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1. UVOD

U posljednje vrijeme, sve vise ljudi pocelo je obracati paznju na kvalitetu svoje prehrane i
na koli¢inu unesenog Secera putem raznih proizvoda. Sve veci naglasak stavlja se na proizvode
koji ne sadrze dodani Secer, jer je veca svjesnost o tome da, izmedu ostalog, prevelika koli¢ina
dodanog Secera u prehrani moze biti dodatni okida¢ raznim bolestima 1 stanjima. Kako se
potro$nja Cokolade i kakaovih proizvoda, zajedno s interesom za njih kao funkcionalnom
hranom, u cijelom svijetu povecava, postoji potreba za sustavnom i kritickom procjenom

dostupnih klini¢kih dokaza o njihovim ucincima na zdravlje (Tan 1 sur., 2021).

Napitci na bazi kakaa vrlo su popularni medu svim generacijama, a posebno medu djecom.
Danas se na trziStu mogu naci razli¢iti oblici napitaka na bazi kakaovca, kao topli ili hladni
napitak, s mlijekom ili vodom, gotovi ili instant napitci. U veéini ovih proizvoda nalazi se visok
udio Secera koji se dodaje kako bi se smanjila goréina i povecala topljivost, no u posljednje

vrijeme visok udio Secera povezan je i sa zdravstvenim problemima (Bari$i¢ i sur., 2023).

Kakao proizvodi, osim zbog svog slatkog, primamljivog okusa, konzumiraju se i zbog brojnih
povoljnih uéinaka na organizam ¢ovjeka. Brojni zdravstveni ucinci procijenjeni su na nekoliko
sustava, ukljucujuéi kozne, kardiovaskularne, antropometrijske, kognitivne i kvalitetu Zivota, a
konzumacija ¢okolade ili kakaovca znacajno je poboljSala profile lipida (Tan 1 sur., 2021).
Kakao prah je proizvod dobiven od oc¢is¢enih, oljustenih i przenih kakaovih zrna, koji sadrzi
najmanje 20 % kakaovog maslaca, rac¢unato na suhu tvar i najvise 9 % vode, a ¢okoladni
napitak, =zasladeni kakao 1 zasladeni kakao prahsu proizvodi koji se sastoje od
mjesavine kakao praha i Secera, a sadrze najmanje 25 % kakaovog praha (Pravilnik, 2005).

U ovom radu cilj je bio razviti kakao prah za napitak vrucu ¢okoladu, procesom suSenja u
tankom sloju, bez dodanog Secera, zasladen medom, uz zobeno brasno kao zgus$njivac, kao
nutritivno poboljSanu alternativu proizvodima dostupnima na trzistu. Ekperiment se provodio
prema unaprijed definiranom punom faktorskom (engl. ,.full factorial®) dizajnu s 2 parametra
na 3 razine: a) omjer med/zob i b) udio kakao praha. Dobiveno je 9 uzoraka kojima su se
odredivala fizikalna, kemijska i1 senzorska svojstva. Nakon toga, provedeno je optimiranje
sastava smjese, validacija dobivenog modela te aromatiziranje validacijskog uzorka kako bi se,
uz validacijski uzorak, dobile jo§ dvije funkcionalne smjese. Tim su se uzorcima takoder

odredivala fizikalna, kemijska i senzorska svojstva.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PROIZVODNJA KAKAO PRAHA
2.1.1. Theobroma cacao L.

Theobroma cacao L. (kakaovac) biljka je koja obi¢no pocinje imati bobice nakon 3 godine,
a prinos doseze svoj maksimum nakon 8-9 godina. Kakao je bogat izvor vlakana (26-40 %),
lipida (10-24 %), proteina (15-20 %), ugljikohidrata (15 %) i mikronutrijenata (<2 %)
ukljucujuéi minerale (fosfor, kalcij, kalij, natrij, magnezij, cink, bakar) i vitamine (A, B, E)
(Kim i sur., 2014). Zrele mahune mogu se naci na stablima kakaovca tijekom cijele godine, ali
neke zemlje imaju dvije sezone visoke proizvodnje godisnje. Promjena uvjeta okolisSa moze
utjecati na zetvu, produktivnost i prinos usjeva (Beg i sur., 2017). Razli¢ite podvrste mogu se
klasificirati unutar Cetiri varijeteta: Criollo, Forastero, Trinitario i Nacional (Counet i sur.,
2004). Varijetet Criollo ima visoku razinu procijanidina, prekursora okusa, reducirajucih Sec¢era
i aminokiselina koje mogu rezultirati vrlo visokom razinom pirazina. U usporedbi s Criollom,
proizvedena ¢okolada s varijetetom Forastero i1 Trinitario pokazala je niZe razine procijanidina
i slicnu koli¢inu pirazina. Za razliku od ostalih, poznato je da sorta Nacional ima vrlo nisku
koncentraciju reducirajucih Sec¢era nakon fermentacije i takoder niske razine pirazina (Counet i

sur., 2004).

2.1.2. Povijest upotrebe

Arheoloski dokazi pokazuju da su trgovci Maja pili kakao jo§ 400. godine prije Krista u
Kostarici. Veliki naglasak na svetost kakaovca stavila je astecka kultura, dominantna u Srednjoj
Americi od 14. stoljeéa do osvajanja. Spanjolci su bili prvi Europljani koji su pili kakao nakon
$to su osvojili astetko carstvo u Meksiku u 16. stolje¢u. Spanjolci su od njih naug¢ili tehniku
pravljenja ,,xocoatla“ (cokoladnog napitka). Rije¢ ¢okolada i kakao navodno potjecu od rijeci
,Xxocoatl“ odnosno ,,cacahuatl“ od strane Spanjolaca (Beg i sur., 2017). Nizozemci su prvi
poceli trgovati zrnom kakaovca i dominirali svjetskom trgovinom kakaovcem sve do 18.
stoljeCa. Afrika, Azija 1 Latinska Amerika primarna su podrucja uzgoja kakaovca. Obala
Bjelokosti u Africi najveca je zemlja po koli¢ini proizvodnje kakaa koja ¢ini 33 % globalne

ponude, a Gana je druga najveca zemlja po proizvodnji kakaa nakon Obale Bjelokosti.



2.1.3. Prerada kakaovca

Zrna kakaovca, sjemenke stabla kakaovca Theobroma cacao L., Siroko se konzumiraju u
cijelom svijetu. Obraduju se kako bi se dobio ¢okoladni liker, kakao prah i kakao maslac, koji
su glavni sastojci ¢okolade i1 Sirokog spektra proizvoda poput kakao napitaka, sladoleda i
pekarskih proizvoda te daje karakteristi¢an i osebujan okus proizvodima. Medutim, prije nego
Sto se zrna kakaovca mogu trgovati i preraditi u konacne industrijske proizvode, moraju proci
preradu nakon Zetve na farmama i plantazama koja ukljucuje korake nakon otvaranja mahune i
uklanjanja zrna iz mahune, fermentacije zrna i susenje. Berba se obavlja ru¢no secivom ili
dugim nozem kako bi se mahuna izvadila sa stabla. Jedna mahuna sastoji se od 20-50 zrna
ovisno o sorti kakaovca (Beg i sur., 2017). Princip prerade kakaovca isti je zadnjih 150 godina.
Prolazi kroz niz opreme da bi se pretvorio u proizvod, putem ¢is¢enja, skidanja ljuske, przenja,

alkalizacije i kona¢no mljevenja u tekuéinu.

2.1.4. Fermentacija i susenje

Fermentacija predstavlja kljucni korak za razvoj atributa kvalitete okusa komercijalnih zrna
kakaovca. Tijekom fermentacije zrna kakaovca, dolazi do niza spontanih enzimskih reakcija.
Fermentacija i suSenje dva su vrlo vazna koraka ukljuéena u proizvodnju zrna kakaovca.
Koli¢ine i sastav aminokiselina mijenjaju se tijekom procesa fermentacije, kao i reduciraju¢ih
Secera poput glukoze 1 fruktoze, polifenola 1 pH profila (Giacometti i sur., 2015). Prisutnost
kvasaca, bakterija mlijecne kiseline i bakterija octene kiseline tijekom procesa fermentacije
pozitivno utjece na koncentraciju polifenola i razvoj prekursora okusa, dok aerobne spore 1
plijesni imaju negativan u¢inak. Fermentirane sjemenke se prze, drobe i melju kako bi se dobila
praSkasta masa iz koje se izdvaja mast (Beg i sur., 2017). Za fermentaciju zrna kakaovca koriste
se razli¢ite metode fermentacije ovisno o poljoprivrednicima, podrucjima 1 zemljama.
Platforme, gomile, koSare 1 kutije su najvise koriStene metode. Metoda platforme ima prili¢no
nisku stopu fermentacije, primjerenu za Criollo varijetet koji zahtijeva kratku fermentaciju, ali
je neprikladna za Forastero koji zahtijeva duzu fermentaciju (Giacometti i sur., 2015).
Fermentacija u kutijama pokazuje relativno nisku koncentraciju Secera, etanola i octene
kiseline, kao 1 visok pH. S obzirom na heterogenost u veliini zrna kakaovca, kao i
konstrukcijskog materijala kutija, ova metoda fermentacije znacajno utjee na pH vrijednost,

sadrzaj tanina i Secera, te na prisutnost ljubicastih zrna kakaa (Wallace i Giusti, 2011).



