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1. Uvod

Posljednjih godina javlja se sve veca zabrinutost na ekoloskoj i globalnoj razini zbog oneciS¢enja okolisa
teSkim metalima. Takoder, izloZzenost ljudi teSkim metalima naglo je porasla kao rezultat eksponencijalnog
povecanja njihove upotrebe u nekoliko industrijskih, poljoprivrednih, kuc¢anskih i tehnoloskih primjena
(Bradl, 2002). Izvori teskih metala ukljucuju geogene, industrijske, poljoprivredne, farmaceutske, otpadne

vode i atmosferske izvore (He i sur., 2015).

lako se prirodno nalaze u Zemljinoj kori, oneciséenje okolisa i izloZzenost ljudi rezultat je antropogenih
aktivnosti poput rudarstva, taljenja, industrijske proizvodnje i upotrebe spojeva koji sadrze metale u
kucanstvu i poljoprivredi (He i sur., 2005). Prema Lu i sur., (2017) arsen (As), kadmij (Cd) i olovo (Pb) su
teski metali koji nisu razgradivi, dugo ostaju u okoliSu i postaju toksi¢ni za biljke, Zivotinje i ljude. Ovi metali
mogu migrirati iz tla uz povrsinske vode i zavrsiti u podzemnoj vodi zbog otapanja uzrokovanog kiselim pH,

industrijskim ispustanjem, rudarskim otpadom i odlagaliStima smeca (Hussain i sur., 2017).

U novije vrijeme, povecala se svijest o konzumaciji svjeze, minimalno procesirane i/ili prirodne hrane bez
aditiva, stoga je porasla i potraznja za namirnicama koje promicu zdravlje (WCC, 2021). U tom smislu,
bezalkoholna, niskokalori¢na pi¢a postaju jedna od najvaznijih komponenti ljudske prehrane obzirom na
njihovu jednostavnu konzumaciju i visoka nutritivna svojstva. lako postoji mnogo opcija iz ove kategorije
pica, kava je najpozeljniji napitak nakon vode, s potroSnjom koja iznosi oko 500 milijardi ¢asa godiSnje u

cijelom svijetu (WCC, 2021).

Kava ima razli¢ite zdravstvene ucinke poput antioksidativnog, antikarcinogenog, antimutagenog i
protuupalnog djelovanja, a konzumacija kave povezana je s prevencijom mnogih kroni¢nih bolesti (George
i sur., 2008). Medicinske gljive se mogu definirati kao makroskopske gljive koje se koriste u obliku ekstrakta
ili praha u svrhu ublaZavanja, lijecenja brojnih bolesti i/ili uravnotezenja prehrane. Postoji vise od 130
liekovitih funkcija koje se pripisuju medicinskim gljivama (Gargano i sur., 2017). Najpopularnije vrste medu
potro$acima su Hericium erinaceus (Lavlja griva), Inonotus obliquus (Caga), Ganoderma lucidum (Hrastova
sjajnica), Lentinula edodes (Sitake), Cordyceps (Kordiceps) i Trametes versicolor (Sarena tvrdokogka)
(kysakowska i sur., 2023). Kao dio zdrave prehrane, funkcionalna hrana moze obogatiti prehranu, a u

kombinaciji s drugim namirnicama, poboljsati njihovu nutritivnu vrijednost (Martins i sur., 2016).

Cilj ovog rada je bio ispitati odabrane pozitivne i negativne strane razli¢itih uzoraka kave, gljiva i njihovih
kombinacija. Osim teskih metala (As, Cd, Pb) u uzorcima su odredeni ukupni polifenoli te antioksidacijska

aktivnost.
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2.1. Teski metali

Teski metali Cesto dospijevaju u okoli§ kao rezultat razliitih antropogenih aktivnosti, ukljucujudi
industrijske procese, poljoprivredu, tehnoloske postupke i otpadne vode. Prema Kim i sur. (2019), teski

metali su skupina metalnih elemenata koji imaju gustoéu veéu od vode.

Esencijalni i neesencijalni tesSki metali podijeljeni su u dvije grupe s obzirom na njihovu toksi¢nost (Kim i
sur., 2019). Pri niskim koncentracijama, esencijalni teski metali poput Zn, Cu, Co i Fe su netoksi¢ni ili znatno
manje Stetni. Medutim, neesencijalni teski metali, ¢ak i pri vrlo niskim koncentracijama, mogu biti Stetni

za zdravlje (Anjulo i sur., 2015).

Emisijom teski metali dospijevaju u atmosferu u obliku pare ili Cestica prasine te se mogu naci i u Zemljinoj
hidrosferi i litosferi (Zenk, 1996). Opéenito, teski metali nisu biorazgradivi, otrovni su i lako se akumuliraju
u zivim bi¢ima, posebno u ljudskom ftijelu, ali u malim koli¢inama (Saydeh i sur., 2017). Bioakumulacija
teskih metala, poput kadmija i bakra, moZe prouzroditi nastanak raka, osteéenje Zivaca, zatajenje jetre i

bubrega, ili ¢ak dovesti do smrti (Hayrynen i sur., 2012).

Prema Zhang i sur. (2018), arsen (As), kadmij (Cd) i olovo (Pb) smatraju se primarnim Stetnim elementima
zbog svoje toksi¢nosti, perzistentnosti i nerazgradljivosti. Njihova prisutnost u okolisSu predstavlja ozbiljan
izazov za ocCuvanje ekosustava i ljudskog zdravlja, te se stoga istiCe potreba za ucinkovitim mjerama

kontrole emisija i smanjenja njihovog utjecaja na okolis.
2.1.1. Arsen

Arsen se prenosi u tlo putem industrijskih ispustanja, loSih poljoprivrednih praksi ili otpadnih voda (Singh
i sur., 2007). Ima svojstva polumetala, izrazito je toksican i karcinogen te Siroko dostupan u obliku oksida

ili sulfida ili kao sol Zeljeza, natrija, bakra ili kalcija.

Ovaj metaloid toksi¢an je u trovalentnom i peterovalentnom stanju. Najées¢e se nalazi u vodi ili u
namirnicama biljnog podrijetla, iako Zitarice najviSe doprinose unosu anorganskog arsena prehranom.
Toksi¢nost se oCituje u promjenama na kozi (hiperkeratoza), a uz to moze biti neurotoksican, toksi¢an za

kardiovaskularni sustav i karcinogen (Klapec i sur., 2022).
2.1.2. Kadmij

Prema Klapec i sur. (2022), kadmij se u prirodi moze nacdi kao posljedica erupcije vulkana, Sumskih pozara,
razlaganja stijena ili ljudskog djelovanja poput izrade baterija, industrije metala i sagorijevanja fosilnih
goriva. Najvece koncentracije zabiljeZzene su u suplementima od algi, kakao prahu i ¢okoladi, dok unosu
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2. Teorijski dio

putem prehrane najvise doprinosi povrée i Zitarice. Bitno je napomenuti kako duhan akumulira Cd iz tla te
su pusaci dodatno izloZzeni ovom toksicnom elementu. Prvenstveno je nefrotoksi¢an i nakuplja se
godinama u bubrezima, no kod izrazito visokih koncentracija moze izazvati demineralizaciju kostanog tkiva,

Sto dovodi do itai-itai bolesti (bolest bolnih kostiju).

2.1.3. Olovo

Olovo se primjenjuje u baterijama, pigmentima i kao antidetonator u gorivima (Klapec i sur., 2022).
Navedeni toksi¢ni element moze udi u ljudsko tijelo na mnogo nacina a glavni su komzumacija hrane i
udisanje. Djeca su znatno izloZenija olovu jer mogu progutati tlo kontaminirano olovom, prasinu ili
komadice boje. Priblizno 15% olova se apsorbira kod odraslih ljudi dok djeca i osobe s deficitom cinka,

kalcija ili Zeljeza te trudnice apsorbiraju nesto veéi postotak (Wani i sur., 2015).

Problem predstavlja i kontaminirano tlo, narocito blizu prometnih puteva, jer biljke lako apsorbiraju olovo
iz tla (Klapec i sur., 2022). Biljke mogu predstavljati potencijalni izvor olova ukoliko su ga apsorbirale.
Koli¢ina apsorbiranog olova ovisi o koncentraciji olova u tlu, vrsti biljke i ostalim faktorima. Najznacajniji
izvor predstavlja gomoljasto povrée poput mrkve i batata a odmah zatim i salata te Spinat. Biljke

predstavljaju % ukupnog unosa olova (Sharma i sur., 2005).

Takoder, olovo moze migrirati iz olovnih vodovodnih cijevi i keramickih posuda ukoliko se nalaze u kontaktu
s namirnicama koje imaju kiseli pH. Posljedice unoSenja olova u organizam su razvojna neurotoksi¢nost,

kardiovaskularna toksi¢nost i nefrotoksi¢nost.

2.2. Kava

Kava je jedno od najéeSce konzumiranih piéa u cijelom svijetu. Privlaéna je zbog svoje arome i mirisa, a
cijenjena zbog visokog udjela kafeina. Kafein je blagi stimulans za sredisnji Ziv€ani sustav, a uz to povisuje
razinu budnosti i energije (Clark i sur., 2017). Kao svakodnevno konzumirano pice, vazno je istraziti njezine

dobrobiti, kao i lo$ utjecaj koji moZe imati na zdravlje pojedinca.

Tri Salice kave dnevno umanjuju rizik od kardiovaskularnih bolesti, koronarne bolesti srca i mozdanog udara
(Grosso i sur., 2016). Osim Sto snizava rizik kognitivnih poremecaja i depresije, takoder snizava rizik

Parkinsonove i Alzheimerove bolesti (Liu i sur., 2016).

ljaz i sur. (2021) izvjestavaju kako kava ima snazna farmakoloska svojstva zato Sto je bogata bioloski

aktivnim komponentama poput kafeina i kafeinske kiseline koje imaju antioksidativno, protuupalno,
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antimikrobno i antimalarijsko djelovanje. Konzumacija kave takoder moze poboljSati misi¢no-kostani
sustav i prevenirati nastanak Zucnih kamenaca. Isti€u kako su negativne strane konzumacije kave
hipertenzija, aritmija, Zelucani refluks i ovisnost. Dodatno, trudnice i Zene u menopauzi bi trebale smanjiti

konzumaciju kave.

Prema Pravilniku o kavi, kavovinama te proizvodima od kave i kavovina (MPSVG, 2004), sirova kava se
definira kao naziv za osuSena zrna kave kultivara roda Coffea, dobivene odgovaraju¢im tehnoloskim
postupkom od ploda kave, uz uklanjanje mezokarpa, endokarpa i tegumenta (srebrnaste opne), a stavlja
se na trziste pod nazivom sirova kava ili sirova kava bez kafeina. Sirova kava, ovisno o botanickoj vrsti,

razvrstava se kao:

e Arabika (Coffea arabica),

e Robusta (Coffea canephora),

e Liberika (Coffea liberica),

e Ekscelsa (Coffea dewevrei cv. Excelsa) i

e Arabusta (Coffea arabica x Coffea canephora).

Rod Coffea obuhvaca vise od 100 vrsta, ali glavne vrste kave gledano s gospodarskog stanovista i svjetskog
trzista Cine Arabika i Robusta. Arabika je zauzimala 58%, a Robusta 42% proizvodnje na globalnoj razini

2020. godine (Bermudez, 2022).

Biljka kave Arabika osjetljivija je na visoke temperature, a pogodno ju je uzgajati u suptropskoj klimi na
nadmorskoj visini 600 — 2000 m. Upravo zbog viseg geografskog polozaja, nastane vise esencijalnih ulja pa
Arabika postaje blaza, kiselija i njeznija (Petruzzello, 2021). Kroz povijest je smatrana kvalitetnijom kavom
zbog glatkog i slatkastog okusa. Zelena zrna kave Arabike sadrze viSe saharoze od Robuste, pa je i to jedan
od faktora koji doprinosi kiselosti kave nakon przenja. Ugljikohidrati, ukljuujuéi topive polisaharide,
razgraduju se tijekom prZenja te nastaju furani koji pridonose slatkoj aromi, aromi karamele i aromi przene

kave (Bolka i Emire, 2021).

Biljka kave Robusta je otpornija na fluktuacije temperatura i uzgaja se na 600 m nadmorske visine, u
potpunosti izloZzena suncu (Bolka i Emire, 2021). Takoder, otpornija je na bolesti i op¢enito daje veée
prinose od Arabike. Robusta sadrzi dvostruko vise kafeina, Sto ju Cini goréom i pogodnijom u izradi gotovih
pi¢a i mjesavina espressa. Prepoznatljiva je po svojim zacinskim, zemljanim i oporim notama (Bolka i Emire,

2021).
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Biljka kave Liberika je u 19. stolje¢u doneSena u Indoneziju kako bi zamjenila Arabiku koju su napali Stetnici.
Aromom je sli¢nija Robusti, no okusom podsjeca na kruhovac. Zrna su veéa od zrna Arabike i Robuste

(Bolka i Emire, 2021).

Ekscelsa taksonomski pripada u Coffea liberica, a okusom se znatno razlikuje od Arabike i Robuste
(Remondus i sur., 2023). Gorca je od Liberike i ima velik potencijal za razvoj upravo zbog jedinstvenog
okusa i otpornosti na bolesti tijekom rasta, u prvom redu, lisnu hrdu. Biljka je prilagodljiva razlicitim

podnebljima, ali plodu treba dugo vremena da sazrije i produktivnost je vrlo niska (Afliana, 2018).

Arabusta je hibrid vrsta C. arabica i C. robusta razvijen u Obali Bjelokosti (Chakraverty i sur., 2003). Odlike
ovog hibrida su bolja kvaliteta okusa od Robuste i ve¢a otpornost na bolesti od Arabike. Zelena zrna kave
imaju niZi sadrzaj kafeina od krizanih vrsta. Uzgoj ove vrste ogranic¢en je zbog malog prinosa i manjih
plodova. Primaran razlog razvoja Arabuste bio je pokus$aj da se dobije biljka kave bez ili s malim udjelom

kafeina, ali nazalost, sa slabim uspjehom (Chakraverty i sur., 2003).

Zrna Arabika kave sadrze viSe trigonelina i lipida Sto doprinosi blazem, glatkijem i bogatijem okusu. S druge
strane, zrna Robusta kave karakterizira veéi sadrzaj kafeina i klorogenske kiseline, Sto rezultira izrazenijim

profilom kave, ali ima siromasniji okus i neprivlac¢an miris (Flament, 2001).
2.2.1. Teski metali u kavi

Gledajuci kemijski sastav, kava je sloZzena smjesa koja sadrzi vise od tisuéu kemikalija koje ukljuéuju
ugljikohidrate, lipide, dusi¢éne spojeve, vitamine, minerale, alkaloide i fenolne spojeve (Spiller, 1998).
IzloZzena je i kontaminaciji teSkim metalima. Konzumacija kave koja je kontaminirana teSkim metalima

moze predstavljati rizik za zdravlje ljudi.

Kako ovi sastojci mogu utjecati na Ziva biéa, posebice kad su izloZzena niskim koncentracijama, postavlja se
pitanje Stetnih posljedica, poput karcinogenosti, mutagenosti, genotoksi¢nosti i teratogenosti (Dixit i sur.,

2015).

Zbog toksi¢nog djelovanja teskih metala, u posljednje vrijeme se posebno pridodaje paznja njihovoj
prisutnosti u prehrambenim proizvodima bududéi da se mogu akumulirati u prehrambenom lancu (Briffa i

sur., 2020).

Biljke kave mogu apsorbirati teske metale iz tla i akumulirati ih u korijenu, izdancima ili zrnu, ali sadrzaj je
inace vedi u vegetativnim dijelovima nego u samom zrnu (Singh i sur., 2012). Sto se ti¢e mljevene i instant
kave, Dtugaszek i sur. (2010) su ustanovili da instant kava sadrzZi viSe minerala (kalcij, magnezij, cink,

mangan, aluminij, krom, Zeljezo, aluminij i nikal) u usporedbi s istom koli¢inom mljevene kave. Sadrzaj
8
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metala u Salici kave izravno je povezan sa stupnjem onecis¢enja u sirovim zrnima, koracima obrade poput
ljustenja, przenja i mljevenja te metodom kuhanja (omjer vode i kave ili vremenom kuhanja) (Pohl i sur.,

2022).

Pigozziisur. (2018) su proveli istraZivanje na komercijalno dostupnim, przenim, mljevenim kavama i ukazali
na raznolikost prisutnosti teskih metala u uzorcima. Dok sadrZaj kadmija, bakra, nikla i cinka nije prelazio
propisane granice brazilskog zakonodavstva, olovo i krom pronadeni su u visokim razinama u nekoliko
uzoraka, prelazec¢i dopustene granice. Ovi rezultati naglasavaju vaznost praéenja sadrzaja tesSkih metala u

kavi kako bi se osigurala sigurnost konzumacije.

Dodatno, istrazivanje provedeno u Brazilu, Poljskoj, Bosni i Hercegovini i Libanonu (Nedzarek i sur., 2013)
dodaje dimenziju globalne zabrinutosti. Na primjeru Bosne i Hercegovine, gdje se konzumira najvise kave,
godisnji unos olova ovim piéem po osobi iznosio je prosjecno 12 mg, sto je znacajno iznad toleriranih
granica. lako ovaj unos ne dovodi do trovanja kod odraslih, zabrinutost raste kad se uzme u obzir veca
apsorpcija olova kod djece, dojencadi i fetusa. Konzumacija kave s povisenim razinama olova tijekom
trudnoée moZe rezultirati ozbiljnim posljedicama poput mentalne retardacije i oStecenja ploda (Nevin,
2009). Ovi nalazi naglasavaju vainost redovitog pracenja sadriaja teSkih metala u kavi, kao i
implementacije mjera za smanjenje kontaminacije tijekom uzgoja i prerade, kako bi se osigurala kvaliteta

kave i zastitilo zdravlje potroSaca.
2.2.2. Fitokemikalije u kavi

Fitokemikalije Cine skupinu sekundarnih biljnih metabolita koji blagotvorno djeluju na zdravlje, iako nisu
esencijalni nutrijenti. Mogu se pronaci u vocéu, povréu, mahunarkama, Zitaricama i raznim biljnim

napicima, ukljucujudi kavu, vino i ¢aj (Arts i Hollman, 2005).

Kava je bogata fenolnim kiselinama koje pripadaju skupini hidroksicimetnih kiselina. To ukljucuje kafeinsku
i klorogensku kiselinu, p-kumarinsku, feruli¢nu kiselinu, te druge kiseline u manjim koncentracijama.

Uobicajeni polifenoli prisutni u kavi su kafein, diterpeni i trigonelin (Lee i sur., 2015).

Polifenoli su Siroko rasprostranjeni spojevi koji se prirodno javljaju u biljkama, a podijeljeni su u Cetiri
kategorije: fenolne kiseline, flavonoidi, stilbeni i lignani (Pandey i Rizvi, 2009). Navedene skupine spojeva
imaju sposobnost smanjenja oksidativnog stresa, neutralizacije slobodnih radikala, te su dokazano

protuupalni i antioksidativni agensi (Kruk i sur., 2022).

Klorogenska kiselina (Slika 1) igra klju¢nu ulogu u antioksidativnom i protuupalnom djelovanju s pozitivnim

uc¢incima na jetru i kardiovaskularni sustav. Osim toga, pokazuje antikarcinogeno i neuroprotektivno
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djelovanje (Farah i de Paula Lima, 2019). No, zbog svoje termalne nestabilnosti, klorogenska kiselina prolazi
kroz niz promjena tijekom prZenja zrna kave, ukljuCujuéi izomerizaciju, epimerizaciju, laktonizaciju,
degradaciju na spojeve niske molekularne mase poput fenola i katehola, te formiranje melanoida koji
doprinose boji i okusu (Farah, 2019). Uz produljeno prZenje, njezin udio znacajno opada, mozda ¢ak i do
1%. U svrhu smanjenja gubitka klorogenske kiseline i drugih polifenola, preporucuje se brzo przenje na

visokim temperaturama od 230°C (Farah, 2019).

O

OH
O. _OHO -

OH OH
OH

Slika 1 Kemijska struktura klorogenske kiseline

Klorogenska kiselina djeluje povoljno i na dijabetes, iako se isprva mislilo da je za hipoglikemijski potencijal

odgovoran iskljucivo kafein (Farah, 2019).

Istrazivanje financirano od strane Nacionalnog instituta za zdravlje SAD-a je pokazalo da kafein (Slika 2),
iako kratkorocno povisuje Secer u krvi, ipak snizava rizik od razvijanja dijabetesa tipa 2 u usporedbi s
osobama koje ne piju kavu svaki dan. Ding i suradnici (2014) su objavili rezultate analize 45335 osoba s
dijabetesom tipa 2 praéenih 20 godina. Rezultati su pokazali da postoji poveznica izmedu povecanja broja
popijenih Salica kave na dan i smanjenja rizika dijabetesa. U usporedbi s ljudima koji ne konzumiraju kavu,
rizik je umanjen do 8% jednom Salicom na dan, do 33% za 6 Salica na dan, bez obzira je li kava bila kafeinska

ili bez kafeina.

Kava s veéim udjelom kafeina potvrdeno smanjuje rizik nastanka Parkinsonove bolesti, dok se za
Alzheimerovu bolest tek mora utvrditi ucinak (Socala i sur.,, 2020). Smatra se da kafein smanjuje
proizvodnju enzima koji su znacajni pri formiranju amiloida. Raznim istrazivanjima na Zivotinjama je

dokazano da kava s kafeinom i metabolitima djeluje neurozastitno (Socala i sur., 2020).
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Slika 2 Kemijska struktura kafeina

2.3. Gljive

Gljive su kemoheterotrofni organizmi, sveprisutne su podzemno i na kopnu, vazni su Zivotinjski i biljni
simbionti, patogeni i prirodni razgradivaci organskih i proizvedenih materijala (Gadd, 2007). Mogu rasti na
tlu, kori drveta ili u larvama kukaca. U kulinarskom svijetu cijenjene su zbog okusa, mirisa i teksture, te

visokog udjela bjelancevina i vitamina uz niski udio masti (Thu i sur., 2020).

Jestive gljive znacajan su izvor bjelancevina, bududi da sadrze izmedu 200 do 250 grama bjelanéevina po
kilogramu suhe mase. Prema Thu i sur. (2020) gljive sadrZe svih 9 esencijalnih aminokiselina, a medu
najées¢im aminokiselinama prisutnima u gljivama isti¢u se leucin, asparaginska kiselina, valin, glutamin i
glutaminska kiselina. Dobar su izvor nutrijenata poput fosfora, Zeljeza i vitamina ukljucujuéi tiamin,

riboflavin, askorbinsku kiselinu, ergosterol i niacin.

lako su jestive gljive opcenito pune dobrobiti za zdravlje, ipak postoje vrste koje imaju znacajniji pozitivni

ucinak na zdravlje od drugih, a kroz povijest su neke od gljiva koristene u medicinske svrhe.

2.3.1. Medicinske gljive
U Sirem smislu, pojam medicinske gljive obuhvaca jestive i nejestive vrste gljiva koje posjeduju terapeutska
svojstva na ljudski organizam. Dokazano je 126 medicinskih ucinaka ovih gljiva, ukljucujuéi antitumorsko,
antikarcinogeno, imunomodulatorno, kardiovaskularno, hepatoprotektivno, antiparazitsko,
antibakterijsko i antidijabetetsko djelovanje (Wasser, 2011). Naziv "medicinske gljive" proizlazi iz njihove
povijesne primjene u medicinske svrhe, a danas, zbog farmakoloske vrijednosti, ekstrakti iz odredenih
vrsta gljiva koriste se za proizvodnju preparata koji sadrze koncentrirane bioaktivhe spojeve (Wasser,

2011).
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Globalno trziste funkcionalnih gljiva procijenjeno je na 26,7 milijardi americkih dolara u 2021. godini i
ocekuje se rast od 10,8 % u periodu od 2022. do 2030. godine. Takoder, funkcionalnim gljivama se pripisuje
etiketa ,,superhrane” zbog brojnih zdravstvenih prednosti. Rast industrije gljiva dodatno potice i ¢injenica

kako se povecava opseg primjene ovih proizvoda u farmaceutskoj industriji.

Medicinske gljive se razlikuju po svom kemijskom sastavu i svaka ima specificne spojeve koji drukcije, ali
pozitivno, utjecu na ljudski organizam. Dok neke gljive sadrze velik broj polisaharida, triterpena, melanina,
vitamina i kalija, druge opet imaju specificne bioaktivne spojeve kao Sto su ganoderi¢na kiselina,

kordicepin, kordicepinska kiselina te erinacini i hericenonski spojevi (Bhambri, 2022).

Polisaharidi s ve¢om molekulskom masom opcenito imaju bolju biolosku ucinkovitost i antitumorsko
djelovanje (Zhang i sur., 2018). S druge strane, polisaharidi male molekulske mase, zbog svojih poboljsanih
fizioloskih svojstava omogucuju bolju difuziju kroz bioloske barijere pa se zbog toga koriste u terapeutske

svrhe (Liu i sur., 2018).

lako gljive sadrZze navedene i brojne druge kemijske spojeve, smatra se da je pozitivan utjecaj na ljudski
organizam ipak rezultat djelovanja kombinacije spojeva, umjesto jednog specificnog aktivnog spoja. Neke
od gljiva s dokazanim medicinskim djelovanjem su Cantharellus cibarius (lisicarka), Hericium erinaceus
(lavlja griva), Inonotus obliquus (Caga), Cordyceps militaris, Cordyceps sinensis (kordiceps) i Ganoderma

lucidum (hrastova sjajnica) (Lysakowska i sur, 2023).
2.3.1.1. Inonotus obliquus (Caga)

Caga je parazitska gljiva koja raste na kori Zivucih breza i moze se pronadi kroz cijelu godinu. Naizgled je
slicna pougljenom drvetu. Naprijed ima oblik njuske, crna je, tvrda i duboko izbrazdana izvana (Slika 3),

dok je iznutra Zute boje i teksture poput pluta (Slika 4.)

Slika 3 Vanjski izgled cage
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Slika 4 Unutarnji izgled cage

Ova gljiva je bogata tetraciklickim triterpenima, poput inotodiola i lanosterola, a zbog parazitiranja na
drvetu breze bogata je i betulinom i betulinskom kiselinom (Kahlos, 1994). Inotodiol (Slika 5) je spoj koji
se moze nadi isklju¢ivo u cagi i djeluje protuupalno i antikarcinogeno na ljudski organizam (Nguyen i sur.,
2023). Betulin i betulinska kiselina dovode stanice raka do apoptoze zbog nizeg pH u stanicama raka ili

tumora (Fulda, 2008).

Slika 5 Kemijska struktura inotodiola

2.3.1.2. Cantharellus cibarius (Lisicarka)

Lisicarka (Slika 6) je jestiva divlja gljiva koju je vrlo lako prepoznati u prirodi. Naraste 3-10 cm Sirine i 5-10
cm visine, a boja varira od Zute do tamno Zute. Ukoliko je osteéena, na kapici ée se pojaviti crvene tockice.
Vrlo je cijenjena u svijetu kulinarstva te postaje sve popularnija u obliku ekstrakta i kapsula zbog svog
pozitivnog utjecaja na ljudski organizam (O'Reilly, 2016). Prethodna istrazivanja su pokazala da sadrzi
minerale, aminokiseline, vitamin D, proteine, masnocu, vlakna, askorbinsku kiselinu te fenolne spojeve,

kao sto su kafeinska kiselina i p-kumarinska kiselina (Zelman, 2022). Zbog svog kemijskog sastava,
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kombinacija spojeva dokazano ima antimikrobna i insekticidna svojstva, antioksidativnu i antikarcinogenu

aktivnost te usporava procese starenja (Rezi¢ Muzinic i sur., 2023).

Slika 6 Lisicarka
2.3.1.3. Hericium erinaceus (Lavlja griva)

Lavlja griva (Slika 7) je divlja gljiva koja raste uz mrtvo ili Zivuce drvece, a ve¢inom bude promjera 5-40 cm.

Sastoji se od hrpe viseéih cjev€ica duzine 1-5 cm i bijele je boje.

Postala je popularna zbog svojih potencijalnih neurozastitnih svojstava, $to ju Cini jednim od kandidata u
prevenciji Alzheimerove bolesti, a dokazano pospjesuje rast neurona zbog erinacina i hericenona (Zhang i
sur., 2017). Erinacini A-l su pokazali snaznu sposobnost poveéanja ekspresije mRNA prilikom sinteze faktora

rasta Zivaca (nerve growth factor, NGF) (Zhang i sur., 2017).

i

Slika 7 Lavlja griva

2.3.1.4. Cordyceps militaris i Cordyceps sinensis

Kordiceps je josS jedna od parazitskih vrsta koja parazitira na larvama insekata. Raste 4-10 cm visine i dok
je svjezZa zlatno-narancaste je boje (Slika 8). Glavni sastojci ove gljive su nukleozidi, medu kojima se nalazi

i specifi¢ni kordicepin, steroli, slobodne masne kiseline i ugljikohidrati (Ashraf i sur., 2020). Cordyceps, zbog
14
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svojih sastojaka, djelujem imounoprotektivno te dokazano smanjuju upalne procese, pomaze pri borbi
protiv autoimunih bolesti kao sto je lupus te sprjecava odbijanje organa nakon transplatacije. Jos se koristi
i za lijeCenje pluénih bolesti, depresije i kronicnog umora, promice reproduktivnu funkciju kod oba spola

te djeluje nefroprotektivno (Lin i Li, 2011).

Slika 8 Kordiceps
2.3.1.5. Ganoderma lucidum (Hrastova sjajnica)

Hrastova sjajnica ili reisi (Slika 9), poznata i kao eliksir Zivota, dugo je koriStena u tradicionalnoj kineskoj
medicini, slavljena zbog svog pozitivhog utjecaja na imunosni i krvozZilni sustav te smanjenje stresa (Breene,
1990). Prilikom doziranja miseva ovim gljivama, utvrdene su smanjene spontane motoricke aktivnosti,
produljeni potpomognuti san, manji broj konvulzija vezanih uz konzumaciju nikotina, a pokazali su se i kao

inhibitori rasta stanica sarkoma 180 implantiranih u miseve (Breene, 1990).

Slika 9 Hrastova sjajnica

2.3.2. Teski metali u gljivama

Glavni potencijalni nedostatak gljiva je moguéa bioakumulacija elemenata iz tlai zraka (Costa i Leite, 1991).
Mogu sadrzavati otrovne metalne elemente (Cd, Hg, Pb), otrovne metaloide (As), esencijalne metaloide
(Se), kao i brojne druge elemente (Ag, Au, Rb, Zn, V). Takoder, mogu sadrZavati prirodne (*°K) i antropogene
radionuklide (337Cs, 13%Cs, °°Sr). Bioakumulacija elemenata iz tla moZe biti i pozitivha stvar jer mogu
djelovati kao ucinkovit biosorbent toksicnih metala. Rastu na prirodnom stanistu i imaju Cvrstu, veliku
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teksturu te druge pogodne karakteristike pogodne za njihov razvoj u sorbente. Gljive mogu akumulirati
ekstremno visoke koncentracije metalnih elemenata, ¢ak i kada rastu iznad tla s niskim udjelom metala

(Costa i Leite, 1991).

Prema Dowlati i suradnicima (2021), postoje dva glavna ¢imbenika koja utjecu na nakupljanje teskih
metala u gljivama, a to su ¢imbenici vezani uz okoli$ i ¢imbenici vezani uz gljive. Pod ¢imbenicima vezanim
uz okoli§ smatra se pH, koli¢ina organske tvari i koncentracija te$kih metala u tlu. Cimbenici koji su vezani
na gljive ukljucuju vrste gljiva, njihova starost, micelij, faze rasta, morfoloski dio plodiSta i biokemijsku

strukturu.

Biokoncentracijski faktor (BCF) je omjer koncentracije teskih metala koji se nalaze u gljivama u odnosu na
supstrat ili tlo na kojem rastu (Siri¢ i sur., 2022). BCF je pokazatelj sposobnosti bioakumulacije teskih metala

za pojedinu vrstu gljiva.

Campos i sur. (2009) proveli su istraZivanje u Spanjolskoj kako bi provjerili akumulaciju teskih metala u
sporokarpima divljih gljiva. U istraZzivanje je bilo uklju¢eno 12 vrsta gljiva, izmedu kojih i Cantharellus

cibarius, koja je pokazala najviSu apsorpciju olova (4,86 pg/g) i neodimija (7,10 pg/g).

U Kini je 2016. godine prijavljeno nekoliko slucajeva trovanja teskim metalima konzumiranjem biljki iz
divljine, specificno Cordyceps sinensis. Uzorci su prikupljeni iz razliCitih regija Kine, a svaki od uzoraka je
razdvojen od domacdina kako bi se testirao i micelij i domacin. Istrazivanje je pokazalo normalne razine
toksi€énih metala olova, Zive, kadmija i antimona, ispod 5 ppm. NazZalost, razina arsena u domacinu je bila
visoka, varirala je izmedu 0,379 — 32,2 ppm, dok je u miceliju pronadena razina malo ispod 2 ppm (Wei i

sur., 2017).
2.3.3. Fitokemikalije u gljivama

Bioloski aktivni spojevi su polisaharidi koji su sastavni dio stani¢ne stijenke gljiva, kao sto su B-glukani,
proteini ili sekundarni biljni metaboliti poput steroida, terpena i fenolnih spojeva. Aktivnost i raspolozZivost
ovih spojeva ovisi 0 mnogo ¢imbenika, poput vrste gljive, stupnja razvoja i uvjeta uzgoja (Guillamén i sur.,

2010).

Polisaharidi predstavljaju glavnu skupinu bioloski aktivnih komponenata u gljivama i odgovorni su za
antioksidativno, antikarcinogeno, antidijabeticko, protuupalno, antimikrobno i imunomodulatorno

djelovanje (Kozarski i sur., 2011).

Polisaharidi glukani, narocito B-glukan (Slika 10), pokazuju izrazito antimikrobno i hipoglikemijsko

djelovanje, a imunitet osnazuju aktivacijom makrofaga (Yang i sur., 2018).
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Slika 10 1,3 i 1,6 R-glukani

Terpeni su odgovorni za antioksidativno, antikarcinogeno i protuupalno djelovanje gljiva. Terpeni imaju
svojstva koja mogu smanjiti upalu tako da djeluju na razlicite bioloSke puteve uklju¢ene u upalne procese.
Mogu inhibirati aktivnost enzima i molekula koji potic¢u upalu te smanjivati oslobadanje upalnih medijatora

(Ruan i Popovich, 2012).

Ganoderma lucidum je izvor nekoliko triterpena poput ganoderi¢ne, lucidenske i triterpenske kiseline
lanostana (lwatsuki i sur.,, 2003). Ganoderma lucidum sadrizi triterpene poput ganoderi¢nih kiselina,
ganoderiola, ganodermanontriola, te ganoderana A i B. Ovi triterpeni su povezani s antikarcinogenim i
antivirusnim svojstvima, kao i hepatoprotektivnim i protuupalnim ucincima. Dodatno, lucideri¢ne i
ganoderi¢ne kiseline, lanostanski triterpeni, Lingzhi-8 protein i drugi sastojci u ovoj gljivi doprinose

imunomodulacijskim, antifugalnim i antioksidativnim svojstvima.

Farmakoloski najbitniji su polisaharidi i triterpeni koji ¢ine viSe od 330 pronadenih sastojaka. Triterpeni su
se pokazali kao odli¢ni antihistaminici, hepatoprotektivni su i imaju ucinak u borbi protiv upala i tumorskih
stanica, dok su polisaharidi (narocito R-glukani) odli¢ni zastitnici protiv slobodnih radikala i smanjuju Stetu

stanicama uzrokovanu mutagenima (Sheikha, 2022).

Razni steroli i triterpeni kao $to su inotodiol, trametenolna kiselina, ergosterol i ergosterol peroksid

pronadeni su u Inonotus obliquus (Elkhateeb i sur., 2019).

Gljive su bogate razli¢itim polifenolnim spojevima koji su izvrsni antioksidansi buduci da imaju sposobnost
neutralizacije slobodnih radikala pomocu transfera jednog elektrona (Hirano i sur., 2001). Fenolni spojevi
ukljucuju fenolne kiseline, oksidirane polifenole, hidroksibenzojevu kiselinu, flavonoide, tanine,

hidroksicimetnu kiselinu, stilbene i lignane (D'Archivio i sur., 2010).

Cordyceps sadrzi monosaharide, disaharide, polisaharide, oligosaharide, sterole i nukleozide (Sheikha,

2022). Dodatno, 3-8% ukupne teZine Cine polisaharidi koji ve¢inom nastaju u plodistu. Glavna bioaktivna
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komponenta je polisaharid kordicepsa (Elkhateeb i sur., 2019). Cordyceps sinensis sadrZi sirove masti,
proteine, vlakna, ugljikohidrate, kordicepin (30-deoksiadenozin), kordicepinsku kiselinu (D-manitol) i
vitamine. Kordicepin i kordicepinska kiselina istrazuju se u svrhu povecanja iskoristivosti ATP-a, a dokazano

je i da kordicepin stabilizira razinu Secera u krvi (Zhou i sur., 2009).

Kemijskom analizom utvrdeno je da Cordyceps militaris sadrzi kordicepin, adenozin, polisaharide, manitol,
trehalozu, polinezasi¢ene masne kiseline, 6-tokoferol, p-hidroksibenzojevu kiselinu i B-glukan (Elkhateeb i

sur., 2019).

Inonotus obliquus sadrzi triterpenoide, ergosterol i njegov peroksid, seskviterpene (azulene), derivate
benzojeve kiseline, analoge hispidina, melanine i polisaharide, uklju¢ujuci B-glukane (Zheng i sur., 2010).
Takoder sadrzi razlicite fitokemikalije poput izotiocijanata, organosumpornih spojeva, glukozinata, luteina,
zeaksantina, kvercetina, kempferola, biciklickih monoterpena (iridoida) i stilbenskih spojeva (Kyriakou i

sur., 2022).

Hericium erinaceus sadrzi masne kiseline, alkaloide, terpenoide, steroide, piranone i oko 80 specifi¢nih
spojeva (Zhang, 2016). Hericenoni se opcenito nalaze u plodistu, a erinacini u miceliju ove gljive (Chen i

sur., 2018).

Hericenoni i erinacini pripadaju skupini diterpenoida i pokazuju biolosku aktivnost kao stimulatori sinteze
faktora rasta Zivaca (NGF), a mogu biti korisni u lije¢enju neurodegenerativnih poremedaja i periferne
neuropatije (Apfel i Kessler, 1996). RijeC je spojevima male molekulske teZine koji lako prolaze krvno-

mozdanu barijeru (Bing-Ji i sur., 2009).

Prema Kim i sur. (2009), Cantharellus cibarius sadrzi fenolne spojeve, terpene, steroide, razne vrste
polisaharida i proteine poznate po svom imunomodulirajuéem i antiproliferativnom djelovanju. Palacios
(2011) tvrdi da osim navedenih svojstava ova gljiva ima protuupalna i antibakterijska svojstva, a

biomolekule kojima se svojstva pripisuju su fenolni spojevi, flavonoidi i tanini.

2.4. Metode odredivanja teskih metala

Postoji viSe razli¢itih instrumentalnih analitickih tehnika za odredivanje teskih metala u razli¢itim
materijalima (Madjar i sur.,, 2020). Najces¢e korisStene su atomska apsorpcijska spektrometrija (AAS),
plamena emisijska spektrometrija (FES), UV/VIS spektrometrija, induktivno spregnuta plazma s masenom
spektrometrijom (ICP-MS), opticka emisijska spektrometrija s induktivno spregnutom plazmom (ICP-OES)

i spektrometrija rendgenske fluorescencije (XRF). Tehnike atomske apsorpcijske spektrometrije su
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plamena (Flame Atomic Absorption Spectrometry, FAAS), grafitna (Graphite Furnace, GFAAS) i hidridna
(Hydride Generation, HGAAS).

Priprema uzorka provodi se s cilliem odvajanja analita od matriksa i kako bi se izbjegla interakcija organske
tvari s metalnim ionima ili kemijskim reagensom. Izbor postupka ovisi o prirodi organske tvari, sadrzaju
anorganskih tvari, kao i o teSkim metalima koji ¢e se odredivati te izabranoj tehnici za odredivanje istih.
Najcesée koristene metode za digestiju (razaranje) su suho spaljivanje, vlazna digestija i mikrovalna

digestija (Husejnovic i sur., 2016).
2.4.1. Mikrovalna digestija

Svrha mikrovalne digestije je prevodenje c¢vrstog uzorka u otopinu. Opdéenito, takav prijelaz se postize
kombinacijom oksidansa i izvora energije, ¢ime dolazi do pucanja molekulskih veza i narusavanja kristalne

strukture, Sto potice djelomicnu ili potpunu digestiju ¢vrstih tvari (Da Costa i sur., 2013).

Matriks uzorka razara se u potpunosti kako bi analit od interesa bio topljiv i slobodan za odredivanje
izabranom analitickom metodom. Mikrovalno zradenje izaziva rotacije molekula, ¢ime dolazi do trenja
izmedu molekula i poviSenja temperature. Na odredenoj temperaturi isparava reagens i to dovodi do rasta
tlaka u specijaliziranim posudama od teflona. Rast tlaka uzrokuje poviSenje temperature vrelista reagensa,
Sto znadi da je temperatura vrelista u mikrovalnom uredaju visa od one pri atmosferskom tlaku. Prednosti
zatvorenih sustava su sprjecavanje kontaminacije, bolje razaranje pri viSim temperaturama i manja

upotreba kemikalija (Da Costa i sur., 2013).

Ucinkovita alternativna metoda za pripremu uzoraka je koristenje razrijedenih kiselina u mikrovalno
potpomognutoj digestiji. Prednosti koristenja razrijedenih kiselina u odnosu na koncentrirane su: veca
Cistoca slijepe probe, snizavanje granice kvantifikacije, smanjenje koli¢ine proizvedenog otpada i maniji

rizik oSteéenja opreme (Da Costa i sur., 2013).

Mineralne kiseline koje se koriste su dusi¢na, fluorovodi¢na, klorovodi¢na, sumporna i perklorna ili

kombinacija navedenih kiselina (Deepak, 2014).
2.4.2. Atomska apsorpcijska spektrometrija

Dvije tehnike koje se koriste za analizu teskih metala a temelje na Beer-Lambertovom zakonu su plamena
i grafitna tehnika. Beer-Lambertov zakon povezuje apsorpciju svjetlosti (A), koncentracije tvari (c) i duljine

celije (1), koriste¢i molarni apsorpcijski koeficijent (€) kao mjeru za svojstva tvari i valnu duljinu svjetlosti.
A=¢g.c-l
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Pomocu gore navedenog zakona moguce je analiticki odrediti koncentraciju otopine tvari koja se ispituje

iz izmjerene apsorbancije (Skori¢, 2016).

Prednosti grafitne u odnosu na plamenu tehniku su:

e Uzorak moZze biti u obliku otopine, suspenzije ili krutine,

e Efikasniji atomizator,

e Mikrolitarske koli¢ine uzorka su dovoljne za analizu, no ukoliko je potrebno poboljsati osjetljivost,

volumen se moze povedati na 50 - 100 pL,

e Osiguranje reducirajuéeg okruzenja za elemente koji se lako oksidiraju,

e Granice detekcije su 100 — 1000 puta bolje, Sto omogucuje analizu ppb koncentracija,

e Mogucnost reguliranja temperature pomaze u efikasnijem uklanjanju otapala ili smetajucih tvari

(do 2700°C, ovisno o uzorku),

e Nizak limit detekcije zbog duZeg zadrzavanja atoma na putu svjetla (Farrukh, 2012).

Grafitna tehnika atomske apsorpcijske spektrometrije (Slika 11) se sastoji od tri faze: suSenje, piroliza i

atomizacija. Tijekom suSenja dolazi do isparavanja otapala, a ¢vrsti dio ostaje unutar grafitne kivete.

Temperatura suSenja treba biti podeSena na 120°C kako ne bi doSlo do prskanja uzorka jer moze doéi do

gubitaka, a dalje u postupku, atomizacija uzorka nece biti provedena u potpunosti (LaRue i Tyson, 1993).

Plin nosioc uzorka je argon, a izvor zracenja je Zarulja sa Supljom katodom. Piroliza ili spaljivanje je druga

faza procesa u kojoj se uklanjaju organska oneciséenja na temperaturama 200-700°C. Zavrsna faza,

atomizacija, se odvija u grafitnoj kiveti, pri éemu dolazi do prevodenja uzorka u atomski oblik koji apsorbira

zraCenje (Beaty i Kerber, 1993).

1zvor svjetla-

sglavnom supla
katodna lampa

I

graficko sulelje

EREE}- - {-5-

UZORAK
mm | s
I 5 !

;'.RGD."I.

detektor + pojacalo

atomuzer

Slika 11 Princip rada grafitne tehnike AAS-a
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Grafitna kiveta koju je izradio Massmann (Slika 12) je jednostavnog dizajna i sastoji se od grafitne cijevi
koja se zagrijava strujom jakosti 500 A (Tomljanovi¢, 2000). Kiveta je otvorena s obje strane, Sto omogucava
konstantan protok inertnog plina, ¢ime je sprijecen ulazak atmosferskog zraka. Na sredisnjem dijelu kivete

nalazi se otvor kroz koji se unosi uzorak uz pomo¢ mikropipete (Tomljanovi¢, 2000).

opticki uzorak opticki
prozor - a | g — L
opticki p_u? : =

=Y

il

~__ grafitna kiveta _—
ulazi intertnog plina

Slika 12 Shematski dijagram grafitne kivete

Grafitna kiveta s pirolitickim premazom je rjeSenje za elemente koji stvaraju karbide prilikom reagiranja s
grafitom poput Ni, Ca, Ti, Si, Vi Mo (Tomljanovi¢, 2000). Uzorak ulazi u poroznu strukturu kristala grafita u
kiveti visoke gustoce, ¢ime se ostvaruje veca kontaktna povrSina izmedu uzorka i grafita. Piroliticki
obloZena kiveta ima manju kontaktnu povrsinu, te je potisnuto stvaranje karbida, Sto na kraju rezultira
vecom osjetljivos¢u kivete. Atomizacija uzorka u platformskim kivetama odvija se tek nakon $to cijela
kiveta postigne temperaturu atomizacije. Platformske kivete zahtijevaju viSu temperaturu spaljivanja i
atomizacije za 100-200°C od kivete s pirolitickim premazom. Razlika u zagrijavanju platformske kivete
obzirom na standardne je minimiziranje smetnji matriksa sloZzenog uzorka tako da signal u potpunosti
odvojen od signala elementa, pogotovo ako se koriste u kombinaciji s modifikatorima matriksa poput

paladija, iridija, rodija i dr. (Shimadzu, 2023).

Omega kivete imaju integriranu platformu i produljen vijek trajanja u odnosu na kivete s tankim pirolitickim
premazom, Sto osigurava savrSene izotermalne uvjete unutar kivete prilikom atomizacije uzorka (Thermo
Fisher Scientific, 2008). Prilikom prevodenja uzorka u parnu fazu mogu se dogoditi parne interferencije
koje su izbjegnute grijanjem pomodu radijacije iz stijenke kivete. Temperatura platforme je niZza nego na
stijenci kivete, a rezultat te razlike u temperaturi je toplija parna faza, sto smanjuje nastanak molekulskih

vrsta analita koji smetaju prilikom mjerenja uzorka (Thermo Fisher Scientific, 2008).

2.5. Metode odredivanja ukupnih polifenola i antioksidacijske aktivnosti

Poznavanje koncentracije ukupnih polifenola ima bitnu ulogu u analizi antioksidacijskog kapaciteta

namirnice jer taj podatak predstavlja prvi korak u odredivanju indeksa ukupnih antioksidansa (Berend i
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Grabari¢, 2008). Indeks ukupnih polifenola predstavlja prosjek odziva razli¢itih fenolnih spojeva u uzorku.
Najpouzdanija spektrometrijska metoda za odredivanje indeksa ukupnih polifenola je Folin-Ciocalteu
metoda (FC metoda). FC reagens smjesa je fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline koja reakcijom s
polifenolima u blago alkalnim uvjetima stvara relativno stabilan, plavi¢asto obojen kompleks. Intezitet
obojenja proporcionalan je udjelu fenolnih spojeva u uzorku, a odreduje se spektrometrijski na UV/VIS
spektrometru pri valnoj duljini od 765 nm. Najces¢i standard koristen za izradu bazdarne krivulje je galna
kiselina. Galna kiselina koristi se za izrazavanje ukupnih polifenola u uzorcima poput biljaka, plodova,
sokova i preradevina. Rezultati se izrazavaju kao miligrami ekvivalenta galne kiseline (GAE) po gramuiili litri

uzorka (Berend i Grabari¢, 2008).

Metode odredivanja antioksidacijske aktivnosti dijele se na kromatografske, spektrometrijske i
elektrokemijske. Spektrometrijske metode su ABTS, ORAC, CUPRAC, PFRAP, TRAP, HORAC, DPPH i FRAP

(Pregiban, 2017). U Tablici 1 navedena su glavna obiljezja sedam metoda.

Tablica 1 Spektrometrijske metode odredivanja antioksidacijske aktivnosti

Metode Princip djelovanja Odredivanje zavrSne tocke

ABTS Antioksidans reagira sa

slobodnim radikalom Kolorimetrija

Antioksidans reagira s

ORAC L . Gubitak fluoroscencije fluoresceina
peroksidnim radikalom
Cu (I1) redukcijom pomocu
CUPRAC antioksidansa prelazi u Cu Kolorimetrija
(1)
PERAP Kalijev fericijanid reagira s Kolorimetrija

antioksidansom i Fe*?

Radikali nastali uz luminol
TRAP se neutraliziraju uz Kolorimetrija
antioksidans

Hidroksilne radikale
dobivene iz Co (ll)

HORAC Gubitak fluorescencije fluoresceina
kompleksa (Fentonova
reakcija) veZe antioksidans
Antioksi i F
FRAP lafol ST BB LA Kemiluminiscencijski signal

(111) kompleksom
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DPPH ili 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal je molekula koja ima delokaliziran elektron oko cijele molekule i
zbog toga ne dimerizira kao druge molekule radikala (Tailor i Goyal, 2017). Delokalizacija dovodi do razvoja
tamno ljubiéaste boje u otopini etanola, a apsorbancija se mjeri na valnim duljinama od 515 do 520 nm.
MijeSanjem otopine DPPH s antioksidansom koji donira atom vodika nastaje stabilan hidrazinski oblik
DPPH-H (Slika 13) uz prijelaz iz ljubicaste u Zutu boju, ¢ime dolazi i do pada apsorbancije. Zaostala blijedo
Zuta boja dolazi od i dalje prisutne pikrilne skupine, a obezbojenje je u stehiometrijskom odnosu s
koli¢inom primljenih elektrona. Nastali reducirani oblik DPPH-H teSko oksidira, ali ako se to i dogodi,
reakcija je ireverzibilna. Sposobnost hvatanja slobodnih radikala izrazava se preko postotka preostalog

DPPH jer je proporcionalan udjelu antioksidansa (Molyneux, 2003).

P
e @é «

NO 5

Slika 13 DPPH radikal i reducirani oblik DPPH
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3.1. Zadatak
Zadatak ovog diplomskog rada bio je utvrditi koncentraciju odabranih teskih metala (Pb, Cd, As), ukupnih

polifenola te antioksidacijsku aktivnost popularnih kava s dodatkom gljiva. Osim komercijalno dostupnih
kava s ekstraktima gljiva, u laboratoriju su pripremljene i mjeSavine najprodavanijih brandova mljevenih i
instant kava s ekstraktima gljiva ili prahom suSenih gljiva (Cantharellus cibarius, Hericium erinaceus,

Inonotus obliquus, Cordyceps sinensis, Ganoderma lucidum).
3.2. Materijali i metode

3.2.1. Uzorci

Prema istraZivanju trzista, zaklju¢no s 2019. godinom, najprodavaniji brandovi kava bili su Franck, Gloria,
Anamaria, Barcaffe, Nescafé i Jacobs (Nielsen, 2020). Za potrebe analize odabrana su tri razli¢ita branda
przenih mljevenih kava, tri branda instant kava te tri komercijalno dostupne kave s dodatkom ekstrakta
gljiva (Tablica 2, Slike 14 i 15). Dodatno su nabavljene najpopularnije ljekovite gljive u obliku integralnog

praha ili ekstrakta (Tablica 3, Slika 16).

Tablica 2 Analizirani uzorci kava

Vrsta kave Brand Sastav

Franck, Jubilarna

Mjesavine przene mljevene . .
) P ) Gloria, Minas

kave
Anamaria, Minas Coffea arabica
Jacobs, Cronat Gold Coffea robusta
Instant kave Nescafé, Classic
Franck, Classical
OstroVit, Coffee with Coffea arabica, Inonotus
Mushroom obliquus, Hericium erinaceus
Coffea arabica, Cordyceps
Mjesavine kave i ekstrakta Mushroom Cups, Go Tireless militaris, Cantharellus
gljiva cibarius
Coffea arabica, Hericium
Mushroom Cups, Go Sharp erinaceus, Cantharellus
cibarius

Proucavanjem clanaka s interneta i uputa proizvodaca raznih pripravaka od gljiva, odluceno je da ce
ispitivane mjeSavine ekstrakata gljiva i kave biti pripremljene u laboratoriju u omjeru 1:5, dok su mjeSavine

dehidriranog praha gljiva i kava bile u omjeru 1:1.
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Tablica 3 Analizirani uzorci gljiva

Vrsta gljive Brand (0] ]11¢
Cordyceps sinensis Solve Labs
Ganoderma lucidum
Ekstrakt
Hericium erinaceus OstroVit

Inonotus obliquus
Chantarellus cibarius Bokun Dehidrirani listici

Hericium erinaceus
Natures Finest
Inonotus obliquus
Prah
Ganoderma lucidum
Premium Superfoods
Cordyceps sinensis

" oky

CRONAT GOLD

=

Slika 14 Przene mljevene i instant kave (s lijeva na desno: Franck, Jubilarna; Gloria, Minas; Anamaria,

Minas; Nescafé, Classic; Franck, Classical; Jacobs, Cronat Gold)

Vit
_Coffee o %

. with Mushroom ¢
]

Slika 15 Kave s ekstraktima gljiva (s lijeva na desno: Mushroom Cups, Go Sharp; Mushroom Cups, Go

Tireless; OstroVit, Coffee with Mushroom)
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‘OHDYCE pg OstroVit" OsfroWit’

MUSHROOM Reishi Lion's mane Chaga
Extraet

Extract

o e Extract

uucy

OstroVit

Slika 16 Ekstrakti gljiva i dehidrirane gljive (s lijeva na desno: Cordyceps sinensis, ekstrakt; Ganoderma

lucidum, ekstrakt; Hericium erinaceus, ekstrakt; Inonotus obliquus, ekstrakt; Ganoderma lucidum, prah;

Cantharellus cibarius, dehidrirana; Inonotus obliquus, prah; Cordyceps sinensis, prah; Hericium erinaceus,

prah)

Popis svih mjesavina naveden je u Tablici 4. Navedene mjesavine koriStene su za analize odredivanja

ukupnih polifenola i antioksidacijske aktivnosti.

MjesSavine su pripremane u laboratoriju tako Sto je odvagana to¢na masa gljiva i kave (Slika 17) koja je

kvantitativno prenesena u prozirne plasticne vredice. Vredice su zatvorene i smjesa kave i gljiva je

homogenizirana intenzivnim protresanjem vrecica (Slika 18).

Tablica 4 Mjesavine kava i pripravaka gljiva pripremljene u laboratoriju

Kava

Franck, Jubilarna
Franck, Jubilarna
Franck, Jubilarna
Franck, Jubilarna
Franck, Jubilarna
Franck, Jubilarna
Franck, Jubilarna
Franck, Jubilarna
Franck, Jubilarna
Gloria, Minas
Gloria, Minas
Gloria, Minas
Gloria, Minas
Gloria, Minas

Gloria, Minas

Gljiva
Cordyceps sinensis, ekstrakt
Ganoderma lucidum, ekstrakt
Hericium erinaceus, ekstrakt
Inonotus obliquus, ekstrakt
Cantharellus cibarius, prah
Hericium erinaceus, prah
Inonotus obliquus, prah
Ganoderma lucidum, prah
Cordyceps sinensis, prah
Cordyceps sinensis, ekstrakt
Ganoderma lucidum, ekstrakt
Hericium erinaceus, ekstrakt
Inonotus obliquus, ekstrakt
Cantharellus cibarius, prah

Hericium erinaceus, prah
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Gloria, Minas
Gloria, Minas
Gloria, Minas
Anamaria, Minas
Anamaria, Minas
Anamaria, Minas
Anamaria, Minas
Anamaria, Minas
Anamaria, Minas
Anamaria, Minas
Anamaria, Minas
Anamaria, Minas
Nescafé, Classic
Nescafé, Classic
Nescafé, Classic
Nescafé, Classic
Nescafé, Classic
Nescafé, Classic
Nescafé, Classic
Nescafé, Classic
Nescafé, Classic
Jacobs, Cronat Gold
Jacobs, Cronat Gold
Jacobs, Cronat Gold
Jacobs, Cronat Gold
Jacobs, Cronat Gold
Jacobs, Cronat Gold
Jacobs, Cronat Gold
Jacobs, Cronat Gold
Jacobs, Cronat Gold
Franck, Classical
Franck, Classical
Franck, Classical
Franck, Classical
Franck, Classical
Franck, Classical
Franck, Classical
Franck, Classical

Franck, Classical

Inonotus obliquus, prah
Ganoderma lucidum, prah
Cordyceps sinensis, prah
Cordyceps sinensis, ekstrakt
Ganoderma lucidum, ekstrakt
Hericium erinaceus, ekstrakt
Inonotus obliquus, ekstrakt
Cantharellus cibarius, prah
Hericium erinaceus, prah
Inonotus obliquus, prah
Ganoderma lucidum, prah
Cordyceps sinensis, prah
Cordyceps sinensis, ekstrakt
Ganoderma lucidum, ekstrakt
Hericium erinaceus, ekstrakt
Inonotus obliquus, ekstrakt
Cantharellus cibarius, prah
Hericium erinaceus, prah
Inonotus obliquus, prah
Ganoderma lucidum, prah
Cordyceps sinensis, prah
Cordyceps sinensis, ekstrakt
Ganoderma lucidum, ekstrakt
Hericium erinaceus, ekstrakt
Inonotus obliquus, ekstrakt
Cantharellus cibarius, prah
Hericium erinaceus, prah
Inonotus obliquus, prah
Ganoderma lucidum, prah
Cordyceps sinensis, prah
Cordyceps sinensis, ekstrakt
Ganoderma lucidum, ekstrakt
Hericium erinaceus, ekstrakt
Inonotus obliquus, ekstrakt
Cantharellus cibarius, prah
Hericium erinaceus, prah
Inonotus obliquus, prah
Ganoderma lucidum, prah

Cordyceps sinensis, prah
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Slika 17 Primjer nehomogeniziranog uzorka kave i ekstrakta gljive

Slika 18 Homogenizirani uzorci pripremljenih mjeSavina kave i pripravaka gljiva

3.2.2. Kemikalije i standardi
Koristene su sljedec¢e kemikalije: apsolutni etanol (Gram-Mol, Hrvatska), natrijev karbonat (Kemika,
Hrvatska), DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) (Sigma Aldrich, SAD), suprapur dusi¢na kiselina, 68% (Acros

Organics, Belgija), Folin-Ciocalteu reagens (CPAchem, Bugarska).

Sljededi standardi su koristeni u analizama: galna kiselina i kafeinska kiselina (Sigma Aldrich, SAD),
standardne otopine kadmija, olova, arsena, modifikator matriksa tj. otopina paladijevog nitrata i trolox

(Acros Organics, Belgija).

Referentni materijal za analizu elemenata bio je pseni¢ni gluten (NIST RM 8418, SAD). Referentni materijal
je pripremljen za analizu homogenizacijom (protresanjem bocice) i suSenjem pri temperaturi od 85°C u

trajanju od 4 h.
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3.2.3. Uredaji
Sustav za mikrovalnu digestiju
Uredaj za mikrovalnu digestiju (Multiwave 5000, Anton Paar, Austrija) (Slika 19) koriSten je za prevodenje

krutog uzorka u tekuéinu, kako bi se uzorci i analiti od interesa (As, Cd, Pb) preveli u oblik koji se moze

analizirati atomskim apsorpcijskim spektrofotometrom.

Slika 19 Sustav za mikrovalnu digestiju

Atomski apsorpcijski spektrofotometar

Atomski apsorpcijski spektrofotometar (AA-7000, Shimadzu Corporation, Japan) (Slika 20) pokriva
podrucje valnih duljina od 185 — 900 nm. Ima moguénost provedbe plamene, grafitne i hidridne tehnike.

Ovo istrazivanje ukljucivalo je odredivanje elemenata grafithom tehnikom.

Slika 20 Atomski apsorpcijski spektrofotometar
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UV-VIS Spektrofotometar

Uredaj (UV-1280, Shimadzu Corporation, Japan) (Slika 21) omoguduje mjerenje apsorbancije i
transmitacije u podrucju valnih duljina 190-1100 nm. UV/VIS spektrofotometar u ovom radu koristen je za
kolorimetrijsko odredivanje ukupnih polifenola Folin-Ciocalteu metodom uz mjerenje apsorbancije kod
765 nm i odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom s ocitanjem na 515 nm u uzorcima kava,

gljiva i njihovih mjesavina.

Slika 21 UV-VIS spektrofotometar

Ostali uredaji koristeni za pripremu uzoraka su:

e Vodena kupelj s tresilicom (WSB-30, Witeg, Njemacka) (Slika 22), primijenjena za ekstrakciju

fenolnih spojeva iz uzoraka kava, gljiva i njihovih kombinacija.

Slika 22 Uzorci u vodenoj kupelji

e Ultracentrifugalni mlin (ZM200, Retsch, Njemacka) je koriSten za mljevenje susSene lisi¢arke.

e Analiti¢ka vaga (Nimbus NBL 214e, Adam Equipment, Velika Britanija) je koriStena za to¢no vaganje
uzoraka i referentnog materijala za mikrovalnu digestiju, uzoraka za ekstrakciju, i pripremu otopine
DPPH.

e Centrifuga s hladenjem (Z326K, Hermle, Njemacka) je koristena u svrhu dobivanja supernatanta i
taloga iz ekstrakata. Dobiveni supernatant analiziran je u svrhu odredivanja ukupnih polifenola i

antioksidacijske aktivnosti.
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e Vrtlozna mijesSalica (VM10, Witeg, Njemacka) je koristena za mijesanje uzorka i homogenizaciju.
e Vodena kupelj s tresilicom (SBS40, Stuart, Velika Britanija) je posluzila za termostatiranje bez

potresanja.

3.2.4. Metode

3.2.4.1. Priprema uzoraka za odredivanje ukupnih polifenola i antioksidacijske aktivnosti
Jedan gram uzorka (kava, gljive, mjesavine) ekstrahiran je s 40 mL vode u tikvicama s ¢epom na vodenoj

kupelji s tresilicom tijekom 15 minuta, pri 80 °Ci 200 rpm. Ekstrakcija je provedena u dvije paralele, nakon
¢ega su uzorci centrifugirani (10000 x g) tijekom 10 minuta pri sobnoj temperaturi. Supernatant je potom

dekantiran i koriSten za odredivanje ukupnih polifenola i antioksidacijske aktivnosti (Slika 23).

Slika 23 Talog i supernatant

3.2.4.2. Folin-Ciocalteu metoda
Ukupni polifenoli odredivani su spektrofotometrijski prema modificiranoj Folin-Ciocalteu metodi

(Waterhouse, 2002). Navedena metoda je kolorimetrijska metoda koja se temelji na oksido-redukcijskim
reakcijama. Folin-Ciocalteu reagens je smjesa fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline. Reagens u
alkalnom mediju oksidira fenolne spojeve, a navedene kiseline reducira u volframov oksid i molibdenov

oksid plave boje te se apsorbancija mjeri pri valnoj duljini od 765 nm (Stratil i sur., 2006).

Postupak

Otopina natrij karbonata (20%-tna) je pripremljena otapanjem 200 g bezvodnog natrij karbonata u 800 mL
vode. Otopina je zagrijavana do klju¢anja, zatim ohladena na sobnu temperaturu te je dodano nekoliko
kristala natrij karbonata. Nakon 24 h otopina je profiltrirana te nadopunjena destiliranom vodom do

volumena 1 L.
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U epruvete je otpipetirano 40 uL ekstrakta, potom 3160 plL destilirane vode i 200 plL Folin-Ciocalteuova
reagensa te je sadrzaj epruveta dobro promijeSan na vrtloZznoj mijesalici. Nakon stajanja 30 sekundi i 8
minuta u svaku epruvetu dodano je 600 pL 20%-tne otopine NaCOs i dobro promijesano na mijesalici. Na
isti nacin je pripremljena slijepa proba, no umjesto ekstrakta dodano je 40 pL destilirane vode. Uzorci su
ostavljeni u vodenoj kupelji na 40 °C tijekom 30 minuta, nakon ¢ega je izmjerena apsorbancija pri 765 nm.
Iz dobivenih apsorbancija preko kalibracijske krivulje (Slika 30) izraCunate su koncentracije ukupnih
polifenola, izraZzene u ekvivalentima kafeinske kiseline (eng. Caffeic Acid Equivalents, CAE) koja je koristena
kao standard te preraCunate na masu uzorka (mg CAE/g uzorka). Odredivanje ukupnih polifenola

provedeno je u tri ponavljanja, a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ponavljanja + SD.

Postupak izrade kalibracijske krivulje
Pripremljene su otopine kafeinske kiseline u koncentracijama od 0 do 1 mg/mL. Prema opisanom postupku
za odredivanje ukupnih polifenola u uzorcima je izmjerena apsorbancija pripremljenih razrjedenja otopine

kafeinske kiseline te je iz dobivenih rezultata kreirana kalibracijska krivulja.

3.2.4.3. DPPH metoda
Antioksidacijska aktivnost ekstrahiranih kava, gljiva ili kombinacija kava i gljiva odredena je DPPH

metodom. Osnova metode je redukcijska sposobnost sintetickog 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala
(DPPHe) koji je otopljen u alkoholnoj otopini u prisustvu antioksidansa (AH) koji doniranjem jednog atoma
vodika oslobada mjesto, pa moze vezati slobodni DPPH radikal. Navedenom reakcijom nastaje neradikalski

oblik DPPH-H i stabilizirani fenoksi radikal (Ae) (Benvenuti i sur., 2004):
DPPHe + AH - DPPH-H + Ae

Apsorbancija je mjerena pri 515 nm, a poZeljna boja uzorka je svijetloljubiéasta. Ukoliko je boja Zuta, to
znaci da je uzorak dodan u prevelikoj koncentraciji i treba ga razrijediti. Koncentracija inhibiranog DPPH

radikala pokazuje vecu ili manju antioksidacijsku aktivnost ispitivanog uzorka.

Postupak
U 0,1 mL alikvota ekstrakta dodano je 3,9 mL otopine DPPH u 96 %-tnom etanolu (0,026 mg DPPH/mL).
Reakcijska smjesa ostavljena je na tamno mjesto 30 minuta, nakon ¢ega je oCitana apsorbancija pri 515

nm u odnosu na slijepu probu (96%-tni etanol).

Otopina DPPH mora uvijek biti svjeZe pripremljena i upotrebljava se unutar 24 sata, a njezina apsorbancija
se oCitava isto kao i apsorbancija uzoraka, u odnosu na slijepu probu. Inhibicija DPPHe uslijed
antioksidacijske aktivnosti ispitivanih uzoraka izraCunata je u postotku (%) prema sljedeéem izrazu

(Benvenuti i sur., 2004):
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Apppy — A
% inhibicije DPPH = [%ek“ . 100
DPPH

Postotak (%) inhibiranog DPPH- radikala je uvrsten u jednadZzbu pravca dobivenu iz kalibracijske krivulje
pripremljene s troloxom kao standardom (Slika 35) te su rezultati izraZzeni u ekvivalentima troloxa (mg
Troloxa/g). Za svaki ekstrakt antioksidacijska aktivnost je odredena u tri paralelna ponavljanja, a rezultati

su izraZzeni kao srednja vrijednost ponavljanja + SD.

3.2.4.4. Priprema uzoraka za atomsku apsorpcijsku spektrometriju
Uzorci (otprilike 500 mg) odvagano je u teflonske posude te dodano 5 mL 65%-tne dusicne kiseline.

Kiselinska digestija u mikrovalnoj pecnici traje sveukupno 45 minuta od ¢ega prvih 10 minuta uredaj
zagrijava uzorke do temperature 200°C, idu¢ih 10 minuta odrzava temperaturu od 200°C, nakon cega se

uzorci hlade do 50°C (Slika 24). Koristen je program proizvodaca predviden za biljni materijal.

Temperahare [T]

Time [mm:ss]

Slika 24 Dijagram programa digestije mikrovalne pecnice

Nakon digestije se sadrzaj iz teflonskih kiveta u digestoru kvantitativno prenosi u male bocice uz ispiranje
kiveta demineraliziranom vodom do maksimalne mase od 15 g. Mjerenje koncentracije teskih metala na
atomskom apsorpcijskom spektrometru obavlja se nedugo nakon mikrovalne digestije, a za to vrijeme

uzorci (Slika 25) su ¢uvani na temperaturi hladnjaka od 4°C.

Slika 25 Bocice s digestatima uzoraka neposredno prije analize na AAS uredaju
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3.2.4.5. Atomska apsorpcijska spektrometrija
Za odredivanje koncentracije teskih metala (As, Cd, Pb) koristena je metoda atomske apsorpcijske

spektrometrije s platformskom grafitnom kivetom (Slika 26). Inertni plin nositelj je argon. lzvor zraenja je
Suplja katodna lampa (Zarulja sa Supljom katodom), koja je klju¢na komponenta uredaja i omogucuje
selektivnu analizu razli¢itih metala. Za svaki analizirani element, priredena je otopina standarda za
pripremu kalibracijske krivulje. Slijepa proba (0,012 M otopina dusi¢ne kiseline) je redovito analizirana u
svrhu korekcije izmjerenih vrijednosti. Volumen injektiranja uzorka je bio 20 pL te je u uzorcima dodano 5
uL modifikatora matriksa tj. otopine paladijevog nitrata, Pd(NOs),. Mjerenja su provedena u dvije ili tri

paralele te su rezultati izraZeni kao srednja vrijednost u ng/mL.

Slika 26 Omega grafitna kiveta

Odabrani analiticki parametri u odredivanju arsena
e Valna duljina (A): 193,7 nm
e Temperatura atomizacije: 2000°C

e Raspon koncentracija kalibracijske krivulje: 0 — 20 ppb

Odabrani analiticki parametri u odredivanju kadmija
e Valna duljina (A): 228,8 nm
e Temperatura atomizacije: 2000°C

e Raspon koncentracija kalibracijske krivulje: 0 — 1 ppb

Odabrani analiticki parametri u odredivanju olova
e Valna duljina (A): 283,3 nm
e Temperatura atomizacije: 2000°C

e Raspon koncentracija kalibracijske krivulje: 0 — 20 ppb
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Parametri praceni tijekom mjerenja:
e Nagib kalibracijske krivulje — m
e SD —standardna devijacija viSestrukih izmjera slijepe probe

Ucinkovitost instrumenta ili analiticke metode ocjenjuje se odredivanjem vrijednosti LOD-a (limit
detekcije) i LOQ-a instrumenta (limit kvantifikacije). LOD predstavlja najnizu koncentraciju analita koja se
moze detektirati i pouzdano se razlikuje od nule, ali ne mora biti nuzno kvantificirana. S druge strane, LOQ
predstavlja najnizu koncentraciju analita koju se moze kvantitativno odrediti s prihvatljivom razinom

preciznosti i to€nosti (Gonzaler i Herrador, 2007).

Vrijednosti LOD i LOQ izra¢unati su na sljedeci nacin:
LOD = (3%xSD)+m
LOQ = (10x SD) +m

Dio rezultata je bio ispod razina vrijednosti LOD-a, te je s takvim podacima postupano prema uputama

WHO-a (EFSA, 2010), korisStenjem tzv. pristupa srednje granice (middle bound), tj. promijenjeni su u LOD/2.

U mjesavinama kava, instant kava i praha gljiva vrijednosti metala raCunate su na sljedeéi nacin:

[Cmetala ukavi T Cmetalau prahu gljive] +2 [ng/g]
Razlog tome je sastav mjeSavine, tj. kava i prah gljive pomijesani su u omjeru 1:1.

U mjeSavinama kava, instant kava i ekstrakta gljive, vrijednosti metala raunate su na sljedeéi nacin:

[(Cmetalaukavi) X5+ (Cmetalau ekstraktu gljive) X 1] +6 [ng/g]

Razlog tome je sastav mjeSavine, tj. kava i ekstrakt gljive pomijeSani su u omjeru 5:1.

3.2.4.6. Dnevni unos teskih metala
Dnevni unos teskih metala (As, Pb, Cd) iz mjeSavina kava (prZzena mljevena ili instant) i gljiva (ekstrakt ili

prah), izracunat je na temelju konzumacije tri Salice kave dnevno.

Dolje navedena formula odnosi se na przene mljevene kave (Franck Jubilarna, Gloria Minas i Anamaria
Minas) u kombinacijama s prahovima gljiva (C. cibarius, H. erinaceus, I. obliquus, G. lucidum i C. sinensis).
Za pripremu navedenih mjesSavina koristeno je 6 grama przene mljevene kave i 6 grama praha gljive na 100
mL vode. U svrhu izracuna dnevnog unosa teskih metala pijenjem mjesSavina, pretpostavljeno je da
prosjecni konzument kave popije 3 Salice kave dnevno, stoga se dobivena vrijednost teskih metala u salici

kave mnozi sa 3.
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[(6 X Cteékog metala u przenoj mljevenoj kavi) + (6 X Cteékog metala u prahu gljive)] x 3 [ng/
dan]

Donja formula odnosi se na przene mljevene kave (Franck Jubilarna, Gloria Minas i Anamaria Minas) u
kombinacijama s ekstraktima gljiva (C. sinensis, G. lucidum, H. erinaceus i I. obliquus). Za pripremu
navedenih mjeSavina koristeno je 6 grama przene mljevene kave i 1,2 grama ekstrakta gljive na 100 mL

vode. Postupak za raCunanje dnevnog unosa identi¢an je prethodnom.

[(6 X Cteékog metala u przenoj mljevenoj kavi) + (1'2 X Cteékog metala u ekstraktu gljive)] x3
[ng/dan]

Dolje navedena formula odnosi se na instant kave (Néscafe Classic, Jacobs Cronat Gold i Franck Classical)
u kombinaciji sa spomenutim prahovima gljiva. Princip ra¢unanja je isti, samo $to se na 100 mL vode
priprema mjeSavina od 3 grama instant kave i 3 grama praha gljive. Dobivena koncentracija odredivanog

teskog metala u Salici kave mnozi se s 3.

[(3 X Cte§kog metala u instant kavi) + (3 X Cteékog metala u prahu gljive)] X3

[ng/dan]

Dolje navedena formula odnosi se na instant kave (Néscafe Classic, Jacobs Cronat Gold i Franck Classical)
u kombinaciji sa spomenutim ekstraktima gljiva. Za pripremu mjesavina koriSteno je 3 grama instant kave

i 0,6 grama ekstrakta gljive. Dobivena koncentracija teskog metala u $alici kave mnoZi se s 3.

[(3 X Cteékog metala u instant kavi) + (0,6 X Cteékog metala u ekstraktu gljive)] X3

[ng/dan]
Izracun dnevnog ili tjednog unosa teskih metala

Izracunat je doprinos konzumacije 3 Salice kave dnevno unosu teskih metala (izrazen u pg/kg na 70 kg
tjelesne tezine) te utvrden udio unosa u odnosu na sigurne razine izloZzenosti tj. referentnu dozu (eng.
benchmark dose lower confidence limit, BMDL, u pug/kg na dan) za arsen i olovo, odnosno tolerirani tjedni

unos (eng. tolerable weekly intake, TWI, u pg/kg tjedno) za kadmij.

Dnevni ili tjedni unos metala iz kava
BMDL ili TWI

Postotak BMDL ili TWI vrijednosti = ( ) x 100 [%]
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Rezultati analiza teskih metala

Dolje je prikazana kalibracijska krivulja za olovo (Slika 27). Korelacijski koeficijent (R?) ima visoku vrijednost,
Sto ukazuje na odliénu linearnost tj. vezu izmedu koncentracije olova i signala instrumenta u rasponu
koncentracija od 2 do 20 ng/mL. Na temelju kalibracijske krivulje su odredene i vrijednosti LOD-a (0,33
ppb) i LOQ-a (1,11 ppb), Sto znaci da uredaj pouzdano detektira i kvantificira vrlo niske koncentracije olova
u uzorku. Vrijednost LOD-a se nalazi unutar raspona prema vrijednostima iz priru¢nika proizvodaca (0,1 —

0,4 ppb), dok je vrijednost LOQ-a neznatno visa (0,3 — 1,0 ppb).

0,45
0,4 y =0,0189x + 0,0314 —®
R =0,9959

0,35
.".'..

03
0,25

0,2
0,15

0,1 .
0,05 .

Apsorbanca

0 5 10 15 20 25
Koncentracija /ppb

Slika 27 Tipi¢na kalibracijska krivulja za olovo

Massoud i sur. (2022) su istrazivali sadrzaj tesSkih metala u przenim mljevenim kavama iz Irana i Turske, ICP-
MS tehnikom. Za sve teSke metale analizirane u navedenom radu, ukljuéujuéi i olovo, dobivene vrijednosti
za LOD (0,1 ppb) i LOQ (0,3 ppb) ukazuju na vecdu osjetljivost instrumenta tj. pri manjim koncentracijama
¢e biti mogucde detektirati i kvantificirati olovo u uzorcima kave. Winiarska-Mieczan i sur. (2022) su ICP-MS
tehnikom odredili sadrzaj olova i kadmija instant kava, zamjena za kavu i instant napitaka od kave, te

utvrdili vrlo niske vrijednosti za LOD (0,005 ppb) i LOQ (0,030 ppb) za olovo.

Koncentracije olova u uzorcima kreéu se od 0,5 do 941,6 ng/g (Tablica 5). Najmanju koncentraciju olova
ima ekstrakt gljive Ganoderma lucidum, a najvedu prah gljive Cantharellus cibarius. Cantharellus cibarius
je divlja gljiva, a utvrdeni sadrzaj olova odgovara rezultatima istrazivanja Orywal i suradnika (2021) koji su

utvrdili da se sadrzaj olova u susenim divljim gljivama krece od 928 do 1156 ng/g.
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Tablica 5 Srednje vrijednosti olova u uzorcima kava, kava s gljivama i preparatima gljiva

Uzorak Pb (ng/g) »)
Franck, Jubilarna 39,1 9,1
Gloria, Minas 37,2 0,5
Anamaria, Minas 42,5 3,3
Nescafé, Classic 31,3 5,8
Jacobs, Cronat Gold 37,1 4,6
Franck, Classical 32,1 4,9
Mushroom Cups, Go Tireless 5,9 5,7
Mushroom Cups, Go Sharp 2,5 2,6
OstroVit, Coffee with Mushroom 3,6 1,0
C. cibarius, prah 941,6 42,1
G. lucidum, prah 478,9 209,0
1. obliquus, prah 717,5 313,0
C. sinensis, prah 1,2 1,3
H. erinaceus, prah 0,9 1,1
G. lucidum, ekstrakt 0,5 0,6
I. obliquus, ekstrakt 1,6 2,1
C. sinensis, ekstrakt 1,0 1,1
H. erinaceus, ekstrakt 3,0 4,4

Ekstrakt G. lucidum ima najmanju koncentraciju olova, a vrlo blisku vrijednost ima prah gljive H. erinaceus
(Tablica 5). Cimbenici koji utje¢u na razinu olova u prahu ili ekstraktu gljiva uklju¢uju vrste ili ekologiju
gljiva, analizirani morfoloski dio (plodiste ili ostatak tijela gljive) i uvjeti rasta gljive (npr. onecis¢enje

uzrokovano prometom) (Chioccheti i sur., 2020).

Gljive se ve¢inom uzgajaju u zatvorenim prostorima u kontroliranom okruZenju, $to osigurava zastitu od

nepovoljnih vremenskih uvjeta, kontaminacije i mogu¢ je uzgoj tijekom cijele godine.

Uzgoj funkcionalnih gljiva na supstratu je biotehnoloski postupak pretvorbe razlicitih lignoceluloznih
otpadaka u nutritivno vrijednu hranu, stoga ée prinos proizvodnje gljiva biti podlozan karakteristikama
istog. Dodatno, sastav nutritivnih, ali i toksiénih elemenata u gljivama ovisit ée o sastavu supstrata

(Koopmas, 2021; Suwannarach i sur., 2012; Siwulski i sur., 2019).

Na Slici 28 prikazane su srednje vrijednosti olova za podskupine. Vidljivo je kako podskupina instant kava

ima nesto niZe vrijednosti olova od podskupine u kojoj se nalaze przene mljevene kave. Razlog tome moze
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biti rezultat dodatnog procesa procis¢avanja ili rafinacije kojim se uklanjaju kontaminanti. Takoder, vidljivo
je kako podskupina komercijalno dostupnih kava s gljivama ima znatno niZze koncentracije od prZzenih

mljevenih i instant kava.

Podskupina gljiva u prahu pokazuje znacajnu varijabilnost, kao i podskupina mjesavina kava — prah (Slika
28), sto je i logi¢no obzirom da su u pitanju razliCite vrste gljiva. Isto tako, moguce da je varijabilnost rezultat
razli¢itih nacina uzgoja gljive, procesa susenja i mljevenja, kao i kontaminacije od uzgoja do finalne obrade.
Vazeca uredba Europske unije (Europska komisija, 2023) je definirala gornje vrijednosti koncentracija olova
u kultiviranim gljivama od 300 ng/g te 800 ng/g za divlje gljive. Prahovi gljiva C. cibarius, G. lucidum i I.

obliquus premasuju ove limite.

Podskupina ekstrakata gljiva pokazuje znatno niZe koncentracije olova zbog kombinacije ekstrakcije ili
selektivnog izoliranja odredenih bioaktivnih spojeva, prociS¢avanja i kontroliranih uvjeta uzgoja, pri kojim

je minimizirana mogucnost nakupljanja teskih metala i ostalih necistoéa.

MjeSavine praha gljiva i kave pokazuju znatno visi sadrzaj olova u odnosu na Ciste kave, sto se moze
pripisati visokoj po¢etnoj koncentraciji u prahu gljiva. Sto se ti¢e mje$avina kava i ekstrakata gljiva, ekstrakti
gljiva koji su prociséeni i sami po sebi imaju nizak sadrzaj olova, doprinose neznatnom smanjenju
koncentracije olova u mjesavinama (30,7 * 3,3 ng/g) u odnosu na mljevene (39,6 + 2,7 ng/g) i instant kave

(33,5 + 3,1 ng/g) (Slika 28).
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Slika 28 Srednje vrijednosti olova za podskupine uzoraka

Statistickom analizom testirana je razlika samo izmedu podskupina mjeSavina jer ostale podskupine imaju
premali broj pojedinaénih uzoraka. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znac¢ajna razlika u koncentraciji
olova (p = 0,213), Sto se moZe pripisati velikoj vrijednosti standardne devijacije u mjesavinama kava i praha
gljive (232,2 + 192,3 ng/g). Najveca odstupanja postoje u podskupini praha od gljiva (Tablica 5), pri cemu
su u prahu C. sinensisa i H. erinaceusa ustanovljene znatno niZze koncentracije u odnosu na druge

analizirane vrste.

Koncentracije olova za podskupinu instant kava se ne razlikuju od koncentracija u podskupini mljevenih
kava (Slika 28). IstraZzivanjem provedenim u Poljskoj (Winiarska-Mieczan i sur., 2021) utvrdili su znatno viSe
vrijednosti olova u instant (82,6 + 6,9 ng/g) u odnosu na mljevenu kavu (11 + 1,9 ng/g). lako su vrijednosti
u instant kavi bile znatno vece i dalje nisu prelazile sigurnosne razine. Naime, prema vaZecoj uredbi
Europske unije (Europska komisija, 2023) nisu definirani limiti za olovo u kavama, ali usporedbom s limitom
za zitarice (200 ng/g), koje se konzumiraju ¢eScée i u vec¢im koli¢inama od kave, jasno je da je rizik bolesti

povezan s kroni¢nom izlozenos¢u jako mali. Razlike izmedu rezultata navedenog istrazivanja i rezultata
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prezentiranih ovdje mogu se pripisati ¢injenici da ¢e sadrZaj olova u kavi odredivati primijenjeni tehnoloski

procesi i proizvodnja (Prugarova i Kovac, 1987).

Takoder, vidljivo je kako kave u kombinaciji s ekstraktima gljiva snizavaju koncentraciju olova mjesavina,
dok pripremanjem mjesavina kava i praha gljiva, koncentracija znacajno raste (Tablica 5 i 6). Dodatak praha
gljiva C. cibarius, G. lucidum i I. obliquus u kave i instant kave je narocito snazno povecao koncentraciju
olova mjeSavina. Usporedbom izvornog sadrzaja olova u kavama i mjeSavinama istih s prahom gljive C.
cibarius, vidljivo je da se koncentracija olova mjesavina poveca oko 13 puta dodatkom praha ove gljive.
Pripravci gljiva koji pozitivno utje€u (smanjuju ukupni sadrzaj olova u mjesavini) su prahovi gljiva C. sinensis
i H. erinaceus, i ekstrakti gljiva G. lucidum, I. obliquus, C. sinensis i H. erinaceus. Razloge nizih razina olova
u dva od pet prahova gljiva treba traziti prvenstveno u uvjetima uzgoja tj. supstratu na kojem su gljive

rasle, iako su moguce i razlike izmedu vrsta gljiva u sposobnosti akumulacije teskih metala (Siri¢, 2016).

Tablica 6 Srednje vrijednosti olova u mjeSavinama kava i preparata gljiva

Kava Preparat gljiva Pb (ng/g)
C. cibarius, prah 490,3
G. lucidum, prah 259,0
I. obliquus, prah 378,3
C. sinensis, prah 20,1
Franck, Jubilarna H. erinaceus, prah 20,0
G. lucidum, ekstrakt 32,6
I. obliquus, ekstrakt 32,8
C. sinensis, ekstrakt 32,7
H. erinaceus, ekstrakt 33,1
C. cibarius, prah 489,4
G. lucidum, prah 258,0
I. obliquus, prah 377,3
C. sinensis, prah 19,2
Gloria, Minas H. erinaceus, prah 19,0
G. lucidum, ekstrakt 31,1
I. obliquus, ekstrakt 31,2
C. sinensis, ekstrakt 31,2
H. erinaceus, ekstrakt 33,5
C. cibarius, prah 492,0
G. lucidum, prah 260,7
I. obliquus, prah 380,0
. . C. sinensis, prah 21,8
Anamaria, Minas :
H. erinaceus, prah 21,7
G. lucidum, ekstrakt 35,5
I. obliquus, ekstrakt 35,6
C. sinensis, ekstrakt 35,5
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H. erinaceus, ekstrakt
C. cibarius, prah
G. lucidum, prah
I. obliquus, prah
C. sinensis, prah
H. erinaceus, prah
G. lucidum, ekstrakt
I. obliquus, ekstrakt
C. sinensis, ekstrakt
H. erinaceus, ekstrakt
C. cibarius, prah
G. lucidum, prah
I. obliquus, prah
C. sinensis, prah
H. erinaceus, prah
G. lucidum, ekstrakt
I. obliquus, ekstrakt
C. sinensis, ekstrakt
H. erinaceus, ekstrakt
C. cibarius, prah
G. lucidum, prah
I. obliquus, prah
C. sinensis, prah
H. erinaceus, prah
G. lucidum, ekstrakt
I. obliquus, ekstrakt
C. sinensis, ekstrakt
H. erinaceus, ekstrakt

Nescafé, Classic

Jacobs, Cronat Gold

Franck, Classical
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4. Rezultati i rasprava

Tipi¢na kalibracijska krivulja za kadmij prikazana je na Slici 29. Korelacijski koeficijent (R?) ima visoku
vrijednost, Sto ukazuje na odli¢nu linearnost tj. vezu izmedu koncentracije kadmija i signala instrumenta u
rasponu koncentracija 0 do 0,6 ng/mL. Vrijednosti LOD-a (0,02 ppb) i LOQ-a (0,05 ppb) se nalaze unutar
raspona vrijednosti iz priru¢nika proizvodaca (LOD: 0,005 — 0,02 ppb; LOQ = 0,02 — 0,06 ppb).
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Slika 29 Tipi¢na kalibracijska krivulja za kadmij

Winiarska-Mieczan i sur. (2022) su ICP-MS tehnikom odredili sadrzaj olova i kadmija instant kava, zamjena
za kavu i instant napitaka od kave, te utvrdili vrlo niske vrijednosti za LOD (0,004 ppb) i LOQ (0,010 ppb) za

kadmij.

Koncentracije kadmija u uzorcima kreéu se od 0,2 do 101,6 ng/g (Tablica 7). Najmanju koncentraciju
kadmija ima ekstrakt gljive C. sinensis, a najvecu prah gljive C. cibarius. Vec¢e koncentracije kadmija takoder
imaju prahovi gljiva G. lucidum i I. obliquus, dok ekstrakti gljiva imaju izrazito niske koncentracije kadmija,
s najve¢om koncentracijom od 2,8 ng/g (ekstrakt gljive I. obliquus). Ekstrakti i prahovi istih vrsta gljiva se

znacajno razlikuju u koncentraciji kadmija.

Razumljivo je da ekstrakti imaju niZze koncentracije, jer proces proizvodnje ekstrakta gljiva sastoji se od
namakanja ili kuhanja gljiva u vodi ili drugim otapalima koji efektivno ekstrahiraju i odvajaju teSke metale
od gljiva (Abulude i Ndamitso, 2018). Slicno utvrdenom za olovo, nize razine kadmija, kako u praskastom
obliku tako i u ekstraktu, pokazuju gljive C. sinensis i H. erinaceus. Prema Meglaru i suradnicima (2016),
¢imbenici koji utje€u na sposobnost apsorpcije kadmija u gljivama ukljucuju vrstu gljive, bioraspolozZivost
kadmija u tlu i sastav supstrata. Razli¢ite vrste gljiva akumuliraju razli¢ite koncentracije teskih metala, pa

tako i kadmija.

Uredba Europske komisije je odredila limit za sadrzaj kadmija u kultiviranim (150 ng/g) i divljim gljivama

(500 ng/g) (Europska komisija, 2023), te su svi analizirani uzorci sukladni. Nije postavljen limit za kavu, ali
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najvece dopustene vrijednosti za Zitarice (100 ng/g) i kakao prah (600 ng/g) mogu dati uvid u razinu

kontaminacije analiziranih proizvoda (Tablica 7).

Tablica 7 Srednje vrijednosti kadmija u uzorcima kava, kava s gljivama i preparatima gljiva

Uzorak Cd (ng/g) SD

Franck, Jubilarna 4,9 0,7
Gloria, Minas 8,2 2,0
Anamaria, Minas 5,7 0,8
Nescafé, Classic 7,8 1,9
Jacobs, Cronat Gold 6,8 0,4
Franck, Classical 7,1 0,9
Mushroom Cups, Go Tireless 5,8 0,9
Mushroom Cups, Go Sharp 9,2 0,4
OstroVit, Coffee with Mushroom 7,4 1,2
C. cibarius, prah 101,6 1,1

G. lucidum, prah 78,5 2,8

I. obliquus, prah 76,6 5,5

C. sinensis, prah 24,4 0,1

H. erinaceus, prah 11,3 0,7

G. lucidum, ekstrakt 1,9 0,2

1. obliquus, ekstrakt 2,8 2,6

C. sinensis, ekstrakt 0,2 0,0

H. erinaceus, ekstrakt 1,0 0,9

Na Slici 30 prikazane su srednje vrijednosti kadmija za podskupine uzoraka. Ispitivana razlika izmedu
mjesavina je visoko statisti¢ki znacajna (p < 0,000001). Podskupine mljevene kave (6,3 + 1,7 ng/g) i instant
kava (7,2 £ 0,5 ng/g) imaju sli¢ne vrijednosti kadmija s relativno niskom standardnom devijacijom, $to
ukazuje na male razlike izmedu uzorkovanih brandova. Podskupina gljive u prahu ima najvecu
koncentraciju kadmija, $to je vezano uz prirodnu sposobnost gljiva da akumuliraju ovaj i druge teske metale
zbog svojih genetskih karakteristika, ukljuCujuci transportne gene i vezne ligande (Gatgovska i Pietrzak-
Fiecko, 2021). Dokumentirani su slucajevi akumulacije velikih koli¢ina kadmija ako su gljive rasle u tlu koje
je bilo kontaminirano odredenim industrijskim otpadom, pesticidima ili prirodnim mineralima koji u svom
sastavu sadrze kadmij (Orywal i sur., 2021). Sli¢no re¢enom za olovo, visoka standardna devijacija ukazuje
na veliki raspon koncentracija u prahovima, od najmanje (11,3 +0,7 ng/g za H. erinaceus) do najvece (101,6
+ 1,1 ng/g), koja se moze pripisati raznolikosti vrsta gljiva, razli¢itoj sposobnosti apsorpcije kadmija ili

razli¢itim uvjetima susenja i mljevenja.
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Obzirom da prahovi gljiva pokazuju veliku varijabilnost, ona se odrazila i na podskupinu mjesavina kava s
prahovima gljiva. Ova podskupina mjesavina ima znatno viSu koncentraciju kadmija od samih kava (Slika

30), dok je dodatak ekstrakata u kave ipak rezultirao nesto nizom koncentracijom od kava.
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Slika 30 Srednje vrijednosti kadmija za podskupine uzoraka

Srednje vrijednosti koncentracije kadmija u mjeSavinama kava i preparata gljiva kre¢u se od 4,1 do 54,9
ng/g (Tablica 8). Najvisu koncentraciju kadmija ima Gloria Minas kava pripremljena s prahom gljive C.
cibarius, kao i sve kave u kombinaciji s prahom ove gljive i prahovima gljiva I. obliquus i G. lucidum. Poznato
je kako C. cibarius akumulira kadmij iz okoliSa, a razli¢iti dijelovi gljive akumuliraju razli¢ite koncentracije

kadmija (Drewnowska i sur., 2017).

Opcenito, ekstrakti sadrZe znatno niZe koncentracije, ali dodatak ekstrakta u kave nije rezultirao znaéajnim

smanjenjem ukupne koncentracije kadmija (Tablice 7 i 8).
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Tablica 8 Srednje vrijednosti kadmija u mjeSavinama kava i preparata gljiva

Kava Preparat gljiva

C. cibarius, prah
G. lucidum, prah
1. obliquus, prah
C. sinensis, prah
Franck, Jubilarna H. erinaceus, prah
G. lucidum, ekstrakt
1. obliquus, ekstrakt
C. sinensis, ekstrakt
H. erinaceus, ekstrakt
C. cibarius, prah
G. lucidum, prah
1. obliquus, prah
C. sinensis, prah
Gloria, Minas H. erinaceus, prah
G. lucidum, ekstrakt
I. obliquus, ekstrakt
C. sinensis, ekstrakt
H. erinaceus, ekstrakt
C. cibarius, prah
G. lucidum, prah
1. obliquus, prah
C. sinensis, prah
Anamaria, Minas H. erinaceus, prah
G. lucidum, ekstrakt
I. obliquus, ekstrakt
C. sinensis, ekstrakt
H. erinaceus, ekstrakt
C. cibarius, prah
G. lucidum, prah
I. obliquus, prah
C. sinensis, prah
Nescafé, Classic H. erinaceus, prah
G. lucidum, ekstrakt
I. obliquus, ekstrakt
C. sinensis, ekstrakt
H. erinaceus, ekstrakt
C. cibarius, prah

G. lucidum, prah
50

Cd (ng/g)

53,2
41,7
40,7
14,6
8,1
4,4
4,5
4,1
4,2
54,9
43,3
42,4
16,3
9,7
7,1
7,3
6,8
7,0
53,6
42,1
41,1
15,0
8,5
5,1
5,2
4,8
4,9
54,7
43,1
42,2
16,1
9,5
6,8
6,9
6,5
6,7
54,2
42,6
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Jacobs, Cronat Gold

Franck, Classical

I. obliquus, prah 41,7

C. sinensis, prah 15,6

H. erinaceus, prah 9,0
G. lucidum, ekstrakt 6,0
I. obliquus, ekstrakt 6,1
C. sinensis, ekstrakt 5,7
H. erinaceus, ekstrakt 5,8
C. cibarius, prah 54,3
G. llucidum, prah 42,8

I. obliquus, prah 41,8

C. sinensis, prah 15,7
H. erinaceus, prah 9,2
G. lucidum, ekstrakt 6,2
I. obliquus, ekstrakt 6,3
C. sinensis, ekstrakt 5,9
H. erinaceus, ekstrakt 6,0

Dolje je prikazana jedna od kalibracijskih krivulja za arsen koriStenih tijekom analize uzoraka (Slika 31).

Utvrdena je odli¢na linearnost krivulje (R?) u rasponu koncentracija 0 do 16 ng/mL standardne otopine.

Vrijednosti LOD-a (0,36 ppb) i LOQ-a (1,19 ppb) nalaze se unutar raspona vrijednosti iz priru¢nika
proizvodaca (LOD: 0,1 - 0,5 ppb; LOQ: 0,4 — 2 ppb).
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Slika 31 Tipi¢na kalibracijska krivulja za arsen

Znatno osjetljivijom ICP-MS tehnikom Guadalupe i sur. (2023) su odredili sadrzaj anorganskog arsena u pet

vrsta kava iz pet peruanskih regija, te utvrdili vrlo niske vrijednosti za LOD (0,005 ppb) i LOQ (0,010 ppb)

Za arsen.
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Koncentracije arsena u uzorcima kava, kava s gljivama i preparatima gljiva kre¢u od 9,9 do 723 ng/g (Tablica
9). Suprotno rezultatima za olovo i kadmij, prah gljive H. erinaceus ima najve¢u koncentraciju arsena od
svih analiziranih prahova. Arsen se akumulira u svim dijelovima ove gljive, sto ukazuje na pojacanu
apsorpciju i nakupljanje arsena u ovoj vrsti (Zhang i sur., 2017). Pretpostavka da se u prah gljive melje cijela
gljiva mogla bi djelomi¢no objasniti zasto je koncentracija tako visoka. Mleczek i sur. (2016) su proveli
istraZivanje na izabranim vrstama gljiva izmedu kojih je i H. erinaceus.. Kultivacijom na supstratima koji su
imali razlicite koncentracije arsena, odredivali su kinetiku apsorpcije arsena. lzvijestili su da je u gljivi H.
erinaceus zabiljeZzen porast ukupnog arsena kada je uzgajana na supstratu koji sadrzi 0,2 mM arsena te
ukazali na vaZnost sastava supstrata u sprje¢avanju kontaminacije. Cimbenici koji utje¢u na sadrzaj arsena
u proizvodima od gljiva su vrsta gljive, metode kuhanja i prisutnost mikrobne populacije. Za razliku od
razine Zive, kadmija i olova, kuhanjem se smanjuje razina arsena (Chiocchetti i sur., 2020; Shuangyang i

sur., 2020).

Ekstrakti imaju znatno nize koncentracije od praha gljiva, Sto moze biti rezultat niske pocetne koncentracije
same sirovine (ujedno i pokazatelj kontroliranog uzgoja), kao i pokazatelj da se procesima obrade i
efikasnim metodama ekstrakcije ucinkovito uklanja arsen. Ipak, ekstrakt gljive C. sinensis ima koncentraciju

arsena 11 puta visu od koncentracija u ostalim ekstraktima (Tablica 9).

Europska unija nije odredila najvise dopustene koncentracije anorganskog arsena u kavi ili gljivama, ali
utvrdene razine kontaminacije u prahovima bi mogle biti problemati¢ne bududi da je za rizino brasno

postavljen limit od 250 ng/g (Europska komisija, 2023).

Tablica 9 Srednje vrijednosti arsena u uzorcima kava, kava s gljivama i preparatima gljiva

Uzorak As (ng/g) »)
Franck, Jubilarna 123,9 7,0
Gloria, Minas 64,7 0,3
Anamaria, Minas 78,4 5,7
Nescafé, Classic 118,4 7,3
Jacobs, Cronat Gold 83,6 7,3
Franck, Classical 125,0 67,4
Mushroom Cups, Go Tireless 130,1 5,1
Mushroom Cups, Go Sharp 117,9 22,8
OstroVit, Coffee with Mushroom 147,0 26,1
C. cibarius, prah 141,0 2,6
G. lucidum, prah 18,2 4,7
I. obliquus, prah 511,2 205,3
C. sinensis, prah 285,3 5,1
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H. erinaceus, prah 723,4 414,0
G. lucidum, ekstrakt 12,6 2,8
1. obliquus, ekstrakt 9,9 8,0
C. sinensis, ekstrakt 141,8 9,7

H. erinaceus, ekstrakt 11,1 3,2

Razlika u sadrzaju arsena izmedu mjeSavina kava s prahovima gljiva i mjeSavina kava s ekstraktima gljiva je
statisticki znacajna (p = 0,0001) (Slika 32). Dodatak praha gljiva u prosjeku poveéava koncentraciju ovog
elementa u mjeSavinama, a mjeSavine kava i ekstrakata ne dovode do povecanja srednje koncentracije u

odnosu na kave.

Ponovno, podskupina ekstrakata gljiva ima najniZze vrijednosti, dok podskupina prahova ima najvise
koncentracije i pokazuje najvecu varijabilnost. Analizom ukupnog arsena u razli¢itim vrstama gljiva,
Llorente-Mirandes i sur. (2016) utvrdili su kako koncentracija varira ovisno o vrsti, ali metode poput

kuhanja, prokuhavanja ili dinstanja gljiva mogu reducirati ukupni arsen do 71%.

Instant kave imaju minimalno viSu koncentraciju od przenih mljevenih kava, dok komercijalno dostupne
kave s gljivama imaju nesto viSu srednju koncentraciju u odnosu na instante (Slika 32). Pored uobicajenih,
vec spomenutih razloga odstupanja, instant kava je koncentriranija pa moZe sadrzavati vise kontaminanata
u odnosu na mljevene kave. ViSe koncentracije u kavama s gljivama mogu biti posljedica koristenja gljiva
koje imaju sposobnost akumulacije arsena, a nisu podvrgnute odgovarajuéim metodama ekstrakcije prije

dodatka.
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Slika 32 Srednje vrijednosti arsena za podskupine uzoraka
Dolje su prikazane srednje vrijednosti arsena u mjesavinama przenih mljevenih ili instant kava u

kombinaciji s prahovima ili ekstraktima gljiva (Tablica 10). Koncentracije u pripremljenim mjesavinama
krecu se od 41,4 do 424,2 ng/g. Mjesavina s najmanjom koncentracijom arsena je Gloria Minas kava u
kombinaciji s ekstraktom gljive G. lucidum, a sli¢no niske razine utvrdene su u kombinacijama kava s

ekstraktima gljiva I. obliquus i H. erinaceus, te prahom gljive G. lucidum.

Tablica 10 Srednje vrijednosti arsena u mjesavinama kava i preparata gljiva

Kava Preparat gljive As (ng/g)

C. cibarius, prah 132,4

G. lucidum, prah 71,0

1. obliquus, prah 317,6

Franck, Jubilarna C. sinensis, prah 204,6
H. erinaceus, prah 423,7

G. lucidum, ekstrakt 105,4

I. obliquus, ekstrakt 104,9
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C. sinensis, ekstrakt 126,9

H. erinaceus, ekstrakt 105,1

C. cibarius, prah 102,8

G. lucidum, prah 41,4

I. obliquus, prah 288,0

C. sinensis, prah 175,0

Gloria, Minas H. erinaceus, prah 394,1
G. lucidum, ekstrakt 56,0

I. obliquus, ekstrakt 55,6

C. sinensis, ekstrakt 77,5

H. erinaceus, ekstrakt 55,8

C. cibarius, prah 109,7

G. lucidum, prah 48,3

I. obliquus, prah 294,8

C. sinensis, prah 181,9

Anamaria, Minas H. erinaceus, prah 400,9
G. lucidum, ekstrakt 67,4

I. obliquus, ekstrakt 67,0

C. sinensis, ekstrakt 88,9

H. erinaceus, ekstrakt 67,2

C. cibarius, prah 129,7

G. lucidum, prah 68,3

I. obliquus, prah 314,8

C. sinensis, prah 201,9

Nescafé, Classic H. erinaceus, prah 420,9
G. lucidum, ekstrakt 100,8

I. obliquus, ekstrakt 100,4

C. sinensis, ekstrakt 122,3

H. erinaceus, ekstrakt 100,6

C. cibarius, prah 112,3

G. lucidum, prah 50,9

I. obliquus, prah 297,4

C. sinensis, prah 184,4

Jacobs, Cronat Gold H. erinaceus, prah 403,5
G. lucidum, ekstrakt 71,7

I. obliquus, ekstrakt 71,3

C. sinensis, ekstrakt 93,3

H. erinaceus, ekstrakt 71,5
C. cibarius, prah 133,0

Franck, Classical G. lucidum, prah 71,6
I. obliquus, prah 318,1
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C. sinensis, prah 205,1

H. erinaceus, prah 424,2
G. lucidum, ekstrakt 106,2
I. obliquus, ekstrakt 105,8
C. sinensis, ekstrakt 127,8
H. erinaceus, ekstrakt 106,0

U Tablicama 11 i 12 prikazana je ukupna koncentracija teskih metala te doprinos ukupno unesenim teskim
metalima konzumacijom 3 3alice kave dnevno. Provedeni nacin pripreme mjeSavina (1:1 za kombinacije
kave i prahova, te 5:1 za kombinacije kave i ekstrakata) vjerojatno precijenjuje prosjecan unos prahova i
ekstrakata gljiva, ali je namjerno odabran radi procjene izloZenosti i u slu¢aju najveéih konzumenata.
Ukoliko se utvrdi mali rizik i u takvom scenariju, tada se sa sigurnoséu moze tvrditi da su preparati gljiva i
mjeSavine s kavama zdravstveno ispravne i sigurne za konzumaciju. Prilikom ra¢unanja dnevnog doprinosa,

za olovo i arsen smo uzeli donju granicu TDI vrijednosti.

Vrijednosti referentne doze tj. BMDL-a, kao mjere praga Stetnog djelovanja toksikanta, za izlozenost
odraslih osoba olovu krecu se izmedu 0,63 — 1,50 pg/kg tjelesne mase na dan (EFSA, 2010). Najveci ukupni
dnevni unos olova procijenjen je za konzumaciju mjesavine Anamaria Minas kave u kombinaciji s prahom
gljive C. cibarius (17,7 pg tj. 0,3 pg/kg osobe mase 70 kg), a najmanji konzumacijom Néscafe Classic i

ekstrakta gljive G. lucidum (0,3 pg tj. 0,004 pg/kg osobe mase 70 kg) (Tablica 11).

Konzumacijom bilo koje przene mljevene kave u kombinaciji s prahom gljive C. cibarius rezultirat ée sli¢nim
ishodom, unosom oko 17 pg olova, sto je otprilike 40 % nize BMDL vrijednosti (0,63 pg/kg) za osobu teZine
70 kg (Tablice 11 i 12). Osoba koja pije istu vrstu kave s prahom gljive I. obliquus unijet ¢e priblizno 13,5
pg olova, Sto je oko 30 % BMDL vrijednosti. Navedene mjeSavine tj. prahovi gljiva mogu znacajno

doprinijeti dnevnom unosu olova te povecati rizik uslijed izloZzenosti olovu.

Najnizi doprinos dnevnom unosu imaju mjesavine instant kava u kombinaciji s ekstraktima gljiva, drugim
rije¢ima, ovim mjeSavinama ¢e osoba mase 70 kg unijeti oko 0,3 pg/kg olova, sto otprilike ¢ini 0,5 % nize

BMDL vrijednosti. Konzumacijom ovih mjesavina ¢e izloZenost olovu putem kave biti svedena na minimum.

Tolerirani tjedni unos (TWI) za kadmij iznosi 2,5 pg/kg tjelesne mase (EFSA, 2009). Dnevni unos kadmija je
najveéi konzumacijom mjeSavine Gloria Minas kave u kombinaciji s prahom gljive C. cibarius i iznosi 13,8
ug, sto ¢ini 8 % TWI vrijednosti za osobu od 70 kg (0,2 ug/kg) (Tablice 11 i 12). Sli¢no vrijedi za ostale

mjeSavine mljevenih kava u kombinaciji s prahom lisicarke.
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Najnizi doprinos tjednom unosu kadmija imaju mjesavine instant kava s ekstraktima gljiva, a vrijednosti se
kreéu oko 0,7 pg kadmija tjedno konzumacijom 3 Salice mjeSavine dnevno (Tablica 11). Navedene

mjesavine doprinosit ¢e svega 0,4 % TWI vrijednosti (Tablica 12), Sto je zanemarivo.

EFSA-ina BMDL vrijednost za anorganski arsen je 0,06 pg/kg (EFSA, 2024). Ovo istraZivanje je atomskim
apsorpcijskim spektrometrom odredilo samo ukupni arsen u uzorcima, ali sadrzaj organskih oblika arsena
u kavi i gljivama je minoran (EFSA, 2009). Dnevni unos arsena putem kave, najveéi je konzumacijom
mjeSavina mljevenih kava s prahom gljive H. erinaceus, tj. u slu¢aju Franckove Jubilarne kave, ¢ak 7,6 pg
(Tablica 11). Osoba od 70 kg ¢e tako samo ovom mjesavinom unijeti 0,1 pg/kg tj. 180 % BMDL vrijednosti
(Tablica 12).

Velik doprinos dnevnom unosu arsena imaju i prZzene mljevene kave u kombinaciji s prahom gljive 1.
obliquus (otprilike 130 % BMDL vrijednosti), kao i mjeSavine ovih kava s prahom gljive C. sinensis (oko 90

% BMDL-a).

Najmanji dnevni unos postiZze se mjeSavinama ekstrakata gljiva u kombinaciji s instant kavama, pri ¢emu
Jacobs Cronat Gold u kombinaciji s ekstraktom gljive H. erinaceus rezultira unosom od 0,6 pg (Tablica 11),

Sto je oko 15 % BMDL vrijednosti za osobu mase 70 kg (Tablica 12).

Tablica 11 Dnevni unos olova i arsena i tjedni unos kadmija mjesavinama kava i preparata gljiva za osobu

mase 70 kg
Preparat gljive Pb (ug/kg) Cd (ug/kg) As (ug/kg)
C. cibarius, prah 0,25 0,19 0,07
G. lucidum, prah 0,13 0,15 0,04
I. obliquus, prah 0,19 0,15 0,16
C. sinensis, prah 0,01 0,05 0,11
Franck, Jubilarna Y 0,01 0,03 0,22
G. lucidum, ekstrakt 0,01 0,01 0,03
I. obliquus, ekstrakt 0,01 0,01 0,03
C. sinensis, ekstrakt 0,01 0,01 0,04
H. erinaceus, ekstrakt 0,01 0,01 0,03
C. cibarius, prah 0,25 0,20 0,05
G. lucidum, prah 0,13 0,16 0,02
I. obliquus, prah 0,19 0,15 0,15
o C. sinensis, prah 0,01 0,06 0,09
Gloria, Minas H. erinaceus, prah 0,01 0,03 0,20
G. lucidum, ekstrakt 0,01 0,02 0,02
I. obliquus, ekstrakt 0,01 0,02 0,02
C. sinensis, ekstrakt 0,01 0,01 0,02
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H. erinaceus, ekstrakt
C. cibarius, prah
G. lucidum, prah
I. obliquus, prah
C. sinensis, prah
Anamaria, Minas H. erinaceus, prah
G. lucidum, ekstrakt
I. obliquus, ekstrakt
C. sinensis, ekstrakt
H. erinaceus, ekstrakt
C. cibarius, prah
G. lucidum, prah
I. obliquus, prah
C. sinensis, prah
Nescafe, Classic H. erinaceus, prah
G. lucidum, ekstrakt
I. obliquus, ekstrakt
C. sinensis, ekstrakt
H. erinaceus, ekstrakt
C. cibarius, prah
G. lucidum, prah
I. obliquus, prah
C. sinensis, prah
Jacobs Cronat Gold H. erinaceus, prah
G. lucidum, ekstrakt
I. obliquus, ekstrakt
C. sinensis, ekstrakt
H. erinaceus, ekstrakt
C. cibarius, prah
G. lucidum, prah
I. obliquus, prah
C. sinensis, prah
Franck, Classical H. erinaceus, prah
G. lucidum, ekstrakt
I. obliquus, ekstrakt
C. sinensis, ekstrakt

H. erinaceus, ekstrakt

0,01
0,25
0,13
0,20
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,13
0,07
0,10
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,13
0,07
0,10
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,13
0,07
0,10
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
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0,01
0,19
0,15
0,15
0,05
0,03
0,01
0,01
0,01
0,01
0,10
0,08
0,08
0,03
0,02
0,01
0,01
0,01
0,01
0,10
0,08
0,08
0,03
0,02
0,01
0,01
0,01
0,01
0,10
0,08
0,08
0,03
0,02
0,01
0,01
0,01
0,01

0,02
0,06
0,02
0,15
0,09
0,21
0,02
0,02
0,03
0,02
0,03
0,02
0,08
0,05
0,11
0,02
0,02
0,02
0,02
0,03
0,01
0,08
0,05
0,10
0,01
0,01
0,01
0,01
0,03
0,02
0,08
0,05
0,11
0,02
0,02
0,02
0,02
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Tablica 12 Udio BMDL vrijednosti olova i arsena i TWI vrijednosti kadmija unosom mjeSavina kava i
preparata gljiva za osobu tjelesne mase 70 kg

Preparat gljive % BMDL-aPb % TWI-aCd % BMDL-aAs
C. cibarius, prah 40,03 7,67 113,51
G. lucidum, prah 21,14 6,00 60,88
1. obliquus, prah 30,88 5,87 272,19
C. sinensis, prah 1,64 2,11 175,38
Franck, Jubilarna H. erinaceus, prah 1,63 1,16 363,14
G. lucidum, ekstrakt 1,60 0,38 54,18
I. obliquus, ekstrakt 1,61 0,39 53,95
C. sinensis, ekstrakt 1,60 0,35 65,25
H. erinaceus, ekstrakt 1,62 0,37 54,05
C. cibarius, prah 39,95 7,90 88,14
G. lucidum, prah 21,06 6,24 35,51
I. obliquus, prah 30,80 6,10 246,82
C. sinensis, prah 1,57 2,34 150,01
Gloria, Minas H. erinaceus, prah 1,55 1,40 337,77
G. lucidum, ekstrakt 1,52 0,62 28,81
I. obliquus, ekstrakt 1,53 0,63 28,58
C. sinensis, ekstrakt 1,53 0,59 39,88
H. erinaceus, ekstrakt 1,54 0,50 36,76
C. cibarius, prah 40,17 7,72 94,00
G. lucidum, prah 21,28 6,06 41,37
I. obliquus, prah 31,02 5,92 252,68
C. sinensis, prah 1,78 2,16 155,88
Anamaria, Minas H. erinaceus, prah 1,77 1,22 343,63
G. lucidum, ekstrakt 1,74 0,44 34,67
I. obliquus, ekstrakt 1,75 0,45 34,44
C. sinensis, ekstrakt 1,74 0,41 45,74
H. erinaceus, ekstrakt 1,76 0,43 34,54
C. cibarius, prah 19,86 3,94 55,59
G. lucidum, prah 10,41 3,10 29,27
I. obliquus, prah 15,28 3,04 134,93
Nescafe, Classic C. sinensis, prah 0,06 s S22
H. erinaceus, prah 0,66 0,69 180,40
G. lucidum, ekstrakt 0,64 0,29 25,92
I. obliquus, ekstrakt 0,65 0,30 25,80
C. sinensis, ekstrakt 0,64 0,28 31,46
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H. erinaceus, ekstrakt 0,65 0,29 25,86

C. cibarius, prah 19,97 3,90 48,11

G. lucidum, prah 10,53 3,07 21,80

I. obliquus, prah 15,40 3,00 127,45

Jacobs Cronat Gold C. sinensis, prah 0.78 112 79,05
H. erinaceus, prah 0,78 0,65 172,92

G. lucidum, ekstrakt 0,76 0,26 18,44

I. obliquus, ekstrakt 0,76 0,26 18,33

C. sinensis, ekstrakt 0,76 0,24 23,98

H. erinaceus, ekstrakt 0,77 0,25 18,38

C. cibarius, prah 19,87 3,91 56,98

G. lucidum, prah 10,43 3,08 30,67

I. obliquus, prah 15,30 3,01 136,32

C. sinensis, prah 0,68 1,13 87,92

Franck, Classical H. erinaceus, prah 0,67 0,66 181,80
G. lucidum, ekstrakt 0,66 0,27 27,32

I. obliquus, ekstrakt 0,66 0,27 27,20

C. sinensis, ekstrakt 0,66 0,26 32,85

H. erinaceus, ekstrakt 0,67 0,26 27,25

4.2. Rezultati analiza ukupnih polifenola i antioksidacijske aktivnosti

Kalibracijska krivulja sa standardom kafeinske kiseline, prema kojoj je izrazena koncentracija ukupnih
polifenola u uzorcima, prikazana je na Slici 33. Utvrdena je odliéna linearnost krivulje u rasponu

koncentracija od 0 do 1 mg/mL, kao i niska vrijednosti LOD-a (0,005 mg/mL) i LOQ-a (0,016 mg/mL).

1,4

y =1,2086x - 0,0039

1,2
R?=1

1,0
0,8
0,6 . 2.

0,4

Apsorbanca kod 765 nm

0,2

0,0 0".

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Koncentracija /mg-mL?

Slika 33 Kalibracijska krivulja za odredivanje koncentracije ukupnih polifenola u ekstraktima Folin-

Ciocalteuovom metodom (kafeinska kiselina je koriStena kao standard)
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Slika 34 prikazuje ukupne polifenole (TPP) u komercijalno dostupnim kavama, kavama s gljivama i
prahovima te ekstraktima gljiva, iskazanim u ekvivalentima kafeinske kiseline (CAE). NajviSu koncentraciju
ukupnih polifenola ima instant kava Néscafe Classic (152,5 mg CAE/g), a najmanju prah gljive G. lucidum

(2,2 mg CAE/g).

U istrazivanju koje su proveli Ahmad i sur. (2018) navedena vrijednost za ukupne polifenole u ispitivanoj
instant kavi bila je 87,01 mg GAE/g tj. 92,2 mg CAE/g, te se njihova dobivena vrijednost koncentracije

smjestila izmedu Jacobs Cronat Gold i Franck Classical (Slika 34).

S druge strane, Olechno i sur. (2020) utvrdili su 19,5 mg GAE/100g (20,6 mg CAE/g) u instant kavi, Sto je
znatno niZze od vrijednosti za instant kave utvrdene ovim istraZzivanjem. Postupak pripreme kave i

temperature przenja utjecat ¢e na sadrzaj ukupnih polifenola u napitcima od kave (Popelka i sur., 2020).

Prahovi i ekstrakti gljiva su opcenito sadrzavali niske koncentracije ukupnih polifenola (Slika 34).
Primjerice, gljiva G. lucidum ima najnizu koncentraciju od samo 2,2 mg CAE/g. Tabbasum i sur. (2022)
odredili su ukupne polifenole u izabranim vrstama gljiva izmedu kojih je bila i G. lucidum te odredili 81,34
+ 0,68 mg GAE/g, $to su znatno vise vrijednosti. Ovako velika razlika u vrijednosti mozZe se pripisati vrsti
supstrata ili vremenu branja, pri ¢emu razli¢iti stupanj zrelosti utjee na varijacije u koncentraciji
polifenola. Proizvodnja polifenola je odgovor na stres unutar same gljive, te ¢e koli¢ina i kvaliteta ovih
spojeva ovisiti o0 mnogim ¢imbenicima poput: klime, vremenskih uvjeta, stupnju razvoja i vrsti, a uz to i
njihovom botanickom te geografskom podrijetlu (Abdelshafy i sur., 2022). Nadalje, u slucaju kultiviranih

gljiva takoder utjecu kvaliteta komposta i stupanj razvoja te prijeZzetvene i poslijezetvene radnje.

Podatke slicnije prezentiranim u ovom radu su utvrdili Charumathy i sur. (2016) za koli¢inu ukupnih
polifenola u plodistu gljive H. erinaceus: 8,77 mg GAE/g ili 9,29 mg CAE/g. Prahovi gljiva I. obliquus i C.
sinensis imaju visu koncentraciju od ekstrakata, Sto je neobi¢no obzirom da su ekstrakti koncentrirani i
trebali bi imati vece vrijednosti od praha. Ipak, sve ovisi o po¢etnoj sirovini, nacinu ekstrakcije i topljivosti
polifenola, a vrijednosti koncentracija praha i ekstrakta gljive G. lucidum su ipak logi¢nije u tom pogledu

(Slika 31).
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H. erinaceus, ekstrakt

C. sinensis, ekstrakt

I. obliquus, ekstrakt

G. lucidum, ekstrakt

H. erinaceus, prah

C. sinensis, prah

1. obliquus, prah

G. lucidum, prah

C. cibarius, prah

OstroVit, Coffee with Mushroom
Mushroom Cups, Go Sharp
Mushroom Cups, Go Tireless
Franck, Classical

Jacobs, Cronat Gold
Néscafe, Classic

Anamaria, Minas

Gloria, Minas

Franck, Jubilarna

o
N
o

40 60 80 100 120 140 160
TPP (mg CAE/g)

Slika 34 Ukupni polifenoli (TPP, izrazeni preko kafeinske kiseline) u uzorcima kava, kava s gljivamai
preparatima gljiva

Slika 35 prikazuje srednje koncentracije ukupnih polifenola za podskupine uzoraka, pri ¢emu daleko najvisu
srednju koncentraciju imaju instant kave. Dodatak praha i ekstrakta gljiva smanjuje ukupnu koncentraciju

polifenola u podskupini mjesavina kava i prahova.

Kemijski sastav napitaka od kave ovisi od primijenjenih procesa (pretprzenje i przenje) zelenih zrna kave,
metodama obrade u fazi Zetve, kao i metodama koje potrosaci koriste pri pripremanju napitaka (Pereira i
sur., 2021). Sukladno re¢enom, mozda su fenolni spojevi bolje saCuvani u instant kavama nego u przenim

mljevenim kavama.

Takoder, prema Gobbi i sur. (2023) smanjenje bioaktivnih spojeva u napitcima od kave moze biti rezultat
visoke temperature i tlaka tijekom kuhanja, kao i kontaktne povrsine izmedu vode i Cestica kave te veli¢ina
samog praha kave moZe utjecati na ekstrakciju fenolnih spojeva. Obzirom da su parametri ekstrakcije bili

isti za sve uzorke, moguce da je veca koli¢ina fenolnih spojeva bila ekstrahirana iz instant kava.

Nepravilno skladiStenje moZe biti uzrok gubljenja polifenola, jer stabilnost i topljivost polifenola prema
Khoshnoudi-Nia i sur. (2020) ovisi o razli¢itim stupnjevima obrade i skladiStenju te moze dodi do

ogranicavanja njihove bioraspoloZivosti u samom napitku.
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Slika 35 Ukupni polifenoli (TPP, izraZzeni preko kafeinske kiseline) u podskupinama uzoraka

SadrZaj ukupnih polifenola u mjeSavinama prZenih mljevenih i instant kava u kombinaciji s prahom ili
ekstraktom gljiva znatno varira (Slika 36). Najveéu koncentraciju polifenola ima Franck Classical kava u
kombinaciji s ekstraktom gljive G. lucidum (100,6 mg CAE/g), a najmanju Gloria Minas kava s prahom iste
gljive (4,2 mg CAE/g). Franck Classical instant kava sama po sebi ima veliku koncentraciju ukupnih
polifenola (Slika 35), tako da dodatak ekstrakta koji ima velik udio bioaktivnih sastojaka doprinosi
povecanju koncentracije. Przena mljevena kava Gloria Minas, pak, ima nisku pocéetnu koncentraciju
polifenola i dodatak praha G. lucidum koji sadrzi 10 puta manje polifenola rezultira vrlo niskom kona¢nom

koncentracijom u mjesavini.

Song (2020) izvjestava kako je mijesanjem praha gljive C. sinensis i Arabika kave u omjeru 1:2 postignuta
veca konacna koncentracija ukupnih polifenola (37,34 mg GAE/g) u odnosu na na pocetnu koncentraciju
Cistih komponenti. Prije mijeSanja koncentracija ukupnih polifenola u Arabiki iznosila je 21,3 mg GAE/g, a

prah navedene gljive je imao koncentraciju 23,17 mg GAE/g.

Polisaharidi iz preparata G. lucidum ili nekog drugog preparata gljive mogu se povezati vodikovim vezama

ili hidrofobnim interakcijama s fenolnim spojevima iz kave i stvoriti kompleks. Interakcije mogu rezultirati
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nastankom netopljivog taloga i time se smanjuje bioraspoloZivost polifenola u napitku. Ova pretpostavka

proizlazi iz karakteristika ove dvije skupine spojeva, a interakcije ovog tipa opisao je i Zhu (2018).
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Slika 36 Ukupni polifenoli (TPP, izraZzeni preko kafeinske kiseline) u mjeSavinama kava i preparata gljiva

Kalibracijska krivulja s Troloxom kao standardom, koriStena za izrazavanje antioksidacijske aktivnosti
uzoraka, prikazana je na Slici 37. Utvrdena je odli¢na linearnost krivulje u rasponu koncentracija od 0 do

0,3 mg/mL (R*=0,9979), te niske vrijednosti LOD-a (0,005 mg/mL) i LOQ-a (0,018 mg/mL).
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Slika 37 Kalibracijska krivulja za odredivanje antioksidacijske aktivnosti ekstrakata DPPH metodom
(Trolox je koriSten kao standard)

Srednje vrijednosti antioksidacijske aktivnosti prZenih mljevenih kava, instant kava, komercijalno
dostupnih kava s gljivama i prahova te ekstrakata gljiva navedene su na Slici 38. Najvecu antioksidacijsku
aktivnost ima instant kava Nescafé Classic (166,7 mg Troloxa/g), a najmanju prah gljive C. cibarius (0,3 mg

Troloxa/g).

Utvrdene su i znatne razlike u antioksidacijskoj aktivnosti komercijalno dostupnih kava s gljivama, pri cemu
kava Mushroom Cups, Go Sharp ima dvostruko vecéu vrijednost (63,2 mg Troloxa/g) u odnosu na OstroVit
kavu (29,6 mg Troloxa/g) (Slika 38). Razlozi nisu jasni jer oba branda koriste kavu Arabiku. Obzirom na
antioksidacijsku aktivnost izmjerenu u ekstraktima, mala je vjerojatnost da je razlika uzrokovana
koristenim ekstraktima gljiva (H. erinaceus i C. cibarius u Go Sharpu te /. obliquus i H. erinaceus u

OstroVitu).

Prah gljive I. obliquus ima najveéu antioksidacijsku aktivnost izmedu prahova i ekstrakata gljiva (Slika 38),
zatim slijedi prah gljive C. sinensis. Opc¢enito vise vrijednosti utvrdene u prahovima u odnosu na ekstrakte
gljiva se mozda mogu pripisati sastavu praha koji ukljucuje cijelu gljivu, a samim time i Sirok spektar
bioaktivnih spojeva poput polisaharida, triterpenoida i sterola koji sinergistickim ucinkom poveéavaju

antioksidacijsku aktivnost.

Sukladno ovoj hipotezi, Milyuhina i sur. (2021) su utvrdili da postupci poput remaceracije i mikrovalnog
zratenja mogu povecati antioksidacijsku i antimikrobnu moé ekstrakta gljive /. obliquus u usporedbi s

konvencionalnim metodama ekstrakcije. Znacajnu ulogu ima i izbor ekstrakcijskog otapala.
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Slika 38 Srednje antioksidacijske aktivnosti (u mg Troloxa/g) u uzorcima kava, kava s gljivama i

preparatima gljiva

Analogno utvrdenom za sadrzaj ukupnih polifenola (Slika 35), najviSu antioksidacijsku aktivnost ima

podskupina instant kava, a zatim slijede podskupine mjeSavina (Slika 39) u kojima antioksidacijskoj

aktivnosti najvise doprinose polifenoli iz instant kava.
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Slika 39 Antioksidacijska aktivnost (u mg Troloxa/g) podskupini uzoraka

Na Slici 40 je vidljivo kako najvisu antioksidacijsku aktivnost ima Franck Classical instant kava s ekstraktom

gljive C. sinensis (118,3 mg Troloxa/g), a najmanju Franck Jubilarna mljevena kava s prahom gljive C.

cibarius (25,6 mg Troloxa/g).
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Slika 40 Srednje vrijednosti antioksidacijske aktivnosti (u mg Troloxa/g) u mjeSavinama kava i preparata
gljiva

4.3. Korelacija ukupnih polifenola, antioksidacijske aktivnosti i teSkih metala

U radu je ispitana povezanost razliCitih varijabli, svih uzoraka i uzoraka unutar podskupina.

Korelacija koncentracije ukupnih polifenola (TPP) i antioksidacijske aktivnosti (izrazene u miligramima
Troloxa) u podskupini uzoraka u kojoj su mljevene kave, instant kave i kave s gljivama prikazana je na Slici
41. Utvrdeni korelacijski koeficijent ukazuje na snazan, statisticki znacajan, pozitivan odnos izmedu

ispitivanih varijabli. OcCito su polifenoli glavni sastojci koji pridonose antioksidacijskoj aktivnosti kava.

Daniel i Workneh (2017) su proveli istrazivanje na 5 kava razli¢itih brandova iz Etiopije. Folin-Cioceltau
metodom su odredivali ukupne polifenole s galnom kiselinom koristenom kao standard i antioksidacijsku
aktivnost DPPH metodom uz jo$ nekoliko provedenih analiza. Rezultati dobiveni u tom istraZivanju
potvrduju kako ukupni polifenoli utje€u na antioksidacijsku aktivnost te je potvrdena vrlo jaka pozitivna
veza (r = 0,928) izmedu sadrzaja ukupnih polifenola i inhibicije DPPH radikala u vodenim ekstraktima

odabranih kava.
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Nije utvrdena statisticki znacajna povezanost izmedu koncentracije tesSkih metala (Pb, Cd, As) s
antioksidacijskom aktivnoscu ili koncentracijom ukupnih polifenola u ovoj podskupini. Sli¢éno su zakljucili

Alnsour i sur. (2022).

Ustanovljena je jaka negativna veza (r = -0,60; p = 0,088) izmedu razina olova i kadmija, kao i olova i arsena
(r = -0,55; p = 0,125) u podskupini kava, no korelacije nisu dosegle razinu statisticke znacajnosti. Slaba
negativna korelacija je utvrdena i izmedu koncentracija kadmija i arsena u kavama (r = -0,18; p = 0,637).
Negativna veza mozda ukazuje na kompetitivne mehanizme apsorpcije i nakupljanja ovih neesencijalnih
teSkih metala u biljci kavi. Na primjer, Khan i sur. (2014) navode kako neesencijalne elemente poput arsena
i kadmija biljke apsorbiraju i prenose izmedu biljnih tkiva istim transporterima koji mobiliziraju hranjive

tvari poput Fe?*,Zn?*, Mn?*ili PO4%.
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Slika 41 Korelacija ukupnih polifenola i antioksidacijske aktivnosti u podskupini kava

Korelacija koncentracije ukupnih polifenola i antioksidacijske aktivnosti (u mg Troloxa/g) ispitana je i u
podskupini uzoraka koji uklju¢uju prahove i ekstrakte gljiva. Uocena je jaka pozitivha veza (r = 0,62) koja
nije dosegla statisticku znacajnost (p = 0,077). Ocito, i pored znatno niZeg sadrzaja polifenola u preparatima

gljiva, polifenoli imaju primaran utjecaj na antioksidacijsku aktivnost.
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Statisticki znacajne povezanosti nisu uocene izmedu razina teSkih metala i antioksidacijske aktivnosti ili
razina polifenola u podskupini preparata gljiva. Postoji jaka, statisticki znacajna korelacija izmedu
koncentracija olova i kadmija (r = 0,71; p = 0,031) (Slika 42), koja je moZda pokazatelj slicnih nacina
akumulacije ovih metala u gljivama. S druge strane, razine arsena i olova nisu korelirane (r =-0,12; p =

0,761), dok su arsen i kadmij umjereno povezani (r = 0,30; p = 0,433), bez statisticke znacajnosti.
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Slika 42 Korelacija kadmija i olova u podskupini preparata gljiva

Slika 43 prikazuje korelaciju koncentracije ukupnih polifenola i antioksidacijske aktivnosti (u mg Troloxa/g)
u podskupini mjesavina. Slicno rezultatima za podskupinu kava (Slika 41), utvrdena je jaka pozitivna veza

(r=0,91) s visokom statistickom znacajnosti (p < 0,000001).
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Slika 43 Korelacija antioksidacijske aktivnosti i ukupnih polifenola u podskupini mjesavina

Nisu utvrdene statisti¢ki znacajne povezanosti razina kadmija i arsena s antioksidacijskom aktivnoscu ili

razinama TPP-a u podskupini mjeSavina, za razliku od olova (r = -0,33; p = 0,014) (Slika 44). Buduci da nije

ustanovljena negativna veza koncentracija olova s koncentracijom ukupnih polifenola u kavama ili

preparatima gljiva, nego tek u mjeSavinama, moguce je da visoke razine ovog elementa iz prahova gljiva

na neki nac¢in ometaju samu metodu odredivanja polifenola u kombiniranim uzorcima.

Harangozo i sur. (2014) proveli su ispitivanje na sjemenkama lana koje su kultivirali u stvarnim i idealnim

uvjetima. U tri uzorka dodano je olovo u obliku topljive soli, a ¢etvrti uzorak bio je Cisti, kontrolni. Utvrdili

su kako se povecanjem koncentracije olova u tlu smanjuje koncentracija ukupnih polifenola u sjemenkama

lana. Razlike u koncentracijama polifenolnih spojeva izmedu uzoraka sjemenki lana ipak nisu bile statisticki

znadajne i nije utvrdena korelacija izmedu ukupne koncentracije polifenola i koncentracije olova.
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Slika 44 Korelacija olova i ukupnih polifenola u podskupini mjesavina

Na Slici 45 vidljivo je kako je korelacijski koeficijent izmedu koncentracija olova i kadmija u podskupini
mjeSavina pozitivan i statisticki znacajan (r = 0,43; p = 0,001). Moguce je da ovakav ishod proizlazi iz toga
da olovo i kadmij Cesto dijele slicne izvore poput maticnih stijena i mineralnih izvora ili agrokemikalija,
metalurgije, proizvodnje energije ili ispustanja kanalizacije (Nkwunonwo i sur., 2020). Ukoliko su kava ili
gljive rasle na podruéju koje je kontaminirano, veca je vjerojatnost da ée sadrzavati sli¢ne razine kadmija i
olova. Takoder, poljoprivredna praksa koja ukljucuje koriStenje odredenih gnojiva ili pesticidi koji su

kontaminirani teSkim metalima mogu povecavati koncentracije u finalnom proizvodu.
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Slika 45 Korelacija kadmija i olova u podskupini mjeSavina

Utvrdena je negativna korelacija razina arsena i olova u mjesavinama (r = -0,28; p = 0,039) (Slika 46), a
slicna korelacija pozitivnog predznaka je utvrdena za arsen i kadmij (r = 0,23; p = 0,091), ali bez statisticke
znacajnosti. Ovi teski metali i njihovi spojevi imaju razli¢ita svojstva, medu kojima je i sposobnost stvaranja
kompleksnih spojeva s drugim tvarima. Zbog toga su moguée brojne interakcije u mjesavini kava — preparat
gljive koje mogu utjecati na rezultate. SloZene interakcije izmedu metala prilikom apsorpcije u kavu ili gljive
su takoder zamislive, sukladno rezultatima istrazivanja Pistona i sur. (2019) koji su primijetili pozitivhu

korelacija izmedu koncentracija arsena i kadmija u siemenkama soje.
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Slika 46 Korelacija olova i arsena u podskupini mjesavina
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Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1.

Nisu utvrdene velike razlike izmedu razli¢itih podskupina kava (priene mljevene, instant,
komercijalne kave s ekstraktima gljiva) u prosje¢nim koncentracijama olova (do 42,5 ng/g), kadmija
(do 9,2 ng/g) i arsena (do 147,0 ng/g).

Prahovi gljiva opcéenito sadrZze znatno viSe srednje koncentracije teskih metala (428,0 ng/g olova,
58,4 ng/g kadmija, 335,8 ng/g arsena) u odnosu na kave (4,0 — 39,6 ng/g olova, 6,3 — 7,5 ng/g
kadmija, 89 — 131,7 ng/g arsena) i ekstrakte gljiva (1,4 ng/g olova, 1,5 ng/g kadmija, 43,9 ng/g
arsena). Ocito se prilikom proizvodnje ekstrakta uklanja najveéi dio prisutnih teSkih metala.
Utvrdena je i velika varijabilnost u koncentracijama za sva tri teSka metala u prahovima, $to ovisi o
vrsti gljive, nadinu uzgoja, metodama susenja i sl.

Koncentracije teskih metala u mjesavinama kava i preparata gljiva ovise o sastavnicama te su
prosjec¢no vise u mjeSavinama koje uklju¢uju prahove gljiva u odnosu na mjesavine s ekstraktima
(232,2 prema 30,7 ng/g olova, 32,6 prema 5,9 ng/g kadmija, 217,4 prema 89,8 ng/g arsena).
Procjenom unosa teskih metala konzumacijom tri Salice mjesavina kava s dodatkom preparata gljiva
utvrdeno je da to ponekad moze rezultirati dnevnim unosom olova koji ¢ine 40 % referentne doze
(BMDL), kao mjere praga Stetnog djelovanja toksikanta, za osobu tjelesne mase od 70 kg. U slucaju
kadmija je najveéi unos procijenjen na 8 % tolerirane tjedne vrijednosti (TWI), dok je najveci dnevni
unos arsena gotovo dvostruko veci (180 %) od BMDL vrijednosti za anorganski arsen za osobu
tjelesne mase od 70 kg.

Prilikom izbora preparata gljive koji ée se koristiti kao dodatak u kave treba obratiti paznju na
podrijetlo iste. Najbolji primjer je divlja gljiva Cantharellus cibarius koja je imala najvece vrijednosti
za olovo (941,6 ng/g) i kadmij (101,6 ng/g). Bitno je prilikom uzgoja gljive osigurati uvjete u kojima
nece doci do nakupljanja teSkih metala do razina koje mogu predstavljati rizik za zdravlje.
Koncentracije ukupnih polifenola variraju medu razli¢itim podskupinama kava, pri ¢emu instant
kave imaju znatno visu srednju koncentraciju (115,3 mg CAE/g) u odnosu na przene mljevene kave
(45,4 mg CAE/g) i komercijalne kave s gljivama (37,5 mg CAE/g). Koncentracije ukupnih polifenola u
preparatima gljiva su niske te nema znacajne razlike izmedu prahova i ekstrakata (6,2 prema 7,4 mg
CAE/g). Mjesavine kava s preparatima gljiva s najve¢om koncentracijom ukupnih polifenola su one
koje ukljucuju instant kave i ekstrakte.

Najveéu antioksidacijsku aktivnost imala je podskupina instant kava (147,1 mg Troloxa/g), dok
przene mljevene i komercijalne kave s gljivama imaju otprilike triput niZe vrijednosti (57,21 45,1 mg

Troloxa/g). Antioksidacijska aktivnost preparata gljiva je slaba tj. prosjecno 4,2 mg Troloxa/g za
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prahove i 2,5 mg Troloxa/g za ekstrakte. MjeSavine koje ukljucuju instant kave su imale najvece
srednje vrijednosti antioksidacijske aktivnosti.

Obzirom na visok sadrzaj teskih metala u prahovima gljiva, osjetljive populacijske skupine (trudnice,
dojilje, bolesne osobe itd.) bi trebale ograniciti unos prahova gljiva i eventualno koristiti ekstrakte.
Prema sadrzaju ukupnih polifenola i antioksidacijskoj aktivnosti, instant kave i odgovarajuée

kombinacije s gljivama bi mogle imati snazniji pozitivan ucinak na zdravlje.
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