirovini, stupnju przenja i drugim ¢imbenicima,
poput nacina i vremena przenja, temperaturi i brzini strujanja zraka u komori za przenje
(Zivkovié, 1998).

Udio kofeina se gotovo ne mijenja, dok se koli¢ina klorogenskih kiselina zna¢ajno
smanjuje. Udio Secera takoder se znacajno smanjuje, posebice jednostavnih Secera (rafinoza,

arabinoza, ramnoza, saharoza, galaktoza i manoza) koji mogu i potpuno nestati przenjem.

7



Slozeni Seceri poput celuloze koji ¢ine kostur zrna takoder su smanjeni, ponekad na polovicu
vrijednosti u sirovom zrnu, a u kavi robusta mogu potpuno nestati.

Spojevi koji sadrze dusik, poput proteina, mogu se przenjem takoder mijenjati. Slobodnih
aminokiselina i peptida ima izuzetno malo buduc¢i da sudjeluju u Strekerovim i Maillardovim
reakcijama, te sa reduciraju¢im Secerima Cine nove spojeve Koji daju aromu i okus kavi
(Zivkovié, 1998). Stupanj razgranje proteina ovisi o temperature przenja, pa se tako pri visokim
temperaturama (>130 °C) moze degradirati vise od 50 % proteina.

Makroelement s najveéim udjelom u przenoj kavi je kalij (8,28 g kg™), zatim slijede
magnezij (1,42 g kg™) i kalcij (0,75 g kg™) (Voica i sur., 2016). Prema Voica i suradnicima
(2016) udio makro i mikro elemenata u przenoj kavi opada u nizu: K > Mg > Ca > Na i Fe > Al
>Mn>Cu>2Zn>Cr>Ni>Co>Pb>Cd.

2.3.3. Kemijski sastav srebrne pokozice

Srebrna pokozica, nusproizvod nastao prilikom przenja kave, sadrzi visoki udio prehrambenih
vlakana (50 - 60 %) od cega je 86 % topljivih vlakana, a pri tome kao glavne komponente
dominiraju celuloza i hemiceluloza. Od monosaharida prisutni su glukoza, ksiloza, galaktoza,
manoza i arabinoza. Srebrna pokozica sadrzi niski udio masti (1,56 - 3,28 %), proteina (16 - 19
%), dok je udio pepela oko 5 - 7 % (Borrelli i sur., 2006; Napolitano i sur., 2007).

Srebrna pokoZica pokazuje znaajan antioksidacijski kapacitet Sto Se moze pripisati
visokoj koncentraciji fenolnih spojeva kao i prisustvu drugih sastojaka koje se formiraju tijekom
Maillardovih reakcija, poput melanoida (Borrelli i sur.,, 2006). Osim kao gorivo, za
kompostiranje i gnojidbu tla (Costa i sur., 2014), moze se koristiti i kao prebioti¢ki ugljikohidrat,
zbog visokog udjela dijetalnih vlakana. Upotrebljava se i za proizvodnju kratkolan¢anih
fruktooligosaharida koji imaju bolju prebioticku aktivnost i jaci su zasladiva¢i (Mussatto i sur.,
2011c). Zbog navedenog kemijskog sastava srebrna pokozica je i pogodan supstrat ili ¢vrsta
podloga za uzgoj mikroorganizama. Nadalje, zbog visokog udijela dijetalnih vlakana i niskog
sadrzaja masti srebrna pokozica moze se koristiti i kao dodatak pahuljicama, kruhu, keksima i
grickalicama (Mussatto i sur., 2011a). Pourfarzad i suradnici (2013) je koriste kako bi produzili
rok, kvalitetu i senzorske karakteristike kruha, smanjenjem njegove kalorijske vrijednosti i

povecanja udjela dijetalnih vlakana.



Kalij je najzastupljeniji mineralni element u srebrnoj pokozici, nakon ¢ega slijedi kalcij i
magnezij (Ballesteros i sur., 2014). Navedeni elementi spadaju u mikronutrijente esencijalne za
ljudsko zdravlje, potpomazu vitalne funkcije u organizmu kao $to su disanje, probava i

cirkulacija zbog ¢ega bi se izolirani iz srebrne pokozice mogli koristiti kao dodaci prehrani.

2.3.4. Kemijski sastav taloga kave

Talog kave nastao nakon njena konzumiranja bogat je Seferima polimeriziranim u celulozu i
hemicelulozu koji ¢ine skoro polovinu kemijskog sastava otpada kave. Medu njima prednjaci
manoza, zatim galaktoza te glukoza i arabinoza. Vlakna u talogu kave pokazuju antioksidacijska
svojstva (2,4 mmol trolox 100 g™ suhe tvari;) (Murthy i Naidu, 2012), sli¢no kao i dobro znani
antioksidansi crveno vino i breskve. S obzirom na njihova izrazena antioksidacijska svojstva
mogli bi se kategorizirati kao antioksidacijska prehrambena vlakna s mogu¢om primjenom u
dodacima prehrani. Talog kave sadrzi zna¢ajnu koli¢inu proteina ¢iji udio varira od 6,7 do 14 %
(Campos-Vega i sur., 2015), dok se udio masti krece izmedu 10 i 15 %, a nekad i iznad 20 %
(Campos-Vega i sur., 2015). Visok udio ulja otvara mogucnost njegove primjene u proizvodnji
biodizela (Campos-Vega i sur., 2015). Takoder, talog kave se moze Koristiti i kao supstrat u
proizvodnji bioetanola (Campos-Vega i sur., 2015). Nusproizvodi nastali proizvodnjom ili
konzumiranjem kave sadrze od 1 do 1,5 % ukupnih fenola pri ¢emu 0sim srebrne pokozica,
znacajno mjesto pripada i talogu kave (Campos-Vega i sur., 2015).

Otpad takoder sadrzi i 1,6 % pepela, koji prema ICP-AES (engl. Inductively Coupled
Plasma Atomic Emission Spectrometry, Atomsko emisijska spektrometrija s induktivno
spregnutnom plazmom) analizi ukazuje na prisustvo nekoliko minerala (Mg, P, Ca, Na, Fe, Mn i

Cu). Najvise ima kalija (3,12 do 21,88 mg g™), zatim fosfora i magnezija (Cruz i sur., 2012).

2.4. ANALITICKI POSTUPCI ODREPIVANJA KEMIJSKOG SASTAVA

2.4.1. Gravimetrija



Gravimetrijske metode analize spadaju u kvantitativne metode, a temelje se na mjerenju mase ili
promjeni mase. Jedna od gravimetrijskih metoda jest i gravimetrijska metoda ishlapljivanja koja
se temelji se na tome da analit ili produkt razgradnje ishlapi na prikladnoj temperaturi, pri cemu
se hlapljivi produkt skuplja i vaze ili se masa produkta odredi posredno iz gubitka mase uzorka
(Skoog, 1999). Navedena metoda ukljucuje 3 faze: postupak suSenja ili zarenja uzorka, mjerenja
mase isparenog analita ili mase ostatka, izraCunavanja rezultata provedene analize. Vrlo Cesto se
koristi pri odredivanju sadrzaja vlage i pepela direktnim vaganjem uzorka ili pak prethodnom
obradom uzorka, poput ekstrakcije prikladnim otapalom (odredivanje masi) ili kemijskim

reakcijama razaranja uzorka kiselinama ili luzinama (odredivanje celuloze i lignina).

2.4.1.1. Odredivanje udjela vlage

Voda je glavni sastojak vecine prehrambenih proizvoda, uvijek je prisutna u hrani u Sirokom
rasponu od 0,05 do 97 % (Bradley, 2009). UtjeCe na kemijska, fizikalna i nutritivna svojstva
prehrambenih proizvoda zbog ¢ega je podatak o udjelu vode u proizvodu izuzetno bitan. Metode
za odredivanje vode u uzorcima dijele se na fizikalne i kemijske metode. Fizikalne metode
mozemo podijeliti na indirektne (odredivanje vode suSenjem, odredivanje vode/suhe tvari
refraktometrom, odredivanje vode na principu elektricne vodljivosti, odredivanje vode na
principu dielektriéne konstante) te direktne (odredivanje vode azeotropnom destilacijom).
Kemijske metode podrazumijevaju “plinske” postupke te Karl-Fischerov postupak (Bradley,
2009). Najcesce se koristi postupak susenja kod kojeg se uzorak namirnice poznate mase susi do
konstantne mase u zra¢noj susnici pri 101 - 105 °C ili vakuum susnici pri 68 - 72 °C, a gubitak u
masi izraZava se kao udjel vode u namirnici, odnosno hlapljivih komponenata ¢iji se ve¢inski dio

odnosi na vodu (Bradley, 2009).

2.4.1.2. Odredivanje udjela pepela

Cisti pepeo predstavlja anorganski ostatak prirodnog podrijetla neke namirnice koji zaostaje

nakon spaljivanja, ukoliko namirnica nije onecis¢ena zemljom, pijeskom ili drugim anorganskim
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tvarima. Udio pepela u uzorku odreduje se gravimetrijski, dok se iz otopine pepela
spektometrijom masa ili sliénim tehnikama mozZe odrediti multielementini sastav ¢iji udjel i
medusobni kvantitativni odnos daje zakljuak o ispravnosti i kvaliteti samog proizvoda

(Marshall, 2009).

2.4.1.3. Odredivanje udjela masti

Masti (krute pri sobnoj temperaturi) i ulja (tekuéa pri sobnoj temperaturi) su prirodni spojevi koji
dolaze u namirnicama biljnog i Zivotinjskog podrijetla. Sastoje se od gliceridne i negliceridne
frakcije. Gliceridnu frakciju ¢ine esteri glicerola i masnih kiselina (trigliceridi), masne kiseline i
glicerol, a negliceridnu spojevi koji se prirodno nalaze u uljima i mastima, a u svojoj strukturi ne
sadrze glicerol (tokoferoli, steroli, pigmenti i vitamini) (Min i Ellefson, 2009). Jedno od
karakteristi¢nih fizikalnih svojstava masti je netopljivost u vodi, a topljivost u organskim
otapalima na ¢emu se temelji vecina postupaka odjeljivanja i odredivanje masti. Metode koje se
najéeS¢e koriste pri odredivanju masti jesu: metoda po Soxhletu, po Grossfeldu, Weibull -
Stoldtu, po Rose - Gottliebu. Metoda koriStena u ovom radu, koja se zbog svoje ekonomi¢nosti
Cesto koristi jest metoda po Soxhletu. Ona podrazumijeva visestruku kontinuiranu ekstrakcija u
specijalnoj aparaturi s odgovaraju¢im otapalom. Koli¢ina otapala za ekstrakciju ne mjeri se tocno
te se nakon zavrSene ekstrakcije i otparavanja otapala cjelokupni ekstrakt susi i vaze. Uvjeti
ekstrakcije ovise o prirodi hrane (brzina kojom pojedine komponente prelaze u otapalo,
topljivosti pojedinih komponenti, veli¢ini Cestica), prirodi otapala (sposobnost otapanja i
prodiranja u uzorak), veli¢ini povrsine koja je u kontaktu s otapalom (ovisi o veli€ini Cestica),
brzini cirkulacije samog otapala, relativnom odnosu otapalo/hrana. Metoda je pogodna za ¢vrste,

suhe uzorke koji su fino usitnjeni gdje mast nije vezana niti blokirana (Min i Ellefson, 2009).

2.4.1.4. Odredivanje udjela celuloze

Celuloza je neprobavljivi homopolisaharid koji se sastoji od linearnog niza glukoznih jedinica

povezanih p(1—4)-glikozidnom vezom. Moze se odrediti Kiirschnerovim i Hanakovim
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postupkom (Foyle i sur., 2007), koji se sastoji od razaranja hamirnice smjesom dusic¢ne i octene
kiseline. Dusi¢na kiselina razara sve osim celuloze, a octena Kkiselina otapa razgradne produkte.

Celuloza se filtracijom odvaja, ispire, susi i vaze.

2.4.1.5. Odredivanje udjela lignina

Lignin je naziv za veliku skupinu aromatskih polimera koji nastaju medusobnim povezivanjem
4-hidroksifenilpropana. Analiticke metode odredivanja lignina temelje se najve¢im dijelom na
gravimetrijskom postupku koji ukljucuje talozenje lignina dodatkom razrjedenih kiselina, npr.
sumporne, izdvajanju nastalog taloga filtracijom, te odredivanju mase nastalog osusenog taloga.
Dio lignina koji je topljiv u razrijedenim kiselinama moze se odrediti spektrofotometrijski
(Sederoff i sur., 1999).

2.4.2. UV/Vis spektrofotometrija

Spektroskopske instrumentalne metode baziraju se pretezno na interakciji elektromagnetskog
zracenja sa uzorkom, pri ¢emu promatrana (mjerena) tvar emitira ili apsorbira tocno odredenu
koli¢inu zracenja koja se mjeri i interpretiran (Penner, 2009). Spektroskopija u ultraljubi¢astom i
vidljivom (UV-Vis) dijelu elektromagnetskog zracenja je jedna od najéescih laboratorija tehnika
u analizi hrane budu¢i da uzorak ostaje sacuvan, a mjerenja se mogu izvoditi pri izrazito niskim
koncentracijama analita. Raspon elektromagnetskog zracenje u UV-Vis dijelu spektra krece se
od priblizno 200 do 700 nm. Valna duljina UV dijela spektra je od 200 do 350 nm, a Vis od 350
do 700 nm (Penner, 2009). UV-Vis spektroskopija moze se podijeliti u dvije opée kategorije,
apsorpcijska i flurescentna spektroskopija, koje se dalje dijele na kvalitativne i kvantitativne
tehnike. Vecinom se koristi kvantitativna apsorpcijska spektroskopija.

Intezitet signala u UV-Vis spektru ovisi o tri bitna faktora: koncentraciji analita, duljini
puta zrake kroz otopinu (debljini Kivete) te efikasnosti analita da apsorbira svjetlost (Penner,
2009). Zakon koji prikazuje ovisnost inteziteta apsorbancije o koncentraciji analita naziva se

Lambert-Beer zakon (1):
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A=log (lo/l)=¢lc D

Pri tome su lp i | intenziteti upadnog i propustenog zracenja, A je apsorbancija, ¢ je mnozinska
koncentracija uzorka (mol L), | je debljina kivete, odnosno duljina puta zratenja (cm), a &
molarni apsorpcijski koeficijent (L mol cm™) (Penner, 2009).

Uredaj koji se koristi za snimanje UV-Vis spektara naziva se spektrofotometar te se ne
razlikuje mnogo od spektrofotometara za ostala podruc¢ja spektra osim $to kao izvor koristi
volframova lampu za valne duljine veé¢e od 375 nm ili deuterijska lampa za manje vrijednosti.
Najcesce se koriste kivete od 1 ecm od sintetickog ili prirodnog kvarca. Zbog apsorpcije stakla pri
300 nm staklene kivete nisu pogodne za analizu organskih uzoraka. Kako ne bi doSlo do
ogrebotina kiveta i time do pogreski prilikom mjerenja, potrebno ih je koristiti uz oprez i
skladistiti ih na odgovarajuci nacin.

Neke vrste analita ne apsorbiraju elektromagnetsko zracenje, pa je potrebno upotrijebiti
kromogene reagense Kkoji takve analite prevode u oblik mogu¢ za spektrofotomerijsko
odredivanje. Tako se fenol kao kromogeni reagens moze Koristiti kod odredivanja ukupnih
Secera, bakrov sulfat kod odredivanja ukupnih proteina, Folin-Ciocalteau reagens za fenole i

aluminijev klorid za flavonoide.

2.4.2.1. Odredivanje udjela proteina

Proteini su makromolekule gradene od velikog broja aminokiselina. Udio proteina u
namirnicama vec¢inom se odreduje indirektno iz udjela dusika, a koriste se najce$¢e Dumasov,
Will-Varrentroppov, Meulen-Heslingov i Kjeldahlov postupak (Chang, 2009).

Proteini se ¢esto odreduju i raznim bojenim i taloznim reakcijama kao §to su biuret
reakcija, ksantoproteinska reakcija, primjena azo bojila, Sorensenova formolna titracija i
elektroforeza (Chang, 2009). Princip biuret reakcije temelji se na medudjelovanju proteina s
koncentriranom duSi¢nom kiselinom, a zbog prisutnosti aromatskih aminokiselina nastaje zuto

obojenje, ¢iji je intenzitet proporcionalan koli¢ini proteina.
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2.4.3. Spektrometrija masa uz induktivno spregnutu plazmu

Od svoje komercijalizacije 1983. godine, ICP-MS (spektrometrija masa uz induktivno spregnutu
plazmu) je analiticka tehnika multielementne analize ¢ija upotreba sve vise raste. Istovremeno
odredivanje velikog broja elemenata (preko 70), kratko vrijeme analize, moguénost uklanjanja
interferencija, velika to¢nost i preciznost te niske razine detekcije (ppt) ¢ine ovu tehniku
atraktivnijom od npr. FAAS (engl. Flame atomic absorption spectrometry, plamena atomsko
apsorpcijska spektrometrija) ili ICP-OES (engl. Inductively coupled plasma optical emission
spectrometry, Opticko emisijska spektrometrija s induktivno spregnutnom plazmom) koje se
tradicionalno Kkoriste za potrebe multielementne analize (Thomas, 2008).

Princip rada ICP-MS: uzorak (svi uzorci moraju biti tekucina, ukoliko su u krutom stanju
moraju se prethodno prevesti u tekuéinu) se unosi u sustav za uvodenje uzorka gdje rasprsivac
prevodi tekuce uzorke u sitne kapljice (aerosol) koje idu kroz sprej komoru u injektor koji je
centralni kanal plamenika (Thomas, 2008). U ICP plameniku argon prolazi kroz niz
koncentri¢nih kvarcnih cijevi, koji su na jednom kraju omotani radio-frekvencijskom zavojnicom
koja dobiva energiju iz radio-frekvencijskog generatora. Energiju isporu¢enu zavojnici argon
pretvara u plazmu (temp. 6000 °C), atomi apsorbiraju energiju iz plazme i eventualno otpustaju
jedan elektron te nastaju pojedinac¢no nabijeni ioni koji napustaju plazmu i odlaze u podrudje
“interface”-a koji je potreban zbog razlike u temperaturi i tlakovima (povezuje atmosferski tlak s
vakumom u masenom spektrometru) (Thomas, 2008). Interface se sastoji od dva stoSca od nikla
ili platine s otvorom od 1 mm u metalnom ku¢istu hladenom vodom. Nakon §to se ioni uspjesno
izdvoje iz ,,interface“-a, ionske le¢e ih fokusiraju u zraku i Salju u uredaj za razdvajanje iona
(analizator masa) te pritom zaustavljaju dolazak fotona, Cestica i neutralnih vrsta do detektora
(Thomas, 2008). Uredaj za razdvajanje iona odjeljuje ih prema omjeru mase i naboja (m/z).
Postoji vise razli¢itih uredaja za razdvajanje iona, no najznacajniji su ,,quadrupole (kvadrupolni
analizator masa), TOF (analizator vremena proleta) te DFMS (analizator s dvostruko
fokusiraju¢im magnetskim sektorom). Elektroni prolaze kroz uredaj za razdvajanje te dolaze do
detektora koji broji pojedina¢ne ione koji su prosli kroz uredaj za razdvajanje. Cjelokupnim

procesom upravlja i kontrolira software u racunalu s kojim je uredaj povezan (Thomas, 2008).
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2.5. EKSTRAKCIJA SPOJEVA

U postupku izolacije prirodnih produkata primjenjuje se ekstrakcija, tj. prijenos tvari iz krute ili
tekuc¢e faze u neko otapalo. Ekstrakcija komponenata iz materijala ukljucuje proces pripreme
uzorka, tj. suSenje materijala na zraku i mljevenje do odredene granulacije Cestica, a potom
slijedi  ekstrakcija usitnjenog materijala primjenom odgovaraju¢e konvencionalne ili
nekonvencionalne metode. Konvencionalne tehnike ekstrakcije se temelje na primjeni
selektivnih otapala, poviSene temperature uz ili bez mijesanja reakcijske smjese. Dijele se na
Soxhlet ekstrakciju, maceraciju, refluksiranje i destilaciju.

Kako bi se osigurao §to uspjesSniji proces ekstrakcije ciljanih analita, te prevladali
nedostaci konvencionalnih metoda, kao $to su dugotrajno vrijeme ekstrakcije, primjena otapala
visoke Cistoc¢e i velikih volumena, niske selektivnosti, te razgradnja termolabilnih spojeva, doslo
je do razvoja tzv. nekonvencionalnih metoda ekstrakcije (Azmir i sur., 2013). One obuhvacaju
upotrebu ultrazvuka, pulsnog elektri€énog polja i enzima, te mnogih drugih tehnika koje su jos u
razvoju. Zbog veéeg prinosa izolata, skra¢enog vremena i poboljsane kvalitete ekstrakta, ove
metode pronalaze sve vecu primjenu.

Bez obzira na navedene prednosti, u ovom radu su koriStene konvencionalne
ekstrakcijske metode (refluksiranje i Soxhlet), a u poglavljima 2.5.1. i 2.5.2. dan je i njihov

poblizi opis.

2.5.1. Refluksiranje

Ova metoda se provodi na nacin da se tikvica koja sadrzi materijal u odgovaraju¢em otapalu
zagrijava do temperature vrenja otapala, pri ¢emu dolazi do oslobadanja molekula iz
unutra$njosti ¢vrste faze svladavanjem medumolekulskih sila uz istovremenu difuziju molekula u
otapalo. Pare otapala koje sadrZe ekstrahirane komponente kondenziraju se prolaskom kroz
povratno hladilo. Na kraju procesa refluksiranja ekstrahirani materijal se odvaja od otapala
postupcima filtracije ili dekantiranja. Unato¢ efikasnosti, ova metoda se slabije primjenjuje zbog
upotrebe velikih volumena otapala, dugotrajnog vremena ekstrakcije te dodatnog procis¢avanja

otopine analita zbog moguénosti ekstrahiranja nepozeljnih komponenata (interferenti).
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2.5.2. Soxhlet ekstrakcija

Soxhlet ekstrakcija je vrsta ekstrakcije ¢ija je primjena u pocetku bila ograni¢ena na izolaciju
masti (poglavlje 2.4.1.4), a naposljetku se proSirila i na izolaciju ostalih bioaktivnih
komponenata. Princip rada, bazira se na uparavanju, kondenzaciji visoko selektivnog otapala
koje prolazi kroz celulozni tuljac u kojemu se nalazi usitnjeni i homogenizirani ¢vrsti uzorak.
Otapalo zadrzava analit te se vraca u tikvicu zajedno sa ekstraktom. Proces se provodi
kontinuirano sve dok se ne ekstrahira odredeni analit.

Postupak ekstrakcije bazira se na tome da se ¢ahura s uzorkom pokrije slojem odmascene
suhe vate i stavi u srednji dio Soxhletove aparature (ekstraktor) koji se spoji s hladilom i
tikvicom (prethodno ohladena i izvagana). Kroz hladilo se zatim uz pomo¢ lijevka ulijeva toliko
otapala da se ekstraktor napuni i pomocu kapilarne cjevéice isprazni u tikvicu. Pustanjem vrlo
jakog mlaza vode zapocinje zagrijavanje tikvice s otapalom u vodenoj ili pjes¢anoj kupelji.
Ekstrakcija zavrSava u trenutku kad se otapalo iz ekstraktora prelije u tikvicu, a ¢ahura u
ekstraktoru ostane bez otapala.

lako je aparatura za Soxhlet ekstrakciju relativno jeftina, osnovni nedostaci ovog procesa
su dugo trajanje (10 do 24 h), zagadenje okoliSa zbog velike potroSnje organskih otapala (300
mL/uzorak) i njihova zbrinjavanja te potreba za stabilnoS¢u spojeva koji se ekstrahiraju na

temperaturi vrenja otapala (Min i Ellefson, 2010).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Espresso kava ,,Karoma“ (mje$avina arabike i robuste), sirova kava , Karoma®, te srebrna
pokozica nastala przenjem sirove kave (Slika 3) dobavljeni su od FEIO srl, Angri (SA), ltalija.
Cvrsti ostatak zaostao nakon konzumacije espresso kave ,,Karoma* pripravljen je u Laboratoriju
za analiticku kemiju tradicionalnim talijanskim postupkom u posudi ,kafetijeri, (voda, T = 80

do 100 °C). Cvrsti ostatak (talog) je kvantitativno odvojen i osuSen na sobnoj temperaturi.

a) b)

g, H0; 80 - 100 °C

Slika 3. Espresso kava (a), talog espresso kave (b), sirova kava (c) i srebrna pokozica (d).!

3.2. KEMIKALIJE

- Aluminijev klorid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

- Bakrov sulfat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

- Bovin serum albumin, BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

- Destilirana voda (Zagreb, Hrvatska)

- Dusiéna kiselina, HNO3 (65 % supra pur, Fluka, Steinheim, Svicarska)

- Etanol (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

! Slike nastale izvorno u laboratoriju za analiti¢ku kemiju.
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3.3.

Fenol (Acros organics, Geel, Belgija)

Fenolftalein (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Fluorovodic¢na kiselina, HF (48 %, supra pur, J.T. Baker, Nizozemska)
Folin-Ciocalteu reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Galna kiselina (Sigma-Aldrich, Hong Kong, Kina)

Glukoza monohidrat (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Interni standard (In, 1 g L™, Fluka, Steinheim, Svicarska)

Kalij natrij tartarat (Alkaloid, Skopje, Makedonija)

Kalijev jodid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Metanol (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

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

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

Natrijev nitrit (Alfa Aesar, Karlsruhe, Njemacka)

Petroleter (Carlo Erba Reugents S.A.S., Francuska)

Pojedina¢na standardna otopina Sb (Analytika, Prag, Ceska)
Pojedinaéna standardna otopina Sn (Analytika, Prag, Ceska)
Pojedina¢na standardna otopina U (Aldrich, Milwaukee, W1, SAD)
Rutin (Alfa Aesar, Karlsruhe, Njemacka)

Standardna multielementna otopina (Analytika, Prag, Ceska)
Standardna multielementna otopina (Fluka, Steinheim, Svicarska)

Sumporna kiselina (VWR Chemicals)

PRIBOR

Aluminijske posudice

Automatska pipeta volumena 40 - 200 uL. (KemoLab, Zagreb, Hrvatska)

Boce Sirokog grla za Cvrste tvari
Boce za ¢uvanje otopina od 500 mL
Celulozne ¢ahure (tuljci)

Eksikator sa silika gelom

Erlenmeyerove tikvice 100 mL
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3.4.

Erlenmeyerove tikvice s brusenim grlom 250 mL
Falcon kivete za ¢uvanje uzoraka, 50 mL
Filter papir

Gooch lonci¢i

Graduirane pipete od 1, 2 i 5 mL
Laboratorijske caSe

Menzure od 10, 100 i 500 mL

Odmjerne tikvice od 10, 25, 50, 100 i 500 mL
Odsisna boca

Pinceta

Plamenik

Porculanske zdjelice

Povratno hladilo

Propipeta

Satno staklo

Staklene ¢ase od 50,100 1 500 mL

Stakleni lijevci

Stakleni Stapici

Termometar

Tikvice s okruglim dnom od 250 mL

APARATURA

Analiticka vaga (JOBST, Samobor, Hrvatska)

HR-ICP-MS (Thermo, Bremen, Njemacka)

Magnetska mijesalica (IKA, RH basic 2, Boutersem, Belgija)
Mufolna pe¢ (Model Heraew, Grad, Drzava)

Soxhlet ekstraktor

Susionik (Instrumentaria, Zagreb, Hrvatska)

UV/Vis Spektrofotometar (Perkin-Elmer, Lambda 25, Massachusetts, USA)
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- Vodena kupelj za Soxlet ekstrakciju (Inka, Zagreb, Hrvatska)
- Vorteks (Metron, Zagreb, Hrvatska)

3.5. METODE RADA

3.5.1. Odredivanje sadrzaja vlage u uzorcima kave i nusproizvoda

Odvaze se 3 grama uzorka (kava i nusproizvodi) u prethodno osuSenu, ohladenu te izvaganu
aluminijsku posudicu s poklopcem. Nepokrivena posudica s poklopcem susi se pri temperaturi
od 105 °C do konstantne mase, zatim se hladi u eksikatoru 1 h te vaze. Ostatak predstavlja suhu

tvar, a gubitak u masi udjel vode u uzorku (2):
_ Mmz-mgz
w(vode) = —— 100 (2
gdje je m; - masa prazne aluminijske posudice (g), m, - masa aluminijske posudice s uzorkom

prije susenja (g) 1 M3 - masa aluminijske posudice s uzorkom nakon susenja (g).

3.5.2. Odredivanje sadrzaja pepela u uzorcima kave i nusproizvoda

Odvaze se 1 g uzorka (kava i nusproizvodi) u prethodno Zarenu, ohladenu (eksikator) te izvaganu
porculansku zdjelicu. Uzorak u zdjelici se zagrijava lagano na plameniku dok potpuno ne
pougljeni, a zatim stavi u mufolnu pec¢ zagrijanu na 600 °C do postizanja konstantne mase.

Nakon hladenja u eksikatoru 1 h uzorak se vaZe te se mineralni ostatak izratuna prema formuli 3:

— M3 M
w (pepeo) = e—— 100 3
gdje je: m; - masa prazne porculanske zdjelice (g), m, - masa porculanske zdjelice i uzorka prije
spaljivanja (g) i ms - masa porculanske zdjelice i pepela (g).
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3.5.3. Odredivanje sadrzaja masti U uzorcima kave i nusproizvoda

Odvaze se 5 g prethodno osusenog uzorka (kava i nusproizvodi) u odmaséenu, papirnatu ¢ahuru.
Cahura se pokrije slojem odmaséene suhe vate i stavi u srednji dio Soxhletove aparature
(ekstraktor) koji se zatim spoji s hladilom i tikvicom, koja je prethodno susena pri 105 °C,
ohladena i izvagana. Kroz hladilo se zatim uz pomo¢ lijevka ulije toliko petroletera da se
ekstraktor napuni i pomocu kapilarne cjevéice isprazni u tikvicu. Zatim se doda jo$ toliko
petroletera da napuni do otprilike polovicu ekstraktora. Ukupni volumen otapala ne smije prijeci
% volumena tikvice. Zagrijavanje tikvice s otapalom izvodi se u vodenoj kupelji. Temperatura
zagrijavanja regulira se tako da kondenzirane kapljice otapala padaju tolikom brzinom da se
jedva mogu brojati. Ekstrakcija traje 6 h i ponavlja se do postizanja konstantne mase (ukupno 16
h). Tikvica s ekstraktom se susi pri 100 °C, 30 minuta, hladi u eksikatoru do sobne temperature i

vaze. Udio masti izraCuna se prema formuli 4:
w(masti) = % 100 4)

gdje je m; - masa prazne tikvice (g), m, - masa tikvice i ekstrahirane masti (g) i m - masa uzorka

uzetog za analizu (g).

3.5.4. Odredivanje sadrzaja celuloze u uzorcima kave i nusproizvoda

U Erlenmeyerovu tikvicu s brusenim grlom odvaze se 2 g odmasc¢enog uzorka, doda 200 mL
kipuée 0,255 mol L™ sumporne kiseline te refluksira 1 h. Vruéa otopina filtrira se preko Gooch-
ijjeva lonCi¢a. Zaostali talog ispere se nekoliko puta s 40 do 50 mL kipuée vode, vrati u
Erlenmeyerovu tikvicu, doda 200 mL kipuéeg 0,313 mol L™ natrijevog hidroksida te ponovo
refluksira, 1 h. Potom se otopina profiltrira preko Gooch-ijeva lonc¢i¢a, a zaostali talog ispire
nekoliko puta s 30 mL etanola i 50 mL kipu¢e vode. Gooch-ijev lonéi¢ s talogom susi se preko
noc¢i na 105 °C, a zatim spaljuje 4 h u mufolnoj peci (600 °C), hladi u eksikatoru te vaze. Udio

celuloze izracuna se prema formuli 5:
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w(celuloza) = % 100 (5)

gdje je m; - masa Gooch lonc¢i¢a, m; - masa Gooch lon¢i¢a s odmaséenim uzorkom nakon

spaljivanja i m - masa odmaséenog uzorka uzetog za analizu.

3.5.5. Odredivanje sadrzaja lignina u uzorcima kave i nusproizvoda

Lignin je odreden po metodi Sluiter i suradnika (2010) po kojoj se izvaze 300 mg uzorka u
staklenu ¢asu, doda 3 mL 72 % sumporne kiseline te postavi u vodenu kupelj 60 minuta na 30 °C
uz povremeno mijesanje. CaSa s uzorkom izvadi se iz vodene kupelji te se doda 84 mL
deionizirane vode kako bi se prethodno dodana 72 % sumporna kiselina razrijedila na volumni
udio od 4 %. Uzorak se profiltrira kroz prethodno osusen i izvagan Gooch-ijev lon¢i¢. Filtrat se
koristi kako bi se odredio topljivi dio lignina daljnjom UV-Vis spektrofotometrijskom analizom,
dok se talog koristi za odredivanje netopljivog lignina. Gooch lon¢i¢ s talogom susi se do
konstantne mase na 105 °C te zari na 575 °C, 24 h u mufolnoj pe¢i, hladi u eksikatoru te vaze.

Netopljivi lignin (engl. acid insoluble residue, AIR) odredi se prema formuli 6:

_m
AR =2 (6)

gdje je m - masa osusenog taloga (g) i M - masa suhe tvari uzorka prije hidrolize (g)

Topljivi lignin (engl. acid soluble lignin ASL) izracunat je iz dobivene apsorbancije

prema formuli:

AD-V

ASL = ——— ()

gdje je A - apsorbancija izmjerena pri 205 nm, D - faktor razrijedenja (za ove uzorke iznosio je
1:20), V - volumen filtrata (L) (iznosio je 0,029 L), a - koeficijent ekstrinkcije lignina (g L™-cm)
iznosio je 25 g L™ cm (Sluiter i sur. 2010), b - §irina kivete = 1 cm, M - masa suhe tvari uzorka

prije hidrolize (g).
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Ukupni lignin izracuna se kao zbroj topljivog i netopljivog lignina prema formuli 8:
Ukupni lignin = AIR + ASL (8)

3.5.6. Priprema ekstrakata kave i nusproizvoda

U svrhu priprave ekstrakata za odredivanje fenola i flavonoida odvagano je 1,5 g uzorka (kava i
nusproizvodi) te refluksirano s 50 mL vodenih otopina 50 i 70 % (v/v) etanola pri temperaturi od
85 * 15 °C tijekom 2 h. Ekstrakti za odredivanje Secera, proteina i ukupne Kiselosti dobiveni su

refluksiranjem 5 g uzorka s 100 mL deionizirane vode pri temperaturi od 50 + 5 °C.

3.5.7. Odredivanje fenola i flavonoida u uzorcima kave i nusproizvoda

3.5.7.1. Priprema otopina

- Folin-Ciocalteu (FC) reagens (c = 0,2 mol L™): otpipetira se 2,5 mL FC reagensa (c = 2
mol L™) u 25 mL destilirane vode.

- Otopina natrijevog karbonata (w = 20 %, w/v): otopi se 200 g natrijevog karbonata u 800
mL vruce, kljucale destilirane vode i1 nakon hladenja doda se nekoliko kristali¢a
natrijevog karbonata. Nakon 24 sata otopina se profiltrira.

- Galna kiselina (y = 5 g L™): izvaze se 0,25 g galne kiseline te se pomoéu 10 mL etanola
kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 50 mL, a potom se tikvica nadopuni
deioniziranom vodom do oznake.

- Otopina rutina (y = 1 g L™): 0,1000 g rutina otopi se u 10 mL metanola u odmjernoj
tikvici od 100 mL, te se odmjerna tikvica nadopuni s metanolom.

- Natrijev nitrit (w = 5 %, w/v): odvaze se 5 g NaNO, i otopi u deioniziranoj vodi, u
odmjernoj tikvici od 100 mL.

- Aluminijev klorid (w = 10 %, w/v): odvaze se 10 g AICl3 i otopi u deioniziranoj vodi, u
odmjernoj tikvici od 100 mL.
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- Natrijev hidroksid (c = 1 mol L™): odvaze se 2 g NaOH i otopi u deioniziranoj vodi, u

odmjernoj tikvici od 100 mL.

3.5.7.2. Postupak odredivanje ukupnih fenola

Za izradu bazdarnog dijagrama odvaze se 0,5 g galne kiseline, otopi u 10 mL etanola te nadopuni
deioniziranom vodom u odmjernoj tikvici od 100 mL. 1z tako pripremljene ishodne standardne
otopine galne kiseline (y = 5 g L™) otpipetira se 0,1; 0,3; 0,5; 1,0; 1,3 i 1,8 mL alikvota u
odmjerne tikvice od 50 mL za pripremu pojedinacnih standardnih otopina masenih koncentracija
10, 30, 50, 100, 130 i 180 mg L™.

Iz ovako priredenih pojedinacnih standardnih otopina otpipetira se 1 mL alikvota u
odmjerne tikvice od 25 mL, doda 10 mL destilirane vode i 1,25 mL FC reagensa (¢ = 0,2 mol L
1). Nakon 5 minuta doda se 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 na¢in pripremi se i slijepa proba, ali
umjesto 1 mL standarda uzima se 1 mL deionizirane vode.

Uzorci s nepoznatim masenim koncentracijama ukupnih fenola pripremljeni su na isti
naéin kao i standardne otopine, ali umjesto 1 mL pojedina¢ne standardne otopine uzeti Su

razliciti alikvoti razrijedenih ekstrakata (Tablica 1).

Tablica 1. Razrjedenje i alikvoti ekstrakata uzoraka upotrebljeni kod odredivanja ukupnih

fenola.
Kava Nusproizvod
Espresso Sirova Srebrna pokozica Talog
Razrjedenje 2:50 (v/v) 2:50 (v/v) / /
Alikvot 400 pL 400 pL 200 pL 100 pL

Iz izmjerenih apsorbancija pripremljenih pojedinac¢nih standardnih otopina i njihovih
masenih koncentracija izradi se bazdarni dijagram, a zatim se iz dobivene jednadzbe pravca

izraCuna masena koncentracija te maseni udio ukupnih fenola u uzorcima.
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3.5.7.3. Postupak odredivanje ukupnih flavonoida

Za izradu bazdarnog dijagrama odvaze se 0,1000 g rutina, otopi u 10 mL metanola te nadopuni
deioniziranom vodom u odmjernoj tikvici od 100 mL. Iz tako priredene ishodne otopine rutina,
masene koncentracije 1 g L™ otpipetira se 0,5; 1,5; 2,5; 5,0; 6,5 i 9,0 mL alikvota u odmjerne
tikvice od 50 mL za pripremu pojedina¢nih standardnih otopina koncentracija 10, 30, 50, 100,
130§ 180 mg L™

Iz priredenih pojedina¢nih standardnih otopina otpipetira se 1 mL alikvota u odmjerne
tikvice od 10 mL te se doda 2 mL deionizirane vode, 0,3 mL 5 %-tne otopine NaNO,, 0,5 mL 10
%-tne otopine AICI; (nakon 5 minuta ) i 2 mL NaOH, mnozinske koncentracije 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 upotrebljava se isti volumen destilirane vode.

Uzorci espresso kave i njenog otpada, srebrne pokozice, te sirove kave S nepoznatim
masenim koncentracijama ukupnih flavonoida pripremljeni su na isti nacin kao i standardne
otopine no umjesto 1 mL pojedina¢ne standardne otopine uzeti su alikvoti njihovih ekstrakata
prikazani u Tablici 2.

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 izrauna se koncentracija, odnosno maseni udio ukupnih

flavonoida u uzorcima.

Tablica 2. Razrjedenje i alikvoti ekstrakata uzoraka upotrebljeni kod odredivanja ukupnih

flavonoida.
Kava Nusproizvodi
Espresso Sirova Srebrna pokoZica Talog
Razrjedenje 2:50 (v/v) 2:50 (v/v) / /
Alikvot 400 pL 400 pL 400 uL 100 puL
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3.5.8. Odredivanje ukupnih Secera u uzorcima kave i nusproizvoda
3.5.8.1. Priprema otopina

- Otopina glukoze (y = 2000 mg L™): odvagano je 100 mg glukoze i otopljeno u
deioniziranoj vodi, u odmjernoj tikvici od 50 mL.

- Otopina fenola (w = 5 %, w/v): otopljeno je 2,5 g fenola u deioniziranoj vodi, u
odmjernoj tikvici od 50 mL.

3.5.8.2. Postupak odredivanje ukupnih secera

Za izradu bazdarnog dijagrama iz ishodne standardne otopine glukoze (y = 2000 mg L™)
otpipetira se 0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5 i 2,0 mL alikvota u odmjerne tikvice od 50 mL za
pripremu pojedina¢nih standardnih otopina masenih koncentracija 5, 10, 20, 40, 60, 80 mg L™

Iz priredenih pojedina¢nih standardnih otopina otpipetira se 1 mL alikvota u odmjerne
tikvice od 25 mL te se doda 1 mL 5 %-tne otopine fenola i 5 mL koncentrirane H,SO,. Nakon
mijeSanja na vorteksu, otopina se zagrijava 5 minuta na vodenoj kupelji uz kljucanje, zatim se
hladi u posudi s ledom. Otopina se zatim ostavi na tamnom mjestu 30 minuta na sobnoj
temperaturi kako bi doslo do stvaranja zuto-zlatno obojenog kompleksa. Tako priredenim
otopinama izmjeri se apsorbancija pri 492 nm. Na isti nadin priprema Se i slijepa proba, ali
umjesto 1 mL standarda uzima se 1 mL deionizirane vode.

Uzorci kave i nusproizvoda s nepoznatim masenim koncentracijama ukupnih Secera
pripremljeni su na isti na¢in kao i1 standardne otopine no umjesto 1 mL pojedinacne standardne
otopine uzet je 1 mL razrijedenih ekstrakata kave i nusproizvoda.

Razrijedeni ekstrakti priredeni su tako da je 1 mL espresso kave, sirove kave i srebrne
pokozZice, te 2 mL taloga kave dobivenih postupkom refluksiranja (poglavlje 3.5.6.) otpipetiran u
odmjerne tikvice od 100 mL, koje su potom nadopunjene s deioniziranom vodom do oznake.

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

koncentracija, odnosno maseni udio ukupnih Secera u uzorcima.
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3.5.9. Odredivanje proteina u uzorcima kave i nusproizvoda
3.5.9.1. Priprema otopina

- Biuret reagens: odvagano je 1,6 g NaOH, 1,8 g KNa tartarata, 0,6 g CuSO, i 1,8 g Kl te
otopljeno u deioniziranoj vodi, u odmjernoj tikvici od 200 mL.
- Otopina BSA standarda (y = 5 mg mL™): otopljeno je 0,253 g BSA u deioniziranoj vodi,

u odmjernoj tikvici od 25 mL.

3.5.9.2. Postupak odredivanje ukupnih proteina

Za izradu bazdarnog dijagrama pripremljene su pojedinac¢ne standardne otopine BSA (y = 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
razrjedene deioniziranom vodom do oznake. Iz ovako priredenih pojedinaénih standardnih
otopina otpipetira se po 3 mL alikvota u staklene epruvete, te se doda 3 mL biuret reagensa.
Nakon §to se otopine homogeniziraju na vorteksu 1 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 3 mL standarda uzima se 3 mL
deionizirane vode.

Za odredivanje ukupnih proteina u uzorcima otpipetirano je 0,100 mL ekstrakata kave i
nusproizvoda, te je dodano 2,900 mL deionizirane vode i 3 mL biuret reagensa.

3.5.10. Odredivanje ukupne kiselosti u uzorcima kave i nusproizvoda

Toc¢no 2 mL refluksiranih ekstrakata (poglavlje 3.5.6.) otpipetira se u odmjerne tikvice od 100

mL, a potom se tikcice nadopune deioniziranom vodom do oznake. Alikvoti razrijedenih uzoraka
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(25 mL) se zatim otpipetiraju se u Erlenmeyerove tikvice, te titriraju otopinom NaOH (c = 0,1
mol L) uz fenolftalein kao indikator.
Rezultati ukupne kiselosti su izraZeni kao g limunske kiseline na 100 g uzorka, uzimajuci

u obzir volumen utrosenog NaOH te razrijedenje refluksiranih uzoraka.

3.5.11. Odredivanje mineralnog sastava U uzorcima kave i nusproizvoda

Odredivanje mineralnog sastava provedeno je prema metodi Filipovi¢ Mariji¢ i Raspor (2012).
Ukratko, odvaze se 0,05 g uzorka kave i nusproizvoda u teflonske bocice za ras¢injavanje, te
doda 6 mL HNOg3i 0,1 mL HF. Uzorci se podvrgavaju ras¢injavanju u zatvorenom mikrovalnom
sustavu (Multiwave ECO). Nakon hladenja uzorak se prebacuje u odmjernu tikvicu od 100 mL te
nadopuni sa ultrac¢istom vodom do oznake. Odvoji se alikvot (cca 20 mL) za potrebe daljnje
analize. Zatim se 9,700 mL alikvota, 200 pL HNOs i 100 pL internog standarda (In, 1 pug L)
otpipetira u falkonicu. Tako pripremljeni uzorci idu na daljnju HR-ICP-MS analizu.

Za kvantifikaciju uzoraka je koriStena vanjska kalibracija pomocu multiclementnih
standardnih otopina u rasponu koncentracija 1 - 10 pug L™ za elemente u tragovima, odnosno 1 -
2 mg L za makro elemente (K, Na i Mg). Serija standardnih otopina, na temelju koje su
odredene koncentracije elemenata u tragovima, pripremljena je odgovaraju¢im razrijedivanjem
standardne multielementne otopine od 100 + 0,2 mg L™ koja sadrzi sljede¢e elemente: Al, As,
Ba, Be, Bi, Cd, Co, Cr, Cs, Cu, Fe, Li, Mn, Mo, Ni, Pb, Rb, Se, Sr, Ti, Tl, V i Zn uz dodatak
pojedinacnih standardnih otopina Sn (1,000 + 0,002 g L™) Sb (1,000 + 0,002 g L™) i U (1,000 g
L™ + 0,002 g L™). Koncentracije K, Mg i Na u uzorcima odredene su na temelju standardnih
otopina pripremljenih odgovaraju¢im razrijedivanjem standardne multielementne otopine. Sve
otopine (standardi i uzorci) stabilizirane su dodatkom 2 % (v/v) HNO3. Kao interni standard
koristena je standardna otopina In (1,000 g L + 0,002 g L™).

Kontrola kvalitete mjerenja provedena je istovremenim mjerenjem odgovarajucih
certificiranih referentnih materijala za biljke (Apple leave - NIST SRM 1515, The National
Institute of Standards and Technology, USA).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Posljedica velike proizvodnje kave u svijetu, kao i njezine konzumacije je i nastanak velikih
koli¢ina nusproizvoda, primarno srebrne pokozice i taloga, koji ukoliko se ispustaju u okolis
predstavljaju opasnost od njena oneciS¢enja (Ballesteros i sur., 2014). Uzmaju¢i u obzir
navedene ekoloske posljedice, kao i danas$nji trend iskoriStavanja otpada prehrambene industrije
u proizvodnji novih funkcionalnih sastojaka, cilj ovoga rada bio je odrediti kemijski sastav
srebrne pokozice, nusproizvoda nastalog postupkom przenja sirove kave, te taloga espresso kave
nastalog nakon njene priprave i konzumiranja. U cilju valorizacije navedenih nusproizvoda
odreden je i kemijski sastav sirove i esspreso kave kako bi se na temelju dobivenih vrijednosti
izoliranih spojeva mogla pronaci rijeSenja za njihovu daljnju implementaciju u prehrambenim
proizvodima.

U uzorcima espresso i sirove kave ,,Karoma®, te njihovih nusproizvoda (talog i srebrna
pokozica) je odreden udio vode, pepela, masti, celuloze i netopljivog lignina gravimetrijom
metodom, te ukupnih fenola, flavonoida, Secera, proteina i topljivog lignina UV/Vis
spektrofotometrijom metodom. Takoder, navedenim uzorcima odreden je i mineralni sastav

koriste¢i HR-ICP-MS. NiZe navedena poglavlja opisuju rezultate ovih odredivanja.

4.1. SADRZAJ VLAGE U UZORCIMA KAVE I NUSPROIZVODA

Udio vlage u uzorcima sirove i espresso kave, te njihovih nusproizvoda (srebrna pokozica i
talog) odreden je gravimetrijskom metodom. Dobiveni rezultati su prikazani u Tablici 3.

Najveéi sadrzaj vlage od 11,85 % ima talog, a zatim slijedi sirova kava sa 7,22 %.
Dobivene vrijednosti vlage u sirovoj kavi su u skladu s rezultatima Nogaim i suradnika (2013)
koji pronalaze vrijednosti u rasponu od 5,22 do 7,77 %. Farah (2012) dobiva nesto visi udio (8,5
do 12 %), pa se moze zakljuciti da udio vlage u sirovoj kavi varira i ovisi o vrsti kave.

Srebrna pokozica sadrzi 6,2 % vlage Sto je neSto niza vrijednost u odnosu na onu

dobivenu u radu Borrelli i suradnika (2004) koji dobivaju vrijednost od 7,3 %. Espresso kava
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sadrzi znatno nizi udio vlage od 1 % $to je sli¢no rezultatima Franca i sur. (2004) koji dobivaju

vrijednost od 1,35 %.

Tablica 3. Udio vlage u uzorcima kave i nusproizvoda.

w (vlaga)/% = SD
Kava Nusproizvod
Sirova Espresso Srebrna pokoZica Talog
7,218 £ 0,201 1,029 + 0,081 6,198 £ 0,085 11,85 £ 0,468

N=6

Svakako valja naglasiti da su dobivene vrijednosti vlage za sirovu i espresso kavu
,,Karoma“ u skladu s vrijednostima propisanim Pravilnikom o kavi, kavovinama te proizvodima
od kave i kavovina (Narodne novine, 2004) prema kojem sirova kava ne smije sadrzavati vise od
12 % vode, a przena kava viSe od 5 % vode.

Uzimajuc¢i u obzir da se espresso kava dobiva przenjem sirove kave (srebrna pokozica
kao nusproizvod) u procesu koji dovodi do isparavanje odredenog djela vode dobiveni udjeli
vlage su u skladu s o¢ekivanjima: 7,218 % (sirova kava) — 6,198 % (srebrna pokozica) — 1,029
% (espresso kava).

Talog kave sadrzi znaCajnu koli¢inu vode jer espresso kava tijekom priprave napitka
dolazi u konakt s vodom pri ¢emu dolazi do njene apsorpcije, pa je i ova veca dobivena
vrijednost u odnosu na ostale uzorke ocekivana. Buduci da talog kave sadrzi znac¢ajnu koli¢inu
vode trebalo bi pronaci adekvatnu metodu njena uklanjanja kako bi se na ovom vlaznom
biosupstru sprije¢io rast i razmnozavanje mikroorganizama (Mussatto i sur., 2011a). Takoder,
ukoliko se ulje iz taloga kave Zeli koristiti u proizvodnji biodizela potrebno je provesti brzo i
uc¢inkovito uklanjanje vlage kako bi se sprijecila hidroliza lipida (Cruz i sur., 2012). Osim ovog,
smanjili bi se 1 troSkovi transporta vlazne biomase, a i sam proces iskoriStavanja nusproizvoda

bio bi isplativiji.
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4.2. SADRZAJ PEPELA U UZORCIMA KAVE I NUSPROIZVODA

Udio pepela neke namirnice predstavlja ukupni mineralni ostatak, odnosno anorganski dio,
preostao nakon spaljivanja organske tvari pri povisenim temperaturama (600 °C). Udio pepela u

uzorcima kave i otpada prikazan je u Tablici 4.

Tablica 4. Udio pepela u uzorcima kave i nusproizvoda.

w (pepeo)/% + SD
Kava Nusproizvod
Sirova Espresso Srebrna pokoZica Talog
4,28 + 0,03 4,64 + 0,07 9,89+0,11 1,53 £0,07

N =4

Dobiveni rezultati pokazuju da najveé¢i udio pepela od 9,89 % ima srebrna pokozica, a
dobivena vrijednost je znatno viSa u odnosu na istrazivanje Ballesteros i suradnika (2014) koji za
mjeSavinu Robusta i Arabica kave dobivaju vrijednosti od 5,36 % pepela, dok Borelli i suradnici
(2004) za mjesavinu talijanske kave dobivaju vrijednost od 7 %. Dakle, dobivene razlike u
rezultatima ovog rada i drugih istrazivanja mogu se objasniti razlikom u vrsti kave i njenom
podrijetlu, tlu na kojem stabljika raste, postupku uzgoja (upotreba razlicitih pesticida i gnojiva) i
obradi kave (Semen i sur., 2016).

U odnosu na sirovu (4,28 %), espresso kava ima nesto vece vrijednosti pepela (4,64 %). S
druge pak strane Franca i sur. (2004) dobivaju neznato vise vrijednosti pepela za sirovu (4,89 % )
u odnosu na espresso kavu (4,40 %). Najnizi udio pepela sadrzi talog kave s vrijednos¢u od 1,53
%. Sli¢nu vrijednost od 1,30 % dobivaju Ballesteros i suradnici (2014).

Sirova i esspreso kava Karoma zadovoljavaju uvjete Pravilnika o kavi, kavovinama te
proizvodima od kave i kavovina (Narodne novine, 2004) koji propisuje da sirova i espresso ne
smiju sadrzavati vise od 5,5 %, odnosno 6 % pepela.

Budu¢i da je sadrzaj pepela u uzorcima proporcionalan udjelu minerala, najvisi udio
elemenata ocekuje se u srebrnoj pokozici, zatim u espresso i Sirovoj kavi, te talogu. Navedena
tvrdnja potvrdena je HR-ICP-MS analizom, a detaljni sastav i udio minerala objasnjen je u

poglavlju 4.10.
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4.3. SADRZAJ MASTI U UZORCIMA KAVE I NUSPROIZVODA

Nakon ekstrakcije kave i nusproizvoda metodom po Soxhletu odreden je i udio masti u njima, a

dobiveni rezultati su prikazani u Tablici 5.

Tablica 5. Udio masti u uzorcima kave i nusproizvoda.

w (masti)/% £ SD
Kava Nusproizvod
Sirova Espresso Srebrna pokoZica Talog
12,41 + 0,13 8,89 £ 0,85 1,50 £ 0,09 11,84 +0,19

N=4

Najvec¢i udio masti ima sirova kava (12,41 %), a potom talog (11,84 %). Prema Cruz i
suradnicima (2012) udio lipida u talogu kave nastalom nakon njena konzumiranja varira od 9,3
do 16,2 % ovisno o vrsti kave. Prema Franco i suradnicima (2005) sirova kava sadrzi 11,13 %
masti $to je neznatno niza vrijednost od one nadene u sirovoj kavi Karoma. Visok udio masti ima
i espresso kava (8,89 %), dok su znaajno nize vrijednosti od 1,5 % nadene kod srebrne
pokozice. Prema rezultatima Franca i suradnika (2005) espresso kava sadrzi 10,36 % masti, a
srebrna pokozica prema Murthy i suradnicima (2012) 2,2 % masti. Iz navedenih rezultata moze
se zakljuciti da sadrzaj masti varira od istrazivanja do istrazivanja $to prvenstveno ovisi o vrsti
kave, a prema Cruz i suradnicima (2012) visi udio masti ima Arabica nego Robusta kava.

Promatrajuc¢i dobivene rezultate moZe se zakljuciti da je srebrna pokoZica zbog niskog
udjela masti 1 vode stabilan nusproizvod koji se moze koristiti kao dodatak prehrambenim
proizvodima kao $to su niskokalori¢ni keksi, biskviti te antioksidacijska pic¢a za kontrolu tjelesne
tezine (Mussatto i sur., 2011a; Martinez-Saez i sur., 2014).

Budu¢i da talog kave sadrzi visoke udjele masti mogao bi se koristit za proizvodnju
biodizela, ali 1 kao izvor drugih vaznih hidrofobnih komponenti kao §to su steroli, terpeni,

tokoferoli, te kao biosupstrat za proizvodnju poli-3-hidroksibutirata (Campos-Vega i sur., 2015).
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4.4. SADRZAJ CELULOZE U UZORCIMA KAVE I NUSPROIZVODA

U odmasc¢enim uzorcima kave i otpada odreden je udio celuloze, a dobiveni rezultati su prikazani

u Tablici 6.

Tablica 6. Udio celuloze u uzorcima kave i nusproizvoda.

w (celuloze)/% + SD

Kava Nusproizvod
Sirova Espresso Srebrna pokoZica Talog
0,143 £ 0,011 0,425 + 0,057 0,675 + 0,035 0,150 + 0,042

N=4

Istrazivanje Campos-Vega i suradnika (2015) je pokazalo da se celuloza i hemiceluloza iz
taloga kave mogu potencijalno koristiti u proizvodnji sorbitola, hidroksimetilfurfurala, manitola,
arbitola i ksilitola. Takoder, hidrolizom taloga kave uz visoki tlak i temperaturu proizvodi se
manooligosaharid s probiotickim djelovanjem (Fukami, 2010).

Unato¢ cinjenici da se talog kave moze efikasno iskoristiti u izolaciji celuloze i
proizvodnji njenih funkcionalnih sastojaka, rezultati dobiveni u ovom radu pokazuju da i kava i
nusproizvodi ¢ine materijale s niskim udjelom celuloze. Za usporedbu Ballesteros i suradnici
(2014) pronalaze vrijednosti od 12,40 % u talogu, odnosno 23,77 % u srebrnoj pokozici §to je
oko 83 puta vise u odnosu na talog i 166 puta vise u odnosu na srebrnu pokozicu. Murthy i
suradnici (2011) pronalaze 17,8 % celuloze u srebrnoj pokozici.

Arya i Rao (2007) u sirovoj kavi Arabica pronalaze 6,7 do 7,8 % celuloze, a u sirovoj
kavi Robusta 7,8 do 8,7 %, $to jos jednom potvrduje da su dobivene vrijednosti znatno vise u
odnosu na one pronadene u ovom radu.

Unato¢ velikim odstupanjima u rezultatima moze se zakljuciti da srebrna pokoZica u
odnosu na ostale uzorke sadrzi najvisi udio celuloze, Sto ju ¢ini potencijalnim funkcionalnim

sastojkom u proizvodnji hrane obogaéene vlaknima s niskim sadrzajem masti.
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45. SADRZAJ LIGNINA U UZORCIMA KAVE | NUSPROIZVODA

Maseni udio lignina u uzorcima kave i otpada odreden je gravimetrijski (netopljivi dio
lignina) i spektrofotometrijski (topljivi dio lignina). Buduc¢i da netopljivi dio lignina u uzorcima

nije detektiran, rezultati prikazani u Tablici 7 odnose se samo na topljivi dio lignina (ASL).

Tablica 7. Rezultati UV/Vis spektrofotometrijskog odredivanja lignina topljivog u kiselini

(ASL) u uzorcima kave i nusproizvoda.

A+SD w (ASL)/% + SD

Kava

Sirova 0,067 £ 0,003 0,079 £ 0,033
Espresso 0,148 + 0,001 0,174 + 0,008
Nusproizvod

Srebrna pokozica 0,058 + 0,001 0,069 + 0,007
Talog 0,049 + 0,001 0,058 + 0,017
N=4

PriloZeni rezultati pokazuju da uzorci kave 1 nusproizvoda sadrZe niske vrijednosti ASL.
Najveci udio lignina ima espresso kava (0,174 %), §to je 2 puta vise u odnosu na sirovu kKavu
(0,079 %) i 3 puta viSe u odnosu na talog kave, odnosno srebrnu pokozicu. Dobiveni rezultati
znatno odstupaju u odnosu na one prikazane u drugim istrazivanjima, pa se moze zakljuditi ga
Karoma kava, a pogotovo njeni nusproizvodi ne predstavljaju znacajn izvor ligninskih sirovina.
Prema Ballesteros i suradnicim (2014) srebrna pokozica sadrzi 6,31 % topljivog lignina, a talog
kave 7,61 %. Pujola i suradnici (2013) pronalaze vrijednosti od 3,17 do 3,80 %, dok Belitz i
suradnici (2009), te Farah (2012) od 1 do 3 %, odnosno 3 % topljivog lignina. Kako na kemijski
sastav sirovina biljnog porijekla mogu utjecati uvjeti uzgoja, nacin prerade i skladistenja, kao i
vrsta i varijetet biljke, dovodi do pretpostavke da su neki od navedenih faktora vjerojatno utjecali
i na prinos lignina. Oc¢ito je kako su vrsta kave i njeni nusproizvodi, kao i metoda odredivanja
lignina (Sluiter i sur. 2010) upotrebljeni u ovom radu utjecali na prinos lignina, a time i na

razlike u rezultatima izmedu ovog i drugih istrazivanja.
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4.6. SADRZAJPROTEINA U UZORCIMA KAVE | NUSPROIZVODA

Prije odredivanja sadrzaja proteina u uzorcima kave i otpada izraden je bazdarni dijagram

ovisnosti apsorbancija i njima pripadaju¢ih masenih koncentracija (Tablica 8 i Slika 4), a iz

dobivene jednadzbe pravca izracunati su udjeli ukupnih proteina u uzorcima (Tablica 9).

Tablica 8. Masene koncentracije individualnih standardnih otopina bovin serum albumina

(BSA) i pripadajucih vrijednosti apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom pri valnoj duljini od

540 nm.
Standardna otopina 7(BSA)/(mg L™ A +SD
0 0,00 0,000 + 0,000
1 0,05 0,012 £ 0,000
2 0,10 0,028 £ 0,001
3 0,20 0,050 + 0,000
4 0,40 0,095 + 0,000
5 0,60 0,142 + 0,000
6 0,80 0,186 + 0,000

0.2 /
0.16

0.12 /
< /
0.08

L

0.04
0 /

0 0.2 0.4 0.6 0.8
y (BSA)/ (mg L)

Slika 4. Bazdarni dijagram BSA.

y =0,2315x + 0,0022
R?=0,9993
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Tablica 9. Rezultati UV/Vis spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih proteina u uzorcima

kave i nusproizvoda.

AxSD w (ukupni proteini)/% + SD

Kava

Sirova 0,055 + 0,000 27,04 + 0,00
Espresso 0,101 + 0,001 51,22 +0,73
Nusproizvod

Srebrna pokozZica 0,035 + 0,004 16,72 £ 1,81

Talog 0,019 + 0,001 8,71+0,73

N=4

Rezultati su pokazali da espresso kava sadrzi najvise ukupnih proteina (51,22 %), a
potom slijedi sirova kava s 2 puta manjim udjelom (27,04 %). Franca i suradnici (2005) u sirovoj
Arabica kavi dobivaju vrijednost od 14,47 % proteina, a u espresso kavi 14,24 % proteina.
Nogaim i suradnici (2013) u sirovoj Yemeni kavi (Arabica) pronalaze vrijednosti od 10,95 %
proteina. Zbog visokih temperatura prilikom prZenja sirove kave, ocekivala bi se i znacajna
promjena u udjelu proteina, no prema istrazivanju Campos-Vega i suradnika (2015) tijekom
przenja dolazi do formiranja hlapivih duSi¢nih spojeva zbog ¢ega se udio proteina u przenoj kavi
ne mijenja znacajno. Visoke udjele proteina u espresso i sirovoj kavi (Tablica 9) moguce je
objasniti prisustvom interferenata, odnosno spojeva koji se zajedno s proteinima ekstrahiranju u
otopinu, te time doprinose ukupnom poveéanju njihova sadrzaja.

Udio proteina u srebrnoj pokozicica iznosi 16,72 %, §to je sli¢no rezultatima Murthy i
suradnika (2012), te Borelli i suradnika (2004) koji metodom po Kjeldahlu pronalaze vrijednosti
od 18,6 %.

Prema Tablici 9 talog kave sadrzi najmanje proteina, svega 8,71 %, dok Campos-Vega i
suradnici (2015) pronalaze vece vrijednosti (13,6 %). Na temelju dobivenih rezultata, a sukladno
Ballesteros i suradnicim (2014) koli¢ine proteina variraju i ovise o uvjetima pripreme kave i

njenom varijetetu.
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4.7. SADRZAJ SECERA U UZORCIMA KAVE I NUSPROIZVODA

Kako bi se odredio udio Secera u uzorcima kave i otpada izraden je bazdarni dijagram (Tablica
10 i Slika 5), a iz dobivene jednadzbe pravca izraCunate su vrijednosti masenih koncentracija,

odnosno masenih udjela ukupnih Secera u uzorcima (Tablica 11).

Tablica 10. Masene koncentracije individualnih standardnih otopina glukoze i pripadaju¢ih
vrijednosti apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom pri valnoj duljini od 492 nm.

Standardna otopina 7 (glukoza)/(mg L™) A £SD

0 0,00 0,000 = 0,000
1 0,33 0,072 £ 0,001
2 0,67 0,124 = 0,000
3 1,33 0,217 + 0,000
4 2,67 0,377 £ 0,001
5 4,00 0,569 £+ 0,000
6 5,33 0,711 £ 0,000

0.9 y = 0.1389x + 0.019

08 R2=0.998

0.7 oe

0.6
0.4
0.3 /

0.2

0 1 2 3 4 5 6
y (glukoza)/(mg LY)

Slika 5. Bazdarni dijagram glukoze.
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Tablica 11. Rezultati UV/Vis spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih Seera u uzorcima

kave i nusproizvoda.

AxSD w (ukupni $eéeri)/% = SD

Kava

Sirova 0,509 + 0,002 11,98 + 0,05
Espresso 0,204 £ 0,001 4,78 +0,01
Nusproizvod

Srebrna pokozZica 0,169 + 0,001 3,44 + 0,02

Talog 0,135+ 0,001 0,56 £ 0,00

N=4

Dobiveni rezultati su pokazali da najveci udio Secera ima sirova kava, nakon Cega slijedi
espresso kava s otprilike 2,5 puta manje Secera. Nesto nizi udio Secera od 3,24 % sadrzi srebrna
pokozica, §to je otprilike 2 puta nize od rezultata koji su dobili Murthy i Naidu (2010). Oni u
srebrnoj pokoZici pronalaze vrijednosti od 6,65 % Secera. Talog kave sadrzi 13 puta manje Secera
od espresso kave $to upucuje na ¢injenicu da tijekom ekstrakcije kave pri poviSenoj temperaturi
dolazi do razgradnje Secera, a time i smanjenja njihova udjela. Zbog niskog sadrzaja Secera u
srebrnoj pokoZi i ¢injenice da se ovaj nusproizvod nedovoljno iskoriStava, a ponekad 1 baca ¢ini
ju potencijalno pogodnim dodatkom u izradi nisko kalori¢nih proizvoda. To su dokazali i
Martinez-Saez i suradnici (2018) koji ekstrakt srebrne pokozice koriste u proizvodnji

antioksidativnih pi¢a, vaznim za kontrolu tjelesne tezine i dijabetesa.

4.8. SADRZAJ FENOLA U UZORCIMA KAVE | NUSPROIZVODA

U cilju odredivanja sadrZaja ukupnih fenola u uzorcima kave 1 nusproizvoda izraden je
bazdarni dijagram ovisnosti masenih koncentracija standardne otopine galne kiseline i njenih
pripadajuéih apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom (Tablica 11). 1z dobivene jednadzbe

pravca (Slika 6) izraunati su maseni udjeli ukupnih fenola u analiziranim uzorcima.
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Tablica 11. Masene koncentracije individualnih standardnih otopina galne Kkiseline i

pripadajucih vrijednosti apsorbanci izmjerenih spektrofotometrom pri valnoj duljini od 765 nm.

Standardna otopina 7 (galna kiselina)/(mg L™) A+SD
0 0,0 0,000 + 0,000
1 0,4 0,039 + 0,000
2 1,2 0,113 +0,000
3 2,0 0,184 + 0,000
4 4,0 0,348 + 0,000
5 52 0,459 + 0,002
6 7,2 0,603 + 0,000

Rezultati pokazuju da espresso kava sadrzi najvise ukupnih fenola, a dobivene vrijednosti
se nalaze u rasponu od 6,91 do 7,11 %, ovisno o upotrebljenom otapalu. Zatim slijedi sirova kava
s nizim udjelima (4,68 - 4,75 %), $to potvrduje Cinjenicu da se przenjem sirove kave povecava
udio fenola u konzumnoj kavi (Bekhiri-beder i sur., 2018). Tako Belkhiri-beder i suradnici
(2018) u przenoj Robusta kavi pronalaze 5,43 % fenola, a u sirovoj Robusta kavi 3,88 %. I
stupanj przenja moze utjecati na sadrzaj fenola, pa je istrazivanje Krol i suradnika (2019)

pokazalo da svjetlo przena kava ima vise fenolnih spojeva u odnosu na srednje przenu kavu.

0.7
y = 0,0842x + 0,0085
0.6 2 R2 = 0,9986

0.5 /
0.4
< /

0.3

0.2
0.1

0 /

0 2 . . 8
y (galna kiselina)/(mg L)
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Slika 6: Bazdarni dijagram galne kiseline.
Tablica 12. Maseni udjeli ukupnih fenola izmjerenih UV/Vis spektrofotometrijom u uzorcima

kave i nusproizvoda.

o (etanol)/% AxSD w (ukupni fenoli)/% + SD
Kava
Sirova 50 0,085 £ 0,003 4,751 0,24
70 0,084 £+ 0,002 4,68 £ 0,15
50 0,124 + 0,005 7,11+0,31
Espresso 70 0,120 + 0,004 6,91 + 0,15
Nusproizvod
Srebrna pokoZica 50 0,273 £ 0,012 1,31+0,05
70 0,245 £ 0,013 1,17 £0,08
Talog 50 0,131 £0,011 1,21+£0,13
70 0,118 £ 0,004 1,08 £0,04

N=4

Fenolni spojevi u sirovoj kavi ve¢inom se pojavljuju u obliku klorogenskee kiseline (ester
kafeinske i kininske kiseline), a njen udio moze varirati (4,1 - 11,3 %) ovisno o vrsti, rodu, klimi
I nutritivnom sastavu tla, te procesu prerade (Farah, 2012). Przena kava ima nizi udio
klorogenske kiseline od sirove kave jer je podlozna termickoj razgradnji. Pri visokom stupnju
przenja kKlorogenska kiselina se moze potpuno razgraditi na fenolne derivate. Iako se przenjem
sirove kave smanjuje udio klorogenske kiseline, istim postupkom moze do¢i do povecanja udjela
kininske kiseline. U tom procesu derivati klorogenske, kininske, ali i kafeinske kiseline sudjeluju
u Maillardovim reakcijama formirajuc¢i melanoide (Esquivel i Jiménez, 2011).

Prisutnost fenolnih spojeva uoc€ena je i u nusproizvodima kave, a medu njima kao i u kavi
dominira klorogenska kiselina. Tako se u srebrnoj pokozici njen udio kre¢e od 1 do 6 %
(Napolitano i sur., 2007; Costa i sur., 2014).

Nizi udio ukupnih fenola naden je kod nusproizvoda kave (Tablica 12), S§to navodi na
zakljucak da postupci obrade kave (przenje i kuhanje) dovode do degradacije fenola. Dobivene
vrijednosti se nalaze u rasponu od 1,17 do 1,31 % za srebrnu pokozicu i 1,08 do 1,21 % za talog.
U usporedbi s ovim istrazivanjem, Iriondo-DeHond (2019) dobiva vrijednost od 1,56 % za

srebrnu pokozicu, a Andrade i sur. (2012) vrlo Sirok raspon udjela (0,61 do 15,1 %), ovisno o
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metodi ekstrakcije i upotrebljenom otapalu. Za talog kave Mussatto i suradnici (2011b)
pronalaze vrijednosti fenola od 0,6 do 1,82 %, ovisno o otapalu, a Panusa i suradnici (2013) od
0,63 do 2,83 %. Vrijednosti fenola u istrazivanju Pujola i sur. (2013) za talog kave, kre¢u se od
0,17 do 4,54 % ovisno o otapalu, a u radu Zuorro i Lavecchia (2011) od 0,796 do 1,475 %,
ovisno o otapalu, temperaturi i vremenu ekstrakcije. Zuorro i Lavecchia (2012) za talog kave
dobivaju i vrijednosti od 0,92 do 1,998 %, ovisno o temperaturi, otapalu i vremenu ekstrakcije.
Kako bi se doprinijelo $to u¢inkovitijoj ekstrakciji fenola iz kave i nusproizvoda odabir
prikladnog otapala ima vrlo zna¢ajnu ulogu (Mussatto i sur., 2011b, Bravo i sur., 2013). Tako su
Bravo i suradnici (2013) utvrdili da se veéi prinos fenola postize upotrebom vode, te smjese vode
1 etanola u odnosu na ¢isti etanol. Naime, ovi autori biljeZe vrijednosti fenola od 0,27 % uz 100
% etanol, te 1,4 % uz vodu i 1,75 % uz 60 % etanol. Tako se i u ovom radu moze zamijetiti
(Slika 7) kako je 50 % etanol uc¢inkovitije otapalo u odnosu na 70 % etanol i kod uzoraka kave i

nusproizvoda.

50% EtOH m70% EtOH

80

(o2}
o

w (UF)/%
5

20 ——

sirova espresso srebrna pokoZica talog

o (etanol)/%

Slika 7. Ovisnost masenog udjela ukupnih fenola (UF) o volumnom udjelu etanola.

Iako je prinos ukupnih fenola u srebrnoj pokoZici i talogu znatno nizi u odnosu na kavu,
Cinjenica da se radi o neiskoriStenoj biomasi koja se s obzirom na svjetsku potrosnju kave

nakuplja u velikim koli¢inama, dovodi do razmisljanja o njihovoj ponovnoj upotrebi kao jeftinih

41



i prirodnih sirovinama za izolaciju bioloski aktivnih spojeva. Naime, ovi nusproizvodi mogli bi
se koristiti ne samo za ekstrakciju ciljanih fenolnih spojeva, ve¢ bi se i mogli i direktno dodavati
u prehrambene proizvodu (Ballesteros i sur., 2014), sto je i u skladu s kriterijima cirkularne

ekonomije i odrzivog razvoja.

49. SADZAJ FLAVONOIDA U UZORCIMA KAVE | NUSPROIZVODA

Osim fenola, u uzorcima kave i nusproizvoda, odreden je i sadrzaj flavonoida. Na temelju
masenih koncentracija standardnih otopina rutina i izmjerenih vrijednosti apsorbancija
prikazanih u Tablici 13 izraden je bazdarni dijagram (Slika 8), a iz dobivene jednadzbe pravca
odreden je maseni udio ukupnih flavonoida u uzorcima (Tablica 14).

Tablica 13. Masene koncentracije individualnih standardnih otopina rutina i pripadajuéih

vrijednosti apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom pri valnoj duljini od 510 nm.

Standardna otopina y(rutin)/(mg L™) A+SD
0 0 0,000 + 0,000
1 1 0,009 + 0,001
2 3 0,036 + 0,001
3 5 0,048 + 0,000
4 10 0,101 + 0,000
5 13 0,134 + 0,001
6 18 0,179 + 0,001
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Slika 8. Bazdarni dijagram rutina.

Rezultati odredivanja flavonoida potvrduju da espresso kava u odnosu na ostale
analizirane uzorke sadrzi najvise flavonoida. Dobivene vrijednosti se nalaze u rasponu od 16,76
do 17,65 %, ovisno o upotrebljenom otapalu. Zatim slijedi sirova kava (14,31 - 14,68 %), talog
(2,37 - 2,67 %), te srebrna pokozica (1,16 -1,24 %), s najnizim udjelom flavonoida.

U usporedbi s rezultatima ovog rada, istrazivanje Kreicbergs i suradnika (2011) je
pokazalo da Arabica i Robusta kava sadrze znatno manje flavonoida, a dobivene vrijednostima
variraju od 1,5 do 10,3 %. Krol i suradnici (2019) dobivaju jo$ i nize vrijednosti flavonoida
(0,071 - 0,141 %), a one ovise 0 stupnju przenja kave. Fidrianny i suradnici (2016) u sirovoj kavi
pronalaze nize vrijednosti flavonoida (3,04 - 7,41 %) u odnosu na one pronadene u ovom radu, a
one ovise 0 regiji iz koje Arabica kava potjece. Cheng i suradnici (2019) za sirovu kavu dobivaju
10,42 % flavonoida. Iriondo-DeHond i suradnici (2019) pronalaze 0,063 % flavonoida u Robusta
srebrnoj pokozici, te 0,034 % u Arabica pokozici. Tan i suradnici (2017) za Robusta srebrnu
pokozicu nalaze 0,003 % flavonoida te 0,0018 % za Arabica srebrnu pokozicu. Mussatto i
suradnic (2011b) u talogu kave pronalaze vrijednosti flavonoida od 0,051 do 0,25 % ovisno o
otapalu, dok Panusa i suradnici (2013) u rasponu od 0,211 do 0,803 %.
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Nadalje, rezultati ovog rada su pokazali da termickom obradom espresso kave, kuhanjem
pri 100 °C, dolazi do smanjenja udjela flavonoida u talogu, i to 7 puta, $to odgovara istom
snizenju prinosa kao i kod odredivanja fenola. lako rezultati odredivanja fenola pokazuju da
talog kave sadrzi manje fenola u odnosu na srebrnu pokozicu (poglavlje 4.7.) ovdje je utvrdeno

da talog kave sadrzi viSe flavonoida od srebrne pokozice.

Tablica 14. Maseni udjeli ukupnih flavonoida izmjerenih UV/Vis spektrofotometrijom u

uzorcima kave i nusproizvoda.

o (etanol)/% AxSD w (ukupni flavonoidi)/% = SD

Kava
Sirova 50 0,070 £ 0,002 14,31 + 0,44
70 0,071 £ 0,001 14,68 + 0,07
Espresso 50 0,086 + 0,001 17,65+ 0,00
70 0,082 + 0,006 16,76 + 0,37

Nusproizvod 50
. 50 0,149+ 0,014 1,24+0,14
Srebrna pokoZica 70 0,141 + 0,017 1,16+ 0,14
Talog 50 0,072 + 0,002 2,37 £0,09
70 0,081 + 0,007 2,67 +£0,28
N=4

Uzimajuc¢i u obzir utjecaj otapala na prinos flavonoida u radu Mussatto i sur. (2011b) je
pokazano da odabir otapala ima znatan utjecaj na efikasnost ekstrakcije. Tako prema Mussatto i
suradnicima (2011b) udio flavonoida varira od 0,051 do 0,25 % ovisno o udjelu metanola u
vodenoj fazi. Najvisi prinos flavonoida (0,25 %) dobivaju s 80 % metanolom, a najnizi (0,051
%) s vodom. Iz navedenog mozemo zakljuciti da se flavonoidi bolje otapaju Uz otapala s vecim
udjelom organske faze, za razliku od fenola kojima pogoduju niZi volumni udjeli organskog

otapala u vodenoj fazi, npr. etanola (vidi poglavlje 4.7.).
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Slika 9. Ovisnost masenog udjela ukupnih flavonoida (UFL) o volumnom udjelu etanola.

Tako i rezultati ovog istrazivanja pokazuju da 70 % etanol doprinosi neznatno boljoj ekstrakciji
flavonoida iz nusproizvoda i sirove kave (Slika 9). Jedino espresso kava odskace od navedenih
uzoraka, kod koje je uocen visi prinos flavonoida uz 50 % etanol.

Usporedujuci rezultate ukupnih fenola (Tablica 12) i ukupnih flavonoida (Tablica 14)
vidi se kako su dobiveni veéi maseni udjeli flavonoida u odnosu na fenole, $to nije uobicajena
pojava pri njihovim odredivanjima u nekim drugim materijalima (Nincevi¢ Grassino i sur. 2019).
Jedan od mogucih razloga dobivanja vecih vrijednosti flavonoida je i prisutnost razli¢itih drugih
bioaktivnih spojeva u kavi i otpadu (Pandey i sur., 2000; Noigam i sur., 2012) koji tijekom
odredivanja flavonoida reagiraju (interferiraju) s aluminijevim kloridom, te doprinose ukupnom
povecanju apsorbancije, a time 1 masenih udjela. Ove izmjerene vrijednosti upucuju na ¢injenicu
da bi se trebao pronaci selektivniji reagensi za spektofotometrijsko odredivanje flavonoida, ¢ime

bi se dobio potpuniji uvid u valjanost ove ili neke druge upotrebljene metode.
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4.10. SADRZAJ MINERALA U UZRCIMA KAVE | NUSPROIZVODA

Mineralni sastav u uzorcima kave i nusproizvoda odreden je multielementnom analizom

koriste¢i HR-ICP-MS uredaj. Dobiveni rezultati su prikazani u Tablicama 15a i b.

Tablica 15a. Maseni udjeli makroelemenata u uzorcima kave i nusproizvoda.

w (kemijski element)/(mg kg™) + SD

Element Kava Nusproizvod
Sirova Espresso Srebrna pokoZica Talog
Na 82,6+78 80,9+ 29,5 156 £+ 33 170 + 844
Mg 1919 + 106 2309 + 119 5298 + 246 1263 + 1033
K 15664 + 547 21523 + 2311 35993 + 578 2387 + 2233
N=3

U Tablici 15a prikazani su maseni udjeli za tri esencijalna makroelementa - kalij, magnezij i
natrij. Kalij i magnezij su najzastupljeniji elementi u svim analiziranim uzorcima, a dobivene
vrijednosti nalaze se u podruéju od 2387 - 35 993 mg kg™ za kalij, odnosno 12633 - 5298 mg kg’
! za magnezij. Pri tome srebrna pokoZica sadrzi najveéu koli¢inu kalija (35 993 ug g?) i
magnezija (5298 mg kg™), §to ovaj neiskoristeni nusproizvod €ini iznimno vaznim izvorom ovih
dvaju elemenata. To je potvrdilo i istrazivanje Ballesteros i suradnika (2014) koji u srebrnoj
pokozici nalaze 21 100 mg kg™ kalija, te 50,0 mg kg™ magnezija. lako su udjeli kalija (21 523
mg kg™) i magnezija (2309 mg kg™) u espresso kavi dva puta manji u odnosu na srebrnu
pokozicu 1 sama espresso kava predstavlja znacajan izvor ovih dvaju makroelemenata. Tako
Jarosova i suradnici (2014) pronalaze iznimno visoke vrijednosti magnezija, u rasponu, od 1780
do 2090 mg kg, u kavi porijeklom iz Indije, Kenije, Hondurasa, Kolumbije i Etiopije, dok su
Welna i suradnici (2013) u Woseba, Lavazza QO i Cafe Sati kavi izmjerili 1716 mg kg™, 1788
mg kg™, odnosno 1605 mg kg™ magnezija. Takoder, i Voica i suradnici (2016) biljeze visoke
vrijednost kalija (8280 mg kg™) i magnezija (1420 mg kg™), a one se odnose na aritmeticku
sredinu uzoraka uklju¢enih u analizu s obzirom na zemlju porijekla. U radovima Jarosova i
suradnika (2014) i Welna i suradnika (2013) nema podataka o koli¢ini kalija i natrija, no u radu

Voice i suradnika (2016) zabiljezene su visoke vrijednosti natrija (223 mg kg™). I u istrazivanju
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Cruz i suradnika (2012) je pokazano da espresso kava sadrzi znaCajan izvor makronutrienata, s
koli¢inama od 9020 mg kg™ (kalij), 1493 mg kg™ (magnezij) i 75 mg kg™ (natrij).

Iako nema dostupnih istrazivanja vezanih uz odredivanje kalija, magnezija i natrija u
sirovoj kavi, u ovom radu je pokazano da ona sadrzi nesto niZe udjele kalija (156643 mg kg™) i
magnezija (1919 mg kg?), te vrlo sli¢ne vrijednosti natrija (82,6 g g*), kao i espresso kava
(80,9 mg kg™).

Talog kave sadrzi daleko najnize udjele kalija (23877 mg kg™) i magnezija (1263 mg kg’
1), dok je udio natrija (17069 mg kg™*) u talogu nesto veéi u odnosu na ostale analizirane uzorke.
Istrazivanje Ballesteros i suradnika (2014) je pokazalo da talog kave sadrzi znatno vece kolicine
natrija (33,7 mg kg?) u odnosu na ostala dva makroelementa, kalij (11,7 mg kg™) i magnezij
(1900 mg kg™).

Od esencijalnih elemenata u tragovima (u ljudskom tijelu prisutni u koli¢inama od 1 -
100 mg) (Piasek i Mikoli¢, 2009), kava i nusproizvodi sadrze mangan, Zeljezo, bakar i cink
(Tablica 15b). Od navedenih elemenata Zeljezo je prisutno u najveé¢im koli¢inama, u rasponu od
41,8 do 728 mg kg™ ovisno o vrsti uzoraka (Slika 10). I kava (sirova i espresso) i talog sadrze
znatno niZe koliGine Zeljeza (41,8 - 47,4 mg kg™) u odnosu na srebrnu pokozicu, s udjelom od
728 mg kg™. U odnosu na ovo istrazivanje, Ballesterols i suradnici (2014) u pokozici i talogu
kave nalaze Cak i veée vrijednosti Zeljeza, od 843 mg kg’l, odnosno 52,0 mg kg'l. U kavi,
JaroSova i suradnici (2014) pronalaze sli¢ne vrijednosti Zeljeza kao i u ovom istrazivanju, a one
variraju od 23,9 do 47,8 mg kg™, ovisno o porijeklu kave. Welna i suradnici (2013) biljeze
vrijednosti od 11,9 do 36,1 mg kg™, ovisno o vrsti kave (Woseba, Lavazza QO i Cafe Sati), a
Voica i suradnici (2016) 64,9 mg kg™, ovisno o porijeklu kave.

Medu esencijalnim elementima u tragovima, bakar ¢ini drugi najzastupljeniji element u
srebrnoj pokozici s koli¢inom od 87,1 mg kg'l. Znatno nize vrijednosti bakra nadene su u sirovoj
(12,0 mg kg™) i espresso (18,3 mg kg™) kavi, te talogu (14,4 mg kg™*). Za usporedbu Ballesterols
i suradnici (2014) u nusproizvodima kave nalaze znatno vece vrijednosti bakra, tocnije 18,7 mg
kg™ (talog) i 63,3 mg kg™ (srebrna pokozica). U kavi, ovisno o njenom porijeklu, Jarofova i
suradnici (2014) pronalaze vrijednosti u rasponu od 16,6 do 19,3 mg kg™, a Voica i suradnici
(2016) 18,4 mg kg™, ovisno o porijeklu kave. Welna i suradnici (2013) biljeze vrijednosti od
13,5 do 18,7 pg kg™, ovisno o vrsti kave (Woseba, Lavazza QO i Cafe Sati).
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U odnosu na zeljezo 1 bakar, mangan i cink se nalaze u nesto nizim koli¢inama, u rasponu
od 13,1 do 35,2 mg kg™ (mangan) i 10,8 do 21,3 mg kg™ (cink), ovisno o vrsti kavi i njenim
nusproizvodima. Pri tome valja naglasiti da srebrna pokozica medu analiziranim uzorcima sadrzi
najveée koli¢ine i ovih esencijalnih elemenata, pa ju zaista mozemo smatratiti izvrsnim
mineralnim izvorom. I druga istrazivanja su pokazala da kava i njeni nusproizvodi sadrZe znatne
koli¢ine mangana i cinka. Tako Ballesterols i suradnici (2014) u srebrnoj pokozici pronalaze
50,0 mg kg™ mangana i 22,3 cinka mg kg, a u talogu kave 28,8 mg kg™ mangana i 8,40 mg kg™
cinka. U odnosu na nusproizvode, JaroSova i suradnici (2014) u kavi, a ovisno o njenom
porijeklu nalaze znatno veée vrijednosti mangana (27,3 - 123 mg kg), te neznatno manje cinka
(1,71 - 7,12 mg kg™). Voica i suradnici (2016) dobivaju 24,8 mg kg™ za mangan i 8,30 mg kg™
za cink, pri ¢emu izmjerene vrijednosti autori prikazuju kao srednju vrijednost rezultata s
obzirom na porijeklo kave. Welna i suradnici (2013), ovisno o vrsti kave (Woseba, Lavazza QO i
Cafe Sati) biljeZe vise vrijednosti mangana (16,2 - 25,8 mg kg™), te nesto niZe cinka (7,39 - 8,59
mg kg). Cruz i suradnici (2012) pronalaze mangan u koli¢ini od 2,70 mg kg™, a cink nisu ni

odredivali.

EMn mFe mCu nZn

800

600

400

200

w (element)/(mg kg?)

Q L — [ —
sirova espresso srebrna pokoZica talog

Slika 10. Maseni udio esencijalnih elemenata u tragovima u uzorcima kave i nusproizvoda.
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Tablica 15b. Maseni udjeli elemenata u tragovima i ultratragovima u uzorcima kave i

nusproizvoda.

w (kemijski element)/(mg kg™) + SD

Element Kava Nusproizvod
Sirova Espresso Srebrna pokoZica Talog
Li 0,04 £0,02 0,02 £ 0,00 0,10 £ 0,00 0,024 £ 0,01
Rb 132+15 30,36 = 1,30 34,75 + 3,86 3,46 + 0,17
Mo 0,14 £0,01 0,57 £0,03 0,53+0,07 0,24 £ 0,02
Cd 0,01 £ 0,00 0,02 + 0,00 0,06+0,00 0,02 £0,01
Sn 0,12 + 0,02 0,15+ 0,01 0,25 £ 0,00 0,18 £ 0,09
Cs 0,03+ 0,00 0,01 £ 0,00 0,200 £ 0,02 0,003+0,001
Pb 1,44 +1,33 0,2 £0,02 0,81+0,18 0,74 + 0,37
U 0,002 £+ 0,00 0,003 + 0,000 0,02 £ 0,00 0,01+ 0,00
Al 72,7 £6,7 40,4 £4,7 764 £ 33 49,7 £3,2
Ti 5,11 + 0,68 2,00 0,10 86,5 + 0,39 2,33+ 0,00
\Y 0,06 + 0,00 0,05+ 0,00 1,58 +0,10 0,04 £0,01
Cr 0,79 £ 0,02 0,77 £ 0,04 2,42 £ 0,15 0,77 £ 0,06
Mn 242+21 17,7+11 35,24 + 2,58 13,1+1,0
Fe 41,8+6,1 474 + 34 728 + 35 423+25
Co 0,08 £ 0,01 0,19 £ 0,00 1,03 + 0,06 0,10+ 0,01
Ni 0,70 £ 0,30 1,53+0,22 3,14 £ 0,09 0,99+0,21
Cu 12,0£0,5 18,3+1,4 87,1+25 144+ 17
Zn 10,8 £ 3,6 16,1+5,1 21,3+4,8 11,6 +59
Sr 4,61 +0,53 8,73 £ 0,66 709142 7,23+0,69
Sb 0,01 £0,00 0,02 £ 0,00 0,04 £ 0,00 0,02 £0,01
Ba 3,76 £ 0,42 7,07 £1,29 47,17 + 2,62 511+0,89
As 0,02 £ 0,00 0,02 £ 0,00 0,07 £0,01 0,02 £ 0,01
Se <LOD 0,09 £ 0,05 0,18 £ 0,00 0,02 + 0,01

Napomena: Be, Bi, TI<LOD

Od esencijalnih elemenata u ultratragovima (u ljudskom tijelu prisutni u koli¢inama < 1
mq), (Piasek i Mikoli¢, 2009) kava i nusproizvodi sadrze molbiden, krom, kobalt i selen (Tablica
15b). Medu njima najzastupljeniji je krom (Slika 11), a najveca vrijednost nadena je u srebrnoj

pokozici (2,42 mg kg™?). U odnosu na druge uzorke srebrna pokozica sadrzava i vece koli¢ine
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kobalta i1 selena, te neSto nize molidbena. Tako je molidben u odnosu na kobalt i selen
zastupljeniji u sirovoj i espresso kavi, te talogu. lako srebrna pokozica i espresso kava sadrze
niske udjele selena (0,18 i 0,09 mg kg™), u sirovoj kavi selen je ispod granica detekcije (engl.
limit of detection, LOD). Navedene esencijalne elemente u ultratragovima odredivali su
Ballesterols i suradnici (2014) u srebrnoj pokozici i talogu, a medu njima prevladava kobalt.
Ostali elementi poput kroma, molidbena i selena nalaze u rasponu od 1,60 - 1,23 mg kg™ za

talog, te 1,60 - 1,64 mg kg™ za srebrnu pokoZicu.

mEMo mCr mCo = Se

w (element)/( mg kg)

o L mm I l |

sirova espresso srebrna pokoZica talog

Slika 11. Maseni udio esencijalnih elemenata u ultratragovima u uzorcima kave i nusproizvoda.

Medu toksi¢nim elementima kava i nusproizvodi sadrze aluminij, arsen, olovo, kadmij i
nikal. Posebno je visok udio aluminija, i to u srebrnoj pokozici (763 mg kg™), dok ostali uzorci
sadrze 10 puta nize koli¢ine. Moguéi razlozi dobivanja ovako visokih vrijednosti aluminija u
srebrnoj pokozici, a i u samoj sirovoj kavi, Su najvjerojatnije povezani sa sastavom tla. Tako
Farah (2012) smatra kako se razlike u sastavu tla odraZavaju i na mineralni sastav kave.

Uzimajuéi u obzir prihvatljive dnevne doze za kadmij (2,5 pg kg™ tjelesne mase) i nikal
(2,8 ng kg™ tjelesne mase) te tjedne doze za aluminij (1 mg kg™ tjelesne mase), olovo (25 pg kg™
tjelesne mase) i arsen (15 pg kg™) (EFSA, 2020), moze se zakljuciti da se konzumacijom kave

ne unose znacajne koli¢ine ni jednog od navedenih toksi¢nih elementa.
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U zakljucku, ovim radom je pokazano da se dobivene vrijednosti makroelemenata, te
mikroelemenata u tragovima i ultratragovima razlikuju od rezultata drugih autora, ovisno o vrsti
kave kao i njenom porijeklu. Vidi se da se udio vecine elemenata (Mg, K, Rb, Mo, Cd, Sn, V, Fe,
Co, Ni, Cu, Zn, Sr, Sb i Ba) prZzenjem povecéava, dok se udio pojedinih smanjuje ili ostaje isti
(Na, Al, Li, Cs, Pb, Cr i Li). Usporedujuci rezultate dobivene za espresso kavu i njen talog
mozemo zakljuciti da se veéina elemenata vjerojatno ekstrahira u sam espresso napitak, buduci
da je udio pojedinih elemenata, poput K i Mg u talogu znacajno smanjen. Srebrna pokozica
dominira sa udjelom minerala, posebice makroelementima bitnim za vitalne procese u organizmu
zbog Cega bi ju trebalo Koristiti za njihovu izolaciju ili direktnu implementaciju u pojedine

prehrambene proizvode.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata dobivenih u ovom radu doneseni su sljedeéi zakljucci:

1.

Talog kave istice se s najvisim udjelom vlage, potom slijedi sirova kava, srebrna
pokozica te espresso kava.

Udio pepela najvisi je u srebrnoj pokozici, dok je dva puta manji sadrzaj pepela naden u
espresso i sirovoj kavi. Daleko najnizi udio pepela ima talog kave.

Udjeli celuloze i lignina su nizi u odnosu na rezultate dobivene u drugim istrazivanjima,
pa se moze zakljuciti da kava i njeni nusproizvodi ne ¢ine znacajne ligno-celulozne
materijale. No ipak valja naglasiti da medu uzorcima prednjaci srebrna pokozica s veé¢im
udjelom celuloze, te espresso kava s ve¢im udjelom lignina.

Najvisi udio proteina ima espresso kava, dok sirova kava ima oko dva puta maniji.
Takoder, i srebrna pokozica ima dva puta viSe proteina U odnosu na taloga kave.

Sirova kava i talog kave istiCu se vi§im udjelom masti u odnosu na espresso kavu i
srebrnu pokoZicu, $to znaci da bi se talog kave mogao koristiti kao biosupstrat pri
proizvodnji masnih kiselina, a srebrna pokozica kao ,,bezmasni dodatak hrani.

Najvisi postotak Secera odreden je u sirovoj kavi, dok je oko 2 do 3 puta manje ovog
sastojka nadeno u espresso kavi i srebrnoj pokozici,

Prinos fenola i flavonoida ovisi 0 volumnom udjelu etanola u otopini etanol/voda, pa tako
50 % etanol doprinosi u¢inkovitijoj ekstrakciji fenola i kod uzoraka kave i nusproizvoda,
dok 70 % etanol doprinosi boljoj ekstrakciji flavonoida kod uzoraka srebrne pokozice i
taloga kave. Najvisi udio fenola i flavonoida zapazen je u espresso kavi, a zatim i u
sirovoj kavi. Srebrna pokoZica sadrzi ve¢i udio fenola od taloga kave, no u talogu kave
zapazen je visi udio flavonoida.

Srebrna pokozica izdvaja se bogatim mineralnim sastavom kojeg Cine prvenstveno
esencijalni makroelementi (visok udio kalija te neSto manji magnezija i natrija) te
mikroelementi s najve¢im udjelom zeljeza, a potom i bakra. U odnosu na srebrnu
pokozicu espresso kava sadrzi dva puta manji udio makroelemenata te znatno nize udjele
mikroelemenata. Sirova kava sadrzi sli¢ne ili nesto nize udjele makro i mikroelemenata

od espresso kave, dok talog kave sadrzi daleko najnize vrijednosti navedenih elemenata.
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Mineralni sastav odrazava i udio pepela u uzoraku koji opada u nizu srebrna pokozica >

espresso kava > sirova kava > talog .
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