Neposredno nakon fermentacije, zrna kakaovca mogu se suSiti putem suSenja na suncu na
otvorenom ili u pe¢nici s vrué¢im zrakom kako bi se sprijec¢ilo kvarenje uzrokovano bakterijama.
Metoda kutije ili kosare koristi se u Aziji i Latinskoj Americi, dok se metoda gomile primjenjuje
u Africi (Beg i sur., 2017). SuSenje zrna kakaovca zavr$ni je proces uzgoja, koji koristi
zagrijavanje i smanjuje sadrzaj vlage u zrnu na manje od 7,5 % (Zahouli i sur., 2010).
Provedena su mnoga istrazivanja kako bi se pronasle optimalne metode susenja, stoga su
proucavani uvjeti suSenja, temperatura i trajanje susenja, brzina susenja i stupanj. Susenje se
nastavlja tijekom procesa oksidacije koji slijedi nakon procesa fermentacije i stoga igra vaznu
ulogu u sastavu polifenola. Neadekvatni postupci tijekom procesa fermentacije i suSenja mogu
zna€ajno smanjiti sadrzaj polifenola i doprinijeti razvoju nepozeljnih i neugodnih okusa.
Osusena zrna pakiraju se u vreée za skladistenje u skladistima i izvoze u razli¢ite zemlje. Nakon

Sto zrna stignu na odrediSte, bit ¢e oc€iS¢ena i temeljito pregledana za daljnju obradu.

2.1.5. Alkalizacija

"Nizozemski proces”, postupak obrade kakaovca alkalijama, bio je proces koji je razvio van
Houten. Ovaj proces alkalizacije izvorno je napravljen kako bi se poboljsala topljivost. Zrna
kakaovca, kakao liker i kakao prah mogu se modificirati tretmanom s alkalijama, takoder
poznatim kao alkalizacija. lako se izvorno provodila kako se prah ne bi nakupljao ili potonuo
na dno kada se dodavao pi¢ima na bazi mlijeka ili vode, proces alkalizacije danas se uglavnom
primjenjuje za modificiranje okusa i boje kakao praha (Andres-Lacueva i sur., 2008). Utvrdeno
je da alkalizacija uzrokuje progresivno smanjenje polifenola kao i njihove antioksidacijske
aktivnosti (Miller 1 sur., 2008). Opcenito, promjene koje nastaju kao posljedica tretmana
alkalizacijom mogu se pripisati oksidaciji fenolnih spojeva pod bazicnim pH uvjetima, Sto
dovodi do smedih pigmenata koji su polimerizirani u razli¢itim stupnjevima. Konkretno,
sekundarne reakcije koje ukljucuju o-kinone, prethodno nastale tijekom faze fermentacije
pomocu polifenol oksidaze, vjerojatno su ukljuCene u daljnje reakcije odgovorne za

posmedivanje koje se razvija tijekom alkalizacije (Miller i sur., 2008).



2.1.6. Przenje

Dvije naj¢esce koriStene przionice su: kontaktna przionica (u kojoj se Sarze kakaovih zrna
zagrijavaju u velikom rotiraju¢em bubnju) i kontinuirane zracne przionice (gdje se zrna
kakaovca prze izravnim kontaktom s vru¢im zrakom) (Beg i sur., 2017). S tehnoloSkog
stajaliSta, funkcija przenja ukljucuje: susSenje pera, uklanjanje nepozeljnih spojeva okusa i
razvoj konacne arome 1 boje te popustanje ljuske. Temperatura przenja je od 95 do 145 °C.
Temperaturni uvjeti ovise o vrsti obradenog pera, opremi i procesu koji se koristi i vrsti krajnjeg
proizvoda. Izlozenost visokoj temperaturi smanjuje broj mikroorganizama kako bi se produljio
rok trajanja proizvoda (Beg i sur., 2017). Neenzimsko posmedivanje, poznato kao Maillardova
reakcija, ukljueno je u brojne reakcije ukljucujuéi stvaranje smedih pigmenata i sintezu
pirazina. Koncentracija pirazina brzo raste tijekom procesa przenja dok ne postigne maksimalnu
vrijednost, nakon Cega se ove konstantne vrijednosti odrzavaju. Przenje je kljuan korak u
proizvodnji ¢okoladnog likera ili kakao praha jer pomaze u uklanjanju nepozeljnih hlapivih

Nakon prZenja, zrna se melju i usitnjavaju.

2.2. PROIZVODNJA FUNKCIONALNIH KAKAO NAPITAKA

Funkcionalna hrana utjece na odredene funkcije organizma, moZe pruZiti, pored osnovne
prehrane, dodatne zdravstvene dobrobiti, lijek za neke bolesti nakon dodavanja korisnog
sastojka ili uklanjanja neuc¢inkovitog ili Stetnog sastojka (Gautam i sur., 2018). Funkcionalnu
hranu ¢ine prehrambeni proizvodi koji imaju izgled tradicionalne hrane i ukljuceni su u
svakodnevnu prehranu. Ovi proizvodi pruZaju fizioloSke dobrobiti i mogu smanjiti rizik od
nezaraznih bolesti. Prema EU dokumentima, ako se moZe dokazati da neki prehrambeni
proizvod pozitivno utjece na jednu ili viSe ciljanih funkcija u tijelu, smatra se funkcionalnom
hranom (Cakiroglu i Ugar, 2018). Mnogo je pozitivnih u¢inaka povezanih sa zdravljem koje
ova vrsta hrane nudi, ukljucujuéi potencijal za ja¢anje imunoloskog sustava, smanjenje rizika
od kardiovaskularnih problema, osteoporoze, pretilosti i nekih vrsta raka, kao i za poboljSanje
pamcenja i tjelesnog stanja (Topolska i sur., 2021). Dokazano je da kakao i njegovi ekstrakti
pokazuju percipiranu funkcionalnu aktivnost koja povecava antioksidativni status 1 u isto

vrijeme modulira oksidativni i upalni stres kod ljudi (Serafini i Peluso, 2016).



Na trziStu postoje razni proizvodi instant kakao napitaka koji su dodatno obogaceni
mikronutrijentima. Neki od proizvoda su: Nestle ,,Hot Cocoa“ koji je obogacen s kalcijem,
vitaminima A, C, E, B6, B12 i Zeljezom te Nesquik koji je obogacen zeljezom, cinkom i
vitaminima D, C i B1; Copper moon proizvod Hot cocoa, napitak koji je takoder obogacen
vitaminima A, E, B1, B2, B3, B6, B7, B9, B12, K1, D, Zeljezom, cinkom, kalcijem i manganom,
umjesto Secera sadrzi sladilo sukralozu. Neki od proizvoda s hrvatskog trzista ukljucuju Lino
,,coko drink®, instant kakao napitak ¢okoladnog okusa obogacen vitaminom D i kalcijem; Kra$
Express, kakao napitak obogacen vitaminima i kalcijem. Takoder se u novije vrijeme istrazuje
obogacivanje instant kakao proizvoda raznim biljnim ekstraktima. Ekstrakt industrijske
konoplje predstavlja zanimljiv dodatak kakao napitku zbog svog antioksidativnog djelovanja,
sadrZaja terpena i kanabinoida te se pokazao kao pogodan dodatak, a instant kakao prah kao
pogodan nosa¢ za proizvodnju funkcionalog napitka (Talan, 2019). Dodavanje ekstrakta
lavande u instant kakao prah povecalo je udjel ukupnih polifenola i antioksidacijski kapacitet
(Buljat, 2018). Tvrtka za funkcionalne napitke Nutrixin lansirala je svoj najnoviji funkcionalni
napitak, ,,cocoa essence‘ za poboljSanje zdravlja srca i sprjeCavanje nastanka kardiovaskularnih
bolesti. Tvrde da napitak sadrzi 600 % viSe polifenola, 400 % viSe katehina, 900 % vise

epikatehina 1 2300 % viSe antioksidansa u usporedbi sa standardnim kakao napitcima.

2.3. PROIZVODNJA INSTANT KAKAO NAPITAKA

Tijekom proizvodnje mjeSavina za pripremu napitaka, glavni cilj je poboljsati topljivost
kakao praha, koji je obi¢no teSko topiv u vodi zbog hidrofobne prirode stani¢nih stijenki i
prisutnosti masti (Kowalska i sur., 2011). Izraz "instant" obi¢no se koristi u industrijama kao
Sto su prehrambena, farmaceutska, industrija sto€ne hrane, kemijska industrija, za opisivanje
svojstava rasprSivanja i otapanja praSaka. Neki popularni komercijalno dostupni instant prasci
su mlijeko, kava, kakao, dje¢ja hrana, juhe, umaci, bezalkoholna pi¢a, mjeSavine Secera, kao i
vitamini 1 medicinski prahovi. lako su neki prahovi “prirodno” instant, uobicajena je praksa da
se primjenjuje poseban tretman, tzv. proces instantizacije, do praskastih materijala (Barbosa-
Cénovas 1 sur., 2005). Ovaj tretman ¢e osigurati prehrambene prahove sa svojstvom "instant",
tako da se lakSe mogu otopiti ili dispergirati u teku¢inama nego kada su u izvornom praskastom
obliku. Varijable koje odreduju svojstva aglomerata uklju¢uju one koje se odnose na primarne

Cestice 1 aglomerate. Medu parametrima koji se odnose na primarne Cestice su veli¢ina Cestice,



raspodjela veli¢ine, oblik 1 povrSina. Trenutna svojstva aglomerata su najpozeljnija svojstva
procesa aglomeracije i mogu se mjeriti pomocu svojstava otapanja kada se aglomerati rasire po
povrsini tekucéine: mocivost, disperzibilnost i topljivost (Barbosa-Canovas i sur., 2005).
Aglomeracija je proces nakupljanja Cestica u vece nakupine, aglomerate, a provodi se u
posebnim uredajima zvanim aglomeratori (Benkovic i sur., 2015). Ona je jedan od najvaznijih
procesa u proizvodnji instant kakao napitaka. Proces aglomeracije sastoji se od mijeSanja
kakaovog praha i Secera uz dodatak stabilizatora i vode. Voda se dodaje kako bi nastali

aglomerati.

Susenje je vazan proces za oCuvanje sirove hrane. Proces susenja dogada se kada se vodena
para ukloni s povrsine u okolni prostor, §to rezultira suSenim materijalom s produzenim rokom
trajanja 1 smanjenim aktivitetom vode (Sangamithra i sur., 2014). Postoji viSe tehnika suSenja
koje se koriste kod proizvodnje kakao napitaka. Tehnika suSenja u pjeni moze se Koristiti za
toplinski osjetljive, ljepljive, viskozne prehrambene proizvode s visokim sadrzajem Secera.
Tekuci materijal se pretvara u stabiliziranu pjenu muéenjem nakon dodavanja jestivih sredstava
za pjenjenje. Pjena se zatim ra$iri u lim 1 susi pomocu zagrijanog zraka pri atmosferskom tlaku.
Mnogi sitni mjehuri¢i u pjenastoj masi izlazu se vecoj povrsini za isparavanje vlage. Brzo
suSenje nastaje zbog kretanja vlage kapilarnim putem u teku¢im filmovima koji odvajaju
mjehurice pjene. Pjenjenje ¢ini masu za susenje izuzetno poroznom i podloznijom susenju do
svojih unutarnjih slojeva (Rajkumar i sur., 2007). Prednosti susenja u pjeni su brzo susenje pri
nizoj temperaturi, zadrZzavanje nutritivne kakvoce te je isplativo u proizvodnji prahova koji se
lako rekonstituiraju. IstraZzivanja su pokazala da se prahovi suSeni u pjeni mogu ¢uvati 6 mjeseci
bez ikakvih gubitaka kvalitete, a takoder je metoda ekonomski isplativija od ostalih

(Sangamithra i sur., 2014).

Takoder se koristi pokretni fluidizirajuci sloj praskastog materijala. Sloj se sukcesivno tretira
parom, dok se plin ubrizgava odozdo da se formiraju aglomerati kroz kontaktne i sudarajuce

Cestice (Barbosa-Canovas i sur., 2005).

Susenje rasprSivanjem je uklanjanje gotovo sve tekucine isparavanjem, iz otopine nehlapljive
krute tvari. Opcenito, toplina se primjenjuje kao zagrijana atmosfera, a isparavanje se potice
rasprSivanjem tekuce hrane u tu atmosferu. Tekucine se prskaju u male kapljice, koje se brzo
osu$e u kontaktu s vru¢im zrakom koji se upuhuje velikom brzinom pa je vrijeme zadrzavanja

stoga kratko (Silva i sur., 2011).



2.4. ZDRAVSTVENE DOBROBITI KAKAO PRAHA

Posljednjih desetljeca zdravstveni aspekti kakaovca dosli su u fokus istrazivanja. Dokazano
je da kakao 1 njegovi proizvodi imaju brojne zdravstvene prednosti, prvenstveno zbog sadrzaja
polifenola. Smatra se da polifenoli ¢okolade, koji potjecu iz zrna kakaovca, djelomicno
pridonose kardiometabolickim zdravstvenim dobrobitima u modulaciji krvnog tlaka i profila
lipida. Profil polifenola varira izmedu razlicitih kultivara kakaovca, uvjeta uzgoja, zemljopisnih
podrucja i koraka obrade. Bioraspolozivost i zdravstveni ishodi polifenola kakaovca ovise o

.....

interakciji s drugim nutrijentima i matricom hrane (Sorrenti i sur., 2020).

Tradicionalni iscjelitelji zvani curanderos konzumiraju cokoladne napitke za lijeCenje
bronhitisa u Oaxaci u Meksiku, a cokoladni napitak takoder se daje djeci kako bi se zastitili od
uboda Skorpiona ili péela. U Dominikanskoj Republici ¢okoladni se napitci jos uvijek koriste
za lijeCenje mnogih vrsta bolesti, od upale grla, anemije do gastrointestinalnih bolesti i
preoptere¢enog mozga. Utvrdeno je da Kuna Indijanci iz Paname piju pet ili viSe Salica
cokolade svaki dan kako bi sprijecili pojavu srcanih bolesti i raka (Beg i sur., 2017). Kakao i
hrana koja sadrzi kakao, kao $to je ¢okolada, posebno su bogati flavan-3-olima, uglavnom
epikatehinom i njegovim bliskim srodnicima, proantocijanidinima (Zimmermann i Ellinger,
2020). Stereoizomeri (—)-epikatehina koji nastaju tijekom przenja i alkalizacije manje su
bioraspolozivi od prirodnog (—)-epikatehina (Ellinger i sur., 2020). Konjugati faze 1l
epikatehina i metaboliti bez intaktne flavanolne jezgre poput fenolnih kiselina nalaze se u
plazmi i urinu (Mayorga-Gross i Esquivel, 2019). Daljnji metaboliti kao $to su valerolaktoni
nastaju u crijevnom mikrobiomu razgradnjom neapsorbiranih flavanola. Utjecaj svih ovih
metabolita na zdravlje joS nije u potpunosti razjasnjen. Ipak, trenutni podaci ukazuju na moguce
dokaze da bi ti mikrobni metaboliti takoder mogli biti relevantni za ljudsko zdravlje. Osim
flavanola, teobromin i drugi metilksantini, peptidi i hlapljivi spojevi arome takoder mogu
utjecati na ljudsko zdravlje (Mota-Gutierrez i sur., 2019). Mnoge studije, interventne studije ili
epidemioloSka opaZanja, ne fokusiraju se na pojedina¢ne spojeve, ve¢ na kakao kao takav, u

nekim slu¢ajevima, obogacen polifenolima.

Postoje dokazi da flavanoli kakaovca mogu modulirati neke ¢imbenike rizika povezane s
metaboli¢kim sindromom, poput hipertenzije i poremecaja u metabolizmu glukoze i lipida.
Kakao prah bogat flavanolom nije utjecao na nekoliko kardiometabolickih parametara kod

osoba obojelih od dijabetesa tipa 2 jer bi istovremeni tretman snaznim lijekovima poput oralnih



antidijabetika 1 antihipertenziva mogao iscrpiti uc¢inak kakaa (Dicks i sur., 2018). Takoder,
ljuska zrna kakaovca kao nusproizvod proizvodnje kakaovca sadrzi vrijedne fitokemikalije i
moze se koristiti kao sastojak funkcionalne hrane (Rojo-Poveda i sur., 2019). Nekoliko
mehanizama povezano je s blagotvornim djelovanjem kakaovca na zdravlje i bolesti. To
uklju¢uje njegova antioksidativna, antikancerogena, antidijabeti¢ka, protuupalna, antipretilna i

antialergijska svojstva (Martin i Ramos, 2021).

2.4.1. Utjecaj kakaa na kardiovaskularni sustav

Meta-analiza sedam opservacijskih studija (114 009 sudionika) pokazala je da je veca
konzumacija ¢okolade povezana s 37 % nizim rizikom od kardiovaskularnih bolesti (KVB) i
29 % nizim rizikom od mozdanog udara (Buitrago-Lopez i sur., 2011). Potencijalni odnos
izmedu kakaa i smanjenog rizika od kardiovaskularnih bolesti takoder moze biti povezan s
poboljsanjima cirkuliraju¢ih lipida koja se odnose na razine kolesterola, triglicerida,
lipoproteina visoke gustoce (engl. high-density lipoprotein, HDL) i lipoproteina niske gustoce
(engl. low-density lipoprotein, LDL). Mnoge studije istrazivale su u¢inak suplementacije kakao
proizvodima na lipidni profil zdravih osoba, kao i kod osoba s povisenim krvnim tlakom, osoba
s dijabetesom, osoba s hiperkolesterolemijom te osoba s prekomjernom tjelesnom masom
(Martin i Ramos, 2021). Jia i sur. (2010) u osam klini¢kih ispitivanja (215 sudionika) ukazali
su na to da kratkotrajna konzumacija kakaa znacajno smanjuje razine kolesterola i LDL-
kolesterola, ¢ak 1 pri niskim dozama (dnevna konzumacija polifenola <260 mg), kod pojedinaca

koji predstavljaju faktore kardiovaskularnog rizika.

2.4.2. U¢inci kakaa protiv pretilosti

Neke interventne i opservacijske studije povezale su unos proizvoda od kakaa s prevencijom
pretilosti kod ljudi. Sukladno tome, studijom presjeka provedenom s 1018 sudionika (20-85
godina) otkriveno je da su odrasli koji su viSe konzumirali ¢okoladu (proizvode na bazi kakaa)
Cesto imali niZi indeks tjelesne mase (ITM) od onih koji su jeli ¢okoladu rjede (Golomb i sur.,
2012). U drugoj studiji, 60 Zena s prekomjernom tjelesnom masom (20-50 godina) dobivalo je
napitak od kakaa (39,1 g) ili kakaa s aromom nezrele banane (54,1 g) otopljenom u 150 mL
vode u dvostruko slijepom nasumi¢nom 6-tjednom klini¢kom ispitivanju. Medutim, niti jedno

od ovih pica nije promijenilo tjelesnu masu, indeks tjelesne mase ili opseg struka, ali poboljsali
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su dispepsiju i gastrointestinalne simptome (Martin i Ramos, 2021). Stoga, potrebno je provesti

dodatna istrazivanja kako bi se utvrdili povoljni ucinci.

2.4.3. Kakao i mikrobiota

Nedavne studije dokazuju da nemodificirani prehrambeni polifenoli, kao i dio aglikonskih
metabolita, mogu promijeniti zajednicu mikroflore pokazujuci prebioticke ucinke i selektivno
antimikrobno djelovanje protiv patogenih crijevnih mikroba (Kumar i sur., 2019). Od mnogih
vrsta crijevnih mikroba, pokazalo se da su bakterije Escherichia coli, Bifidobacterium sp.,
Lactobacillus sp., Bacteroides sp. i Eubacterium sp. uglavhom odgovorne za metabolizam
polifenola kakaovca. Mikroflora debelog crijeva pretvara polifenole kakaa u male bioaktivne
spojeve, koji imaju sposobnost utjecati na crijevnu ekologiju i bolje se apsorbirati u sistemsku
cirkulaciju umjesto aglikona koji se proizvode u gornjem dijelu gastrointestinalnog trakta.
Dodatak polifenola pospjesuje rast korisnih crijevnih bakterija, kao §to su Lactobacillus i
Bifidobacterium, dok smanjuje broj patogenih vrsta Clostridium, na primjer Clostridium
perfringens (Ma i Chen, 2020). Konzumacija hrane na bazi flavanola kakaa povecava broj
laktobacila i bifidobakterija kod ljudi. Pretpostavlja se da flavanoli kakaovca mogu doprinijeti
kao prebiotici odrzavanju procesa imunomodulacije ometanjem crijevne mikrobiote (Tzounis i
sur., 2011). Dodatno, promjena ukupnog broja fekalnih bifidobakterija i laktobacila povezana

je sa smanjenom koncentracijom C-reaktivnog proteina (CRP).

2.5. ZDRAVSTVENE DOBROBITI ZOBENOG BRASNA I MEDA

2.5.1. Zob

Zelja za hranom s nizim glikemijskim indeksom dovela je do istrazivanja funkcionalnih
sastojaka i novih tehnika obrade hrane. Glikemijski indeks (GI) sredstvo je za procjenu
sposobnosti hrane da podigne razinu glukoze u krvi (Zhang i sur., 2021). Zob je stekla svjetski
ugled kao zdrava i hranjiva namirnica te kao dragocjena sto¢na hrana zbog visokog sadrzaja
proteina. lako se vecina proizvodnje zobi koristi kao hrana za stoku, zob je pogodna za ljudsku

prehranu i ima mnoge primjene, ukljucujuéi kao zobena kasa i zobeno brasno. Zob sadrzZi oko
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60 % Skroba, 14 % proteina, 7 % lipida 1 4 % B-glukana. Za razliku od drugih Zitarica, bogata
je proteinima i lipidima. Posebnost zobi je bogat sadrzaj dijetalnih vlakana, posebice topivih 3-
glukana. Sto se ti¢e mikronutrijenata, zob je posebno bogata kalijem. Ostale manje komponente
kao Sto su fenoli takoder su prisutne u zobi (Zhang 1 sur., 2021). Desetlje¢ima su mnoge
znanstvene studije utvrdile zdravstvene dobrobiti zobi u snizavanju glikemijskog odgovora,
smanjenju razine kolesterola u krvi, balansiranju crijevne mikrobiote i regulaciji krvnog tlaka.
Godine 1997. Agencija za hranu i lijekove u Sjedinjenim Drzavama odobrila je znacajnu
zdravstvenu tvrdnju koja pokazuje da topiva vlakna iz proizvoda od zobi mogu pomo¢i u
smanjenju rizika od src¢anih bolesti. Medu tim znanstvenim istrazivanjima poseban je naglasak
stavljen na blagotvorno djelovanje zobi na razinu glukoze u krvi. Skrob se prema brzini probave
moze klasificirati kao brzo probavljivi $krob, sporo probavljivi §krob i rezistentni Skrob. Udio
sporo probavljivog $kroba u prirodnom zobenom sirovom $krobu je 40 % (Kaur i sur., 2018).
Mljevenjem zobi u zobeno braSno smanjuje se veliina Cestica i1 proizvodi veca povrSina, ¢ime
se pobolj$ava pristup probavnim enzimima i poti¢e povecani glikemijski odgovor (Mandalari i
sur., 2018). In vitro probavljivost Skroba kruha sa zobenim brasnom pokazala je tipi¢ne
eksponencijalne trendove poveéanja. Skrob u kruhu bio je masovno potrosen u prvih 30 minuta,
probavljivost §kroba postupno se usporavala i bila je stabilna kada je vrijeme probave doseglo
120 minuta. Rezultati su pokazali da je probava mijesanog kruha u skladu s kinetikom prvog
reda, a maksimalna probavljivost skroba mijeSanog kruha iznosi vise od 90 %. U usporedbi s
kruhom od ¢istog pSenicnog braSna, probavljivost Skroba kruha sa zobenim braSnom smanjena
je za 7,28 %, $to dokazuje da dodatak zobenog brasna smanjuje probavljivost Skroba kruha
(Cao i sur., 2022).

2.5.2. Med

Med je slatki, gusti sirup koji proizvodi medonosna pcela (Apis mellifera). To je prvi
prirodni zasladivac ikada otkriven, a trenutno se koristi kao hranjivi dodatak prehrani i ljekovito
sredstvo. Med sadrzi oko 180 razli¢itih spojeva, ukljucujuci organske kiseline, elemente u
tragovima, minerale, vitamine, enzime i proteine, medutim, njegova primarna skupina spojeva
su ugljikohidrati, koji se sastoje od priblizno 26 mono- i disaharida prisutnih kao 64,9 do 73,1
9/100 g meda i fruktoze, koja ¢ini 35,6 do 41,8 g/100 g meda (Olas, 2020). Blagotvoran u¢inak
meda na ljudsko zdravlje proizlazi uglavnom iz njegovog sadrzaja fenolnih spojeva (Cianciosi

i sur., 2018). Med ima zastitni u¢inak protiv kardiovaskularnih bolesti (KVB) putem smanjenja
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razine LDL-kolesterola i ispoljavanjem protuupalnog djelovanja, a to djelovanje ovisi 0 vise
¢imbenika, od kojih je jedan njegov kemijski sastav, posebice njegov sastav fenolnih spojeva
(Olas, 2020). Iako je utvrdeno da su antioksidativna svojstva meda u korelaciji s ukupnim
sadrzajem fenolnih spojeva, ona najvjerojatnije nastaju kao rezultat sinergijskog ucinka
razliitih prisutnih fenolnih spojeva (Abdeltaif i sur., 2018). Takoder, otkriveni su potencijalni
neuroloski mehanizmi ukljucenosti meda u poticanje pamcenja, neuroprotektivni ucinak,
antistres svojstva koja su pridonijela pobolj$anju zdravlja mozga. Prisutnost sadrzaja fenola i
flavonoida u medu djeluje kao antioksidans i protuupalno sredstvo za poboljSanje kognitivnih

sposobnosti 1 pam¢enja (Zamri i sur., 2023).

Temeljem navedenog, vidljivo je da na trziStu ve¢ postoje brojni obogaceni funkcionalni kakao
napitci, koji kao bazni sastav najceSce koriste 70 % Secera 1 30 % kakaa. Uzevsi u obzir gore
navedena funkcionalna svojstva meda kao prirodnog zasladivaca te zobi kao sirovine bogate
vlaknima i proteinima, cilj ovog rada bio je razviti novi funkcionalni kakao napitak koji bi kao
alternativa postoje¢im napitcima na trzistu, kao zasladiva¢ koristio med, a kao sredstvo za

zgusnjavanje zob te samim time imao i bogatiji nutritivni sastav.
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3. EKPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

U eksperimentalnom dijelu ovog diplomskog rada koriSteni su sljede¢i materijali:

Kakao prah (Nutrigold, Zagreb, Hrvatska)

Zobeno brasno (Nutrigold, Zagreb, Hrvatska)

Med (Bagrem; Krapina, Hrvatska)

Aroma naran¢e (AROMAR d.o.o., Klostar Ivani¢, Hrvatska)
Aroma maline (AROMAR d.o.0., Klostar Ivani¢, Hrvatska)
Svjeze mlijeko, 2,8 % m.m. (Dukat, Zagreb, Hrvatska)

3.1.1. Reagensi i otapala

Od reagensa 1 otapala koriSteni su:

Destilirana voda

Etanol 96 %-tni (C2HsOH) (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Folin-Ciocalteu reagens (razrijeden vodom u omjeru 1:2) (Supelco; SigmaAldrich,
Darmstadt, Njemacka)

20 %-tna otopina natrijevog karbonata (Na2CQOz) (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska)
Metanol, p.a. (CH3OH) (CARLO ERBA Reagents, Val-de-Reuil, Francuska)
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) (SigmaAldrich, Steinheim, Njemacka)

40 mM otopina klorovodiéne kiseline (HCI) (Fischer Chemical, Loughborough,
Ujedinjeno Kraljevstvo)

Natrij acetat-trihidrat (CH3COONa - 3H20) (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska)
Koncentrirana octena kiselina (CH3COOH) (T.T.T. d.o.0, Sveta Nedjelja, Hrvatska)
10 mM otopina 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina (TPTZ) (SigmaAldrich, Steinheim,
Njemacka)

20 mM otopina zeljezo(II1)-klorid-heksahidrata (FeClz - 6H20) (Gram-Mol, Zagreb,
Hrvatska)

Zeljezo(1l)-sulfat-heptahidrat (FeSOa - 7H20) (SigmaAldrich, Steinheim, Njemacka)
Natrijev klorid (NaCl) (SigmaAldrich, St. Louis, SAD)

Kalcijev klorid (CaCl,) (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska)

Alfa amilaza (SigmaAldrich, Steinheim, Njemacka)
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Fosfatni pufer

Pepsin (Fischer Chemical, Loughborough, Ujedinjeno Kraljevstvo)

Natrij dihidrogenfosfat dihidrat (NaH2PO4 - 2H20) (p.a., Kemika, Zagreb, Hrvatska)
Dinatrij hidrogen fosfat (Na2HPOs) (p.a., Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Pankreatin (SigmaAldrich, Steinheim, Njemacka)

Natrijev hidrogenkarbonat (NaHCO3) (Gram Mol, Zagreb, Hrvatska)

Zuéne soli (SigmaAldrich, Steinheim, Njemacka)

Trolox (SigmaAldrich, Steinheim, Njemacka)

Galna kiselina 98 %-tna (AcrosOrganics, New Jersey, SAD)

2,4,6-tris (2-piridil)-s-triazin (SigmaAldrich, Steinheim, Njemacka)

3.1.2. Aparatura i pribor

Aparatura:

Laboratorijska suSara Inkolab (INKOlab, Zagreb, Hrvatska)

Analiti¢ka vaga (Sartorius AG, Goettingen, Njemacka)

Eksikator (Normax, Marinha Grande, Portugal)

Rotacijski viskozimetar (Anton Paar, Graz Austrija)

Vibracioni volumetar (vlastita izrada)

Instrument za mjerenje aktiviteta vode (Ro-tronic, 8303 Bassersdorf)
Stoperica

PCE-CSM3 kolorimetar (PCE Instruments, Njemacka)

Vodena/uljna kupelj (IKA HBR4 digital, IKA-Werke, Staufen, Njemacka)
Set za vakuum filtraciju (Rocker 300-LF30, Rocker Scientific Co., Ltd., New Taipei
City, Tajvan)

Konduktometar/ pH metar (CH-9100 Herisau, Svicarska)

Refraktometar (ABBE, 2WAJ, Bluewave Industry Co., Ltd, Kina)
Vorteks (BiosanVortex V1 Plus, Riga, Latvija)

Magnetska mijeSalica (SB 162-3, Stuart, Staffordshire, Velika Britanija)

Analizator veli¢ine Cestica (Malvern Instruments, Malvern, Velika Britanija)
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Pribor:
- Limene posude za susenje
- Menzure volumena 100 mL, 250 mL
- Stakleni Stapi¢
- Staklene ¢ase volumena 25 mL, 50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL
- Stakleni lijevak
- Falkon kivete volumena 50 mL
- Magnetié¢i za mijeSanje
- Staklene epruvete
- Stalak za epruvete
- Staklene pipete volumena 5 mL, 10 ml
- Mikropipete volumena 0-100 uL, 500 uL, 1000 pL
- Kivete za spektrofotometrijsko mjerenje
- Odmijerne tikvice volumena 25 mL, 100 mL, 200 mL, 250 mL, 500 mL
- Aluminijske posudice s poklopcem
- Metalna S$patulica
- Filter papir od celuloze (veli¢ina pora 5-13 um) (LLG Labware Meckenheim,
Njemacka)

3.2. METODE

3.2.1. Priprema kakao smjese za suSenje

Postupak izrade smjese ukljuCuje vaganje svih sastojaka (kakao prah, zobeno brasno, med)
u odredenim omjerima, uz dodatak 100 mL vode za lakSe mijeSanje. Smjesa se mijeSala sa
Stapnim mikerom i izlila u posude za suSenje u sloju debljine oko 5 mm. Zatim su se smjese
susile u konvekcijskoj susari na 70 °C do postizanja vlage oko 5-8 %. Nakon $to su se smjese
posusile, izmljele su se u prah, skladistile te su se provodile fizikalne, kemijske i senzorske

analize i ispitivala njihova probavljivost.

Istrazivanja su se provodila prema unaprijed definiranom faktorskom (engl. full factorial)
dizajnu eksperimenta sa 2 parametra na 3 razine: a) omjer med/zob (50:50; 21,605 g meda i
21,605 g zobi, 60:40; 23,7655 g meda i 19,4445 g zobi, 40:60; 19,4445 g meda i 23,7655 g
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zobi) i b) udio kakao praha (5,0 g, 6,25 g, 7,5 g) (Apriyanto i sur., 2016). Dizajn eksperimenta
je prikazan u tablici:

Tablica 1. Dizajn eksperimenta za proizvodnju kakao mjeSavina za suSenje

Broj uzoraka Omjer med/zob (udio meda) (%) | Kakao prah (g)
1 50:50 7,5
2 60:40 6,25
3 40:60 (19,4445 g medai 23,76559 | 5,0

zobi)
4 40:60 6,25
5 60:40 7,5
6 50:50 50
7 60:40 (23,7655 g meda i 19,4445 g | 5,0
zobi)
8 40:60 7,5
9 50:50 (21,605 g meda i 21,605 g | 6,25
zobi)

U tablici 1 prikazano je 9 uzoraka s razli¢itim omjerima med/zob te masom kakao praha. Na
temelju tih omjera radene su analize na uzorcima kako bi se naposljetku dobio optimalan omjer
(validacijski uzorak) na kojem su se kasnije takoder radile fizikalne, kemijske i senzorske

analize te probavljivost, uz dodatak dvije arome (naranca i malina).

3.2.2. Analiza smjesa prije suSenja

3.2.2.1. Gravimetrijska analiza sadrZaja vlage u uzorku

Na analitickoj vagi (Sartorius AG, Goettingen, Njemacka) izvagano je 3 grama uzorka koji
je zatim stavljen u posudicu za susenje. Susenje se provodilo u laboratorijskoj susari Inkolab
(INKOlab, Zagreb, Hrvatska) pri temperaturi 105 = 2 °C 3 sata. Nakon susenja uzorci su
premjesteni u eksikator, ohladeni na sobnu temperaturu te ih je bilo potrebno izvagati. Za svaki
uzorak provodila su se dva paralelna mjerenja, a rezultati su prikazani kao prosjecna vrijednost

+ standardna devijacija. Postotak vlage u uzorku izracunat je prema jednadzbi 1:
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my;—mg

% vlage = - 100 [1]

mp—1my

Gdje je: my = masa prazne posudice za suSenje (Q)
m2 = masa posudice i uzorka smjese prije susenja (Q)

ms= masa posudice i uzorka smjese nakon susenja ()

3.2.2.2. Viskoznost smjese

Viskoznost se odredivala primjenom rotacijskog viskozimetra (Anton Paar, Graz Austrija)
primjenom odgovarajuceg nastavka koji se odabire prema pretpostavljenoj viskoznosti smjese.
Na smjesi su se provodila 3 paralelna mjerenja, a rezultati su prikazani kao prosjec¢na vrijednost

+ standardna devijacija.

3.2.3. Fizikalna svojstva prahova
3.2.3.1. Odredivanje raspodjele velicine Cestica

Za mjerenje raspodjele veliCine Cestica koriStena je metoda laserske disfrakcije pomocu
uredaja Mastersizer 2000 s jedinicom za suhu disperziju Scirocco 2000 (Malvern Instruments,
Royston, Velika Britanija). Rezultati su prikazani pomocu parametara raspodjele veli¢ine

Cestica:

e d(0,5) (engl. mass median diameter) predstavlja promjer Cestica za koji vrijedi da 50 %
ukupnog broja Cestica ima veci, odnosno manji promjer od tog promjera

e d(0,1) veli¢ina Cestica od koje je manje 10 % Cestica cijelog uzorka

e D (0,9) veli¢ina Cestica od koje je manje 90 % Cestica cijelog uzorka

e D [4,3] (engl. volume weighted mean) ili de Brouckereov srednji promjer

e D [3,2] (engl. surface weighted mean) ili Sauterov srednji promjer
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3.2.3.2. Nasipna gustoca i svojstva tecenja (Hausnerov omjer, Carrov indeks)

Uzorak je nasipan u menzuru ukupnog volumena 250 mL te izvagan. Nakon o€itanja pocetne
mase 1 volumena, menzura s uzorkom je pri¢vrS¢ena na postolje vibracionog volumetra.
Volumetar se pokrecée ukljucivanjem sklopke te se promjena volumena ocitavala nakon 10, 100
1 1250 udaraca. Iz dobivenih podataka izracuna se nasipna gusto¢a uzoraka nakon 0 udaraca i
nakon 1250 udaraca koja se koristi za izraCunavanje svojstava teCenja prema Hausnerovom

omjeru (HR) i Carrovom indeksu (Ic) prema jednadzbama:

HR = Pvibraciona(1250) [2]
Pslobodna(0)

I = Pvibraciona(1250) — Pslobodna(0) - 100 3]
Pslobodna(o)

Gdje je: pvibraciona (1250) = nasipna gustoca nakon 1250 udaraca (g/cm®); psiobodna (0) = nasipna

gusto¢a nakon 0 udaraca (g/cm?®)

3.2.3.3. Analiza aktiviteta vode

Aktivitet vode u uzorcima analiziran je Rotonic instrumentom za mjerenje aktiviteta vode.
Uzorak je stavljen u plasti¢nu posudicu (posudicu napuniti uzorkom do otprilike jedne trecine),

stavljen je u komoru za mjerenje i pokrenut je aw metar. Dobiveni rezultat prikazan je kao
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prosjecna vrijednost + standardna devijacija te se mjerenje joS jednom ponovilo sa svjezim

prahom (2 paralelna mjerenja po uzorku).

3.2.3.4. Analiza rekonstitucijskih svojstava

Disperzibilnost

Disperzibilnost praha definira se kao vrijeme (u sekundama) potrebno da se odredena
kolicina praha u potpunosti rasprsi u odredenoj koli¢ini vode pri odredenoj temperaturi. Uzorak
(jedna vrhom puna Cajna Zlicica) je dispergiran u 100 mL destilirane vode sobne temperature.
U trenu kad je uzorak usipan u 100 mL vode, pokreée se Stoperica i po¢inje ru¢no mijesanje
otopine staklenim $tapi¢em s priblizno 25 kruznih pokreta kroz 15 sekundi. Stoperica se
zaustavlja kada su sve nakupine praha rasprSene u ¢asi s vodom. Disperzibilnost se izrazava
kao broj sekundi koje su protekle od pocetka mijesanja do potpunog rasprsenja praha u vodi.

Provodila su se tri paralelna mjerenja, a rezultati su prikazani kao prosje¢na vrijednost.
Mocivost

Za potrebe mjerenja izraden je lijevak od papira visine 100 mm, donjeg promjera 40 mm i
gornjeg promjera 90 mm u koji je usipan uzorak prije mjerenja, a ¢ija je uloga bila osigurati
¢im ravnomjerniju raspodjelu praha po povrsini tekucine. Lijevak se postavlja na ¢aSu s 100
mL destilirane vode na sobnoj temperaturi te je u lijevak stavljen tucak ¢ija je uloga prekriti
otvor lijevka da se sprijeci prijevremeno istjecanje praha. Jedna vrthom puna ¢ajna Zlica praha
je nasipana u lijevak, ukloni se tu¢ak te se pokrece Stoperica. Mocivost se definira kao vrijeme
u sekundama potrebno da prah u potpunosti probije mirnu povrsinu tekucine. Provodila su se

tri paralelna mjerenja, a rezultati su prikazani kao prosjec¢na vrijednost.

3.2.3.5. Boja prahova

Boja prahova odreduje se primjenom PCE-CSM3 kolorimetra (PCE Instruments,
Njemacka), uz prethodnu kalibraciju na bijelu plo¢u. Odreduje se pet parametara boje

(Hunterove koordinate boje):

e L*vrijednost - predstavlja svjetlost; svijetlo (L=100) ili tamno (L=0)

e a* vrijednost - predstavlja raspon od zelene do crvene; zeleno (-a) ili crveno (+a)
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e b* vrijednost - predstavlja raspon od plave do zute; plavo (-b) ili Zuto (+b)
e Chroma vrijednost - predstavlja zasi¢enje boje

e hue vrijednost - predstavlja ton (kut) boje

Za svaki uzorak provodila su se tri paralelna mjerenja, a rezultati su prikazani kao prosjecna

vrijednost &+ standardna devijacija.

3.2.4. Kemijska svojstva ekstrakata prahova
3.2.4.1. Priprema ekstrakata

Prije pripreme ekstrakta bilo je potrebno pripremiti 70 %-tnu otopinu etanola kao
ekstrakcijskog otapala. Izvagano je 3 g usitnjenog uzorka i dodano u 90 mL ekstrakcijskog
otapala prethodno termostatiranog na 70 °C u vodenoj/uljnoj kupelji (IKA, Staufen, Njemacka).
Ekstrakcija je provodena 30 minuta pri brzini okretaja mijeSalice od 500 rpm u pokrivenim
staklenim ¢asama, kako bi se sprijecilo isparavanje otapala. Dobiveni ekstrakt je profiltriran na
setu za vakuum filtraciju (Rocker 300-LF30, New Taipei City, Tajvan) i spremljen u Falkon

kivete od 50 mL. Uzorci se ¢uvaju u zamrzivacu do provodenja analiza.

3.2.4.2. Vodljivost i ukupne otopljene tvari ekstrakata

Vodljivost i TDS (engl. total dissolved solids; ukupne otopljene tvari u otopini) odredivani
su pomoé¢u konduktometra (CH-9100 Herisau, Svicarska) uranjanjem sonde u teku¢i ekstrakt.
Provodila su se tri paralelna mjerenja, a rezultati su prikazani kao prosje¢na vrijednost +

standardna devijacija.

3.2.4.3. Mjerenje pH vrijednosti ekstrakata

pH vrijednost ekstrakata odredivana je direktnim uranjanjem pH sonde (CH-9100 Herisau,
Svicarska) u svjeZe pripremljene ekstrakte. Prije mjerenja bilo je potrebno izbazdariti pH metar
standardnim otopinama. Provodila su se tri paralelna mjerenja, a rezultati su prikazani kao

prosjecna vrijednost = standardna devijacija.
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3.2.4.4. Odredivanje ukupnih polifenola

Koli¢ina ukupnih polifenola odreduje se spektrofotometrijski koristenjem Folin-Ciocalteu
metode. Pri oksidaciji fenolnih spojeva u blago alkalnim uvjetima, fosforwolframova i
fosfomolbidenska kiselina reduciraju se u wolframov oksid i molbidenov oksid koji su plavo
obojeni. Nastali intenzitet obojenja mjeri se pri valnoj duljini od 765 nm (Pinelo i sur., 2005).

U epruvetu je otpipetirano 3,95 mL destilirane vode, 50 puL uzorka, 250 uL. Folin-Ciocalteu
reagensa i 750 uL 20 %-tne otopine natrijevog karbonata (Na,CO3). Nakon dodatka 20 %-tne
otopine Na,COs pokrece se reakcija te su uzorci stajali 2 sata na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega
je izmjerena apsorbancija razvijenog plavog obojenja pomocu spektrofotometra na 765 nm.
Osim uzoraka pripremljena je i slijepa proba, na isti nacin kao i reakcijska smjesa za uzorke,
samo S$to je umjesto uzorka sadrzavala 50 pL destilirane vode. Za svaki uzorak pripremljene su

dvije paralelne probe, a kao rezultat je uzeta srednja vrijednost.

Udio ukupnih polifenola izra¢unat je na osnovu jednadzbe bazdarnog pravca galne kiseline (0
— 100 mg/L) (slika 1), a rezultati se izrazavaju kao mg ekvivalenata galne kiseline (GAE)/L po

gramu suhe tvari uzorka.
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Slika 1. Bazdarni pravac galne kiseline
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Na temelju dobivenih rezultata, jednadZzba pravca glasi:

y=0,0012x [4]

R?=0,9617

Gdje je: y=apsorbancija pri 765 nm, x= koncentracija galne kiseline mg/L, R?= koeficijent

determinacije.

3.2.4.5. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Ova metoda odredivanja antioksidativne aktivnosti temelji se na redukciji DPPH radikala
(1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) u metanolnoj otopini, koja je pra¢ena kolorimetrijskom reakcijom.
U prisutnosti elektron donora - AH (antioksidans koji gasi slobodne radikale) dolazi do
sparivanja elektronskog para DPPH radikala te do promjene ljubicaste boje otopine u Zutu, §to
se prati mjerenjem apsorbancije u opadanju (Brand-Williams i sur., 1995).

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti pripremljena je 0,094 mM otopina 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil radikala (DPPH) u metanolu. U staklenu epruvetu otpipetirano je 100 pL
ispitivanog uzorka i dodano 3,9 mL 0,094 mM otopine DPPH. Reakcija se odvija 30 min u
mraku nakon Cega je izmjerena apsorbancija pri 515 nm u odnosu na slijepu probu. Slijepa

proba, umjesto uzorka, sadrzava jednaki volumen metanola.

Na osnovu izmjerenih vrijednosti apsorbancija i poznatih vrijednosti koncentracija Trolox-a
kao standarda konstruiran je pravac ovisnosti apsorbancije AA o koncentraciji mmol/L,
odnosno bazdarni pravac (slika 2). Promjena apsorbancije DPPH radikala (AA), nakon reakcije
s uzorkom, raCuna se oduzimanjem apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe probe. Rezultati
AA preraunavaju se prema jednadzbi bazdarnog pravca u koncentracije (mmol/L Trolox
ekvivalenta) te se izraZzavaju kao molarni (mmol/g) udio ekvivalenata Trolox-a po gramu suhe

tvari uzorka.
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Slika 2. Bazdarni pravac za Trolox

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:

y =1,3129x 5]

R? =0,9985
Gdje je: y = razlika asorbancije uzorka i slijepe probe pri 515 nm, x = ekvivalent Troloxa

(mmol/L ), R%= koeficijent determinacije

3.2.4.6. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

Za pripremu FRAP reagensa bilo je potrebno pripremiti acetatni pufer koncentracije 300
mM, 10 mM otopinu 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina (TPTZ) te 20 mM vodenu otopinu Zeljezo
(11)- klorid-heksahidrata (FeCls - 6H20). FRAP reagens pripremljen je mijesanjem 25 mL
acetatnog pufera, 2,5 mL TPTZ-ai 2,5 mL FeCls - 6H20, tako da omjer dodanih otopina bude
10:1:1 (Ivankovi¢, 2020).

Za postupak mjerenja, u kiveti je pomijesano 50 pL uzorka i 950 pL FRAP reagensa te je nakon

to¢no 4 minute izmjerena apsorbancija na 593 nm, u odnosu na slijepu probu. Slijepa proba se
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priprema tako da se umjesto uzorka 50 pL destilirane vode pomijesa s istom koli¢inom FRAP

reagensa (950 uL).

Na osnovu izmjerenih vrijednosti apsorbancija i poznatih vrijednosti koncentracija FeSOgs -
7H-0 kao standarda konstruiran je pravac ovisnosti apsorbancije AA o koncentraciji FeSO4 -
7H20, izrazenoj u mmol/L, odnosno bazdarni pravac (slika 3). Promjena apsorbancije (AA)
racuna se oduzimanjem apsorbancije slijepe probe od apsorbancije uzorka. Rezultati AA
preraCunavaju se prema jednadzbi bazdarnog pravca u koncentracije (mmol/L ekvivalenta

FeSOs - 7TH20) te se izrazavaju kao molarni (mmol/g) udio po gramu suhe tvari uzorka.
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Slika 3. Bazdarni pravac za zeljezo(Il)-sulfatheptahidrat

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:

y =0,9116x [6]
R? =0,9962

Gdje je: y=apsorbancija pri 593 nm, x= koncentracija mmol Zeljezo(II)-sulfatheptahidrata, R2=

koeficijent determinacije
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3.2.4.7. Odredivanje Secera po Brixu

Seéeri su odredivani pomocu refraktometra (ABBE, 2WAJ, Bluewave Industry Co., Ltd,
Kina) metodom po Brixu. Uzorak ekstrakta (2-3 kapi) se kapne na plo¢icu refraktormetra i
rezultat se ocita na skali refraktometra u obliku refrakcijskog indeksa i % Brixa. Provodila su

se tri paralelna mjerenja, rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +SD.

3.2.5. Probavljivost (bioraspolozivost)

In vitro simulacija probavnog sustava provedena je prema metodi autora Ortega i sur. (2011).
Za odredivanje bioraspolozivosti koriSteni su uzorci prahova. In vitro simulacija probavnog
procesa zapocinje korakom koji simulira uvjete u ustima. Odvagano je 40 mg alfa amilaze 1
otopljeno u 40 mL fosfatnog pufera zajedno s dodatkom 0,04 % NaCl-a i 0,004 % CaCl,. Tako
pripremljena otopina stavljena je u uljnu kupelj i1 zagrijana na temperaturu od 37 °C. Kad je
dostignuta potrebna temperatura, dodano je 4 grama praSkastog uzorka i pokrenuta je Stoperica.
Inkubacija je trajala 5 minuta. Nakon zavrSetka inkubacije, uzima se 500 puL uzorka reakcijske
mjeSavine, profiltrira i razrijedi u Eppendorf kiveti s 500 pL destilirane vode te se stavlja na
hladenje. Kako bi se simulirali uvjeti probave u Zelucu, pH reakcijske mjesavine bilo je
potrebno podesiti na pH=2 pomocu koncentrirane klorovodi¢ne kiseline (HCI). Nakon $to je
pH podesen, dodana je suspenzija pepsina (60 mg pepsina otopljenog u 4 mL 0,01 mol/L HCI)
te je reakcijska mjesavina inkubirana 2 sata pri 37 °C. Nakon zavrSetka inkubacije, uzeto je 500
uL uzorka reakcijske mjesavine, profiltrirano te se kiveta s uzorkom odmabh stavlja na hladenje.
Nakon zavrSenog drugog koraka probave (zeludac), pH reakcijske mjesavine podesio se na
pH=6,5 dodatkom NaHCOs3, §to odgovara uvjetima u tankom crijevu. Nakon §to je pH podesen
dodana je suspenzija pankreatina (0,08 grama pankreatina otopljenog u 10 mL fosfatnog pufera
i1 0,5 grama Zu¢nih soli otopljenih u 10 mL fosfatnog pufera). Mjesavina je inkubirana 2 sata
pri 37 °C. Nakon zavrSetka inkubacije, uzima se 500 pL uzorka reakcijske mjesavine, profiltrira
te se kiveta s uzorkom odmabh stavlja na hladenje. Nakon svakog provedenog koraka in vitro
simulacije probavnog sustava, u dobivenim uzorcima odredivan je sadrzaj ukupnih polifenola,
antioksidacijski kapacitet, sadrzaj Secera, TDS i vodljivost prema prethodno opisanim

metodama.
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3.2.6. Senzorska analiza kakao prahova i instant napitaka

3.2.6.1. Priprema uzoraka za senzorsku analizu

Za senzorsku analizu napitci su pripremljeni dodatkom 5 g praha u 100 mL zavrelog mlijeka,

uz mijeSanje 3 minute kako bi se napitak zgusnuo.

3.2.6.2. Provodenje senzorske analize

Senzorska analiza je analiza kojom se utvrduje opis senzorskih svojstava, karakteristika 1
razlika izmedu proizvoda koje mogu utjecati na prihvacanje kod potrosaca (Cempaka i sur.,
2021). Senzorske analize provodene su prema hedonistickoj skali. Uzorcima se dodjeljuju
ocjene 1-5, ovisno o promatranom svojstvu. Ocjena 1 znacila je da uzorak nije prihvacen (,,ne
svida mi se*), a ocjena 5 znacila je visoku prihvatljivost (,,svida mi se®). Ocjenjivano je 6

svojstava: izgled, boja, miris, slatkoca, okus i naknadni okus.

3.2.7. Statisti¢ka obrada podataka i optimiranje sastava

Statisticka obrada podataka dobivenih eksperimentima provedena je upotrebom
programskog paketa Statistica v. 14.0 (Tibco Statistica, Palo Alto, SAD), primjenom kojeg su
izraCunate srednje vrijednosti mjerenja i standardne devijacije. Podaci su analizirani primjenom
analize varijance (ANOVA) s razinom znacajnosti p<0,05. Upotrebom istog programskog
paketa napravljen je dizajn eksperimentate su udjeli meda/zobi i dodatka kakao praha definirani
koristeci potpuni faktorski (eng. full factorial) dizajn pokusa. Optimiranje sastava mjeSavina
provedeno je u istom programskom paketu, definiranjem profila pozeljnosti pri ¢emu su kao
ulazni parametri koristeni udjeli meda/zobi i kakaa zadani dizajnom pokusa (tablica 1), a kao
izlazni parametri koriStena su fizikalna, kemijska i senzorska svojstva pripremljenih mjeSavina.
Nakon definiranja optimalnih udjela meda/zobi i kakao praha, proizvedena je jos jedna
mjeSavina optimalnog sastava kao validacijska mjesavina za modelom dobivene podatke te
dvije mjeSavine optimalnog sastava koje su aromatizirane aromama naranc¢e i maline kako bi
se utvrdilo hoce li dodatak navedenih aroma imati pozitivan utjecaj na fizikalna, kemijska i

senzorska svojstva novorazvijenog proizvoda.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu koriSten je proces suSenja u tankom sloju kako bi se razvio novi instant kakao
napitak na bazi meda. U tu je svrhu proveden faktorski (engl. full factorial) dizajn eksperimenta
s 2 parametra na 3 razine: a) omjer med/zob i b) udio kakao praha. Proizvedeno je 9 uzoraka
kojima su analizirana fizikalna, kemijska i senzorska svojstva. Rezultati su prikazani u 5
potpoglavlja: analiza smjesa prije suSenja, fizikalna svojstva prahova, kemijska svojstva
ekstrakata prahova, senzorska svojstva kakao napitaka te optimiranje sastava smjese i
validacijski pokusi. Od fizikalnih svojstava prahova, odredivana je raspodjela veli¢ine Cestica
prikazana u tablici 2, nasipna gustoca i svojstva tecenja koji su prikazani u tablici 3, analiza
sadrzaja vlage u uzorcima kakao prahova (slika 7), analiza aktiviteta vode prikazana na slici 8,
analiza rekonstitucijskih svojstava, disperzibilnosti i mocivosti, prikazana na slikama 9 i 10 te
je odredivana i boja prahova, $to je prikazano u tablici 4. Od kemijskih svojstava ekstrakata
prahova, odredivana je vodljivost i ukupne otopljene tvari ekstrakata kakao prahova, prikazani
naslici 11, pH vrijednost ekstrakata kakao prahova (slika 12), odredivani su i ukupni polifenoli,
antioksidacijska aktivnost DPPH i FRAP metodom, $to je prikazano na slikama 13, 14 i 15 te
Seceri po Brixu prikazani na slici 16. Takoder je ispitivana probavljivost tako $to je provedena
in vitro simulacija probavnog sustava te su rezultati prikazani na slikama 17, 18 i 19. Provedena
je 1 senzorska analiza pripremljenih napitaka pomoc¢u panel skupine koja je ocijenjivala 7
svojstava, koji su prikazani na slici 20. Naposlijetku je provedena statisticka obrada podataka
upotrebom programskog paketa Statistica v. 14.0 (Tibco Statistica, Palo Alto, SAD),
primjenom kojeg su izraCunate srednje vrijednosti mjerenja i standardne devijacije. Optimiranje
sastava provedeno je u istom programskom paketu. Nakon definiranja optimalnih udjela
meda/zobi 1 kakao praha, proizvedena je joS jedna mjeSavina optimalnog sastava kao
validacijska mjeSavina za modelom dobivene podatke te dvije mjeSavine optimalnog sastava
koje su aromatizirane aromama narance te su tim uzorcima takoder odredivana navedena

fizikalna, kemijska i senzorska svojstva te su rezultati prikazani u tablici 5.
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4.1. ANALIZA SMJESA PRIJE SUSENJA

4.1.1. Sadrzaj vlage pjene prije suSenja

Na slici 4 prikazan je sadrzaj vlage pjene prije susenja. U procesu susenja pjenaste podloge,
tekucina se pretvara u stabilnu pjenu dodavanjem plina i sredstava za pjenjenje. Hrana se susi
primjenom vruéeg zraka, §to rezultira osuSenim prahom. Zbog porozne strukture pjene 1 velike
povrsine, prijenos mase je povecan u odnosu na krutu hranu, $to dovodi do kraceg razdoblja
dehidracije i vece kvalitete proizvoda (Lobo i sur., 2017). Postotci vlage u pjenama krecu se

od 76,32 % (uzorak 5) do 77,54 % (uzorak 7).
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Slika 4. Sadrzaj vlage pjene prije suSenja prikazan kao srednja vrijednost + SD (n=2)

Najnizi postotak vlage izmjeren je kod uzorka broj 5 (23,7655 g meda, 19,4445 g zobi i 7,5 g
kakao praha), a najvisi postotak vlage izmjeren je kod uzorka broj 7 (23,7655 g meda, 19,4445
g zobi i 5 g kakao praha). Prema izmjerenim vrijednostima, postotak vlage je visi kod uzoraka
koji sadrze manju koli¢inu kakao praha (uzorci 3, 6 1 7), dok je nizi kod uzoraka s vecim
sadrzajem kakao praha (uzorci 1, 5 1 8) dok omjer med/zob u ovom slucaju nije pokazao

znacajan utjecaj na postotak vlage u uzorcima.
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4.1.2. Viskoznost pjene prije suSenja

Slika 5 prikazuje podatke za viskoznost pjene prije suSenja. Vrijednosti se krecu od 309,8
Pas (uzorak 7) do 571,65 Pas (uzorak 8). Najmanju viskoznost pokazao je uzorak broj 7
(23,7655 g meda, 19,4445 g zobi i 5 g kakao praha), dok je najvecu viskoznost pokazao uzorak
broj 8 (19,4445 g meda, 23,7655 g zobi i 7,5 g kakao praha).
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Slika 5. Podaci za viskoznost pjene prije suSenja prikazani kao srednja vrijednost + SD (n=2)

Batur i sur. (2010) ispitivali su utjecaj ultrazvuka na svojstva pjenjenja i viskoznost sladolednih
smjesa. Zakljuceno je da su najvecu viskoznost imali uzorci koji su sadrzavali najveci udio
proteina i manji udio masti. Uzorci s najnizom viskoznosti sadrZavali su najviSe ukupnih Secera
te znatno manje proteina i masti. U ovom radu, prema izmjerenim podacima, manju viskoznost
pokazali su uzorci s manjim sadrzajem kakao praha (uzorci 3, 6 i 7), dok su veéu viskoznost
pokazali uzorci s ve¢im sadrzajem kakao praha (uzorci 1, 5 1 8). Omjer med/zob nije pokazao

znacajan utjecaj na viskoznost pjena, iako je med viskozna tvar.

Thuy i sur. (2020) u svojoj studiji ispitivali su u¢inkovitost dodatka emulgatora na svojstva
viskoznosti kakao prahova. KoriStene su 4 vrste emulgatora u rasponu od 0,25 do 0,7 %.
Dobiveni rezultati pokazali su da razine emulgatora znacajno utje¢u na viskoznost smjese koja

se povecava s visSim udjelom emulgatora i kakao maslaca. Viskoznost emulzija pripremljenih
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koncentracijom od 0,25 1 0,4 % bila je relativno niska. Najveca viskoznost uocena je u
emulzijama pripremljenim u koncentraciji od 0,55 do 0,7 % za svaku vrstu koriStenog

emulgatora.

4.1.3. Ukupni polifenoli i antioksidacijski kapacitet pjena prije susenja

Na slici 6 prikazan je sadrzaj ukupnih polifenola i antioksidacijski kapacitet pjena prije
susenja koji je odreden DPPH i FRAP metodama. Vrijednosti ukupnih polifenola u pjenama
krecu se od 7,45 mg GAE/g s.tv (suhe tvari) (uzorak 6) do 11,05 mg GAE/g s.tv (uzorak 9).
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Slika 6. Sadrzaj ukupnih polifenola i antioksidacijski kapacitet pjena prije suSenja prikazani

kao srednja vrijednost = SD (n=2)

Vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta odredenog DPPH metodom kre¢u se od 0,07 mmol
TE/g s.tv. (uzorak 3) do 0,14 mmol TE/g s.tv. (uzorak 1), a vrijednosti odredene FRAP
metodom od 0,024 mmol FeSO. - 7H20/g s.tv. (uzorak 6) do 0,048 mmol FeSQO4 - 7H20/g s.tv.
(uzorak 5). Najmanji sadrzaj polifenola pokazuju uzorci broj 6 (omjer med/zob 50:50, 5 g kakao

praha) i 7 (60:40, 5 g kakao praha), dok najmanji antioksidacijski kapacitet (DPPH metoda)
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pokazuju uzorci broj 3 (omjer med/zob 40:60, 5 g kakao praha) i 6 (omjer med/zob 50:50, 5 g
kakao praha) te FRAP metodom uzorci broj 6 (omjer med/zob 50:50, 5 g kakao praha ) i 3
(omjer med/zob 40:60, 5 g kakao praha).

S druge strane, najveci sadrzaj polifenola pokazali su uzorci broj 9 (omjer med/zob 50:50, 6,25
g kakao praha) i 5 (omjer med/zob 60:40, 7,5 g kakao praha), a najveci antioksidacijski
kapacitet DPPH metodom pokazali su uzorci broj 1 (omjer med/zob 50:50, 7,5 g kakao praha)
i 5 (omjer med/zob 60:40, 7,5 g kakao praha) te FRAP metodom uzorci broj 5 (omjer med/zob
60:40, 7,5 g kakao praha) i 8 (omjer med/zob 40:60, 7,5 g kakao praha). Na temelju svih
navedenih rezultata, vidljiv je utjecaj sadrzaja kakao praha u uzorcima, na nacin da uzorci s
veéim sadrzajem kakao praha pokazuju i veéi sadrzaj ukupnih polifenola, kao i1 veci
antioksidacijski kapacitet odreden objema metodama. Omjer med/zob u ovom slucaju nije

pokazao znacajan utjecaj na dobivene rezultate.

Lobo i sur. (2017) proizvodili su prah od manga susenjem u pjeni. Zakljucili su da je
antioksidacijski kapacitet, kao i sadrzaj polifenola, bio ve¢i nakon postupka suSenja. Taj
zakljucak objasnjavaju time da je postupak susenja u pjeni metoda koja se koristi za smanjenje
izlozenosti visokim temperaturama i dugim vremenima toplinske obrade, §to moze objasniti
visoki kapacitet antioksidansa u osu$enim uzorcima. Toplinska obrada najvjerojatnije olaksava

ekstrakciju polifenolnih spojeva koji su povezani s matricom hrane.

4.2. FIZIKALNA SVOJSTVA PRAHOVA
4.2.1. Odredivanje raspodjele veliine Cestica
Veli¢ina Cestica jedno je od najvaznijih svojstava koja utjecu na ponaSanje praha tijekom

rukovanja, transporta i skladistenja (Fu i sur., 2012). Rezultati mjerenja raspodjele veli¢ine

Cestica prikazani su u tablici 2.
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Tablica 2. Parametri raspodjele veli¢ine Cestica kakao prahova prikazani kao srednja vrijednost

+ SD (n=3)
UZORCI | d(0,1) d (0,5) d (0,9) D [3,2] D [4,3]
1 918,10 £ 61,51 | 1279,21 +24,30 | 1655,12+ 34,19 | 1076,42 +£280,20 | 1279,49 + 33,76
2 79,52+ 19,91 367,94+ 121,05 | 970,03 + 282,02 | 167,19+ 39,13 458,41 +£133,23
3 72,43 + 10,07 372,57 +£44,87 | 956,32+ 142,12 | 133,25+ 15,23 454,56 £ 60,41
4 232,61 +24,09 | 580,67+69,31 | 1128,12+97,36 | 363,24+ 31,86 635,84 + 33,27
5 65,38 + 5,58 293,26 +£35,33 | 818,13 £149,08 | 141,83 +12,00 379,95 £ 54,92
6 82,33 £1,63 363,56+ 10,70 | 935,68 + 38,06 169,65 + 2,93 448,26 + 13,93
7 88,49 + 5,06 339,34 +20,80 | 801,01 +35,88 181,74 £ 10,16 399,56 + 19,86
8 49,50 + 3,07 275,56 £ 17,38 | 753,76 £ 95,31 96,01 £4,72 351,38 £ 34,47
9 63,04 + 8,99 315,71 £48,05 | 857,35+91,14 123,37 £ 14,51 399,95 + 45,69

Raspon kretanja parametara je sljedeci: za parametar d (0,1) kreé¢e se od 49,50 + 3,07 do
918,10 £ 61,51 pum, za parametar d (0,5) od 275,56 + 17,38 do 1279,21 + 24,30 um, za d (0,9)
od 753,76 £ 95,31 do 1655,12 + 34,19 pm, za D [3,2] od 96,01 = 4,72 do 1076,42 + 280,20 um
te za D [4,3] od 351,38 + 34,47 do 1279,49 + 33,76 um. Najmanje vrijednosti prema
parametrima pokazuje uzorak broj 8 (19,4445 g meda, 23,7655 g zobi i 7,5 g kakao praha), dok
najvece vrijednosti pokazuje uzorak broj 1 (21,605 g meda, 21,605 g zobi i 7,5 g kakao praha).
Nadalje, vidljiva je velika razlika parametara raspodjele veli¢ine Cestica za uzorke 1 i 4 kod
svih parametara, sto bi se moglo povezati sa vrijednostima viskoznosti pripremljenih smjesa,
gdje je veca viskoznost ujedno 1 dovela do slabije ucinkovitosti procesa mljevenja. Prema
literaturnim podacima, proces mljevenja uvelike ovisi 0 svojstvima i strukturi samih materijala
koji se melju (Jung i sur., 2018). Takoder, prema istrazivanjima, udio vlage takoder igra vaznu
ulogu u procesu mljevenja, pri ¢emu materijali s viSim udjelom vlage nakon zavrSenog procesa
mljevenja imaju visi udio Cestica ve¢ih promjera (Moon i Yoon, 2017). U ovom istraZivanju

nije utvrdena jasna povezanost izmedu sadrzaja vlage u uzorku i veli¢ine Cestica praha.

4.2.2. Nasipna gustoca 1 svojstva tecenja

Mjerenje nasipne gustoce je od velike vaznosti u industriji za prilagodavanje skladistenja,
obrade, uvjeta pakiranja i distribucije. Koristi se kao dio specifikacija za odredeni konacni

proizvod dobiven mljevenjem ili suSenjem (Barbosa-Canovas i sur., 2005). U tablici 3
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prikazane su vrijednosti nasipne gusto¢e uzoraka nakon 0 udaraca i nakon 1250 udaraca te su

ti podaci koristeni za izraunavanje svojstava tecenja prema Hausnerovom omjeru i Carrovom

indeksu koji su takoder prikazani u tablici.

Tablica 3. Vrijednosti nasipne gustoc¢e kakao prahova pri 0 i 1250 udaraca; Hausnerov omjer
(HR); Carrov indeks (Ic)

UZORAK po (g/lcm?) p12s0 (g/cm?) HR Ic

1 0,6319 + 0,032 0,7833 + 0,039 1,2394 £ 0,062 | 23,9437 + 1,197
2 0,6777 £ 0,034 0,7940 + 0,040 1,0779+0,054 | 17,1429 + 0,857
3 0,6790 + 0,034 0,7954 + 0,040 1,1714 £ 0,059 | 17,1429 + 0,857
4 0,6585 + 0,033 0,9028 + 0,045 1,3709 £ 0,069 | 37,0968 + 1,855
5 0,6691 + 0,033 0,7212 £ 0,036 1,1428 +£ 0,057 | 7,7922 + 0,390
6 0,6952 + 0,035 0,7945 + 0,040 1,1369 £ 0,057 | 14,2857 + 0,714
7 0,6697 + 0,033 0,7614 + 0,038 1,1714 £ 0,059 | 13,6986 + 0,685
8 0,7726 = 0,039 0,8830 + 0,044 1,2096 = 0,060 | 14,2857 + 0,714
9 0,7473 £ 0,037 0,9040 + 0,045 1,1428 £ 0,057 | 20,9677 + 1,048

Kod svih uzoraka u tablici 3 moze se primijetiti da nasipna gustoca raste s pove¢anjem broja
udaraca kao posljedica istiskivanja zraka iz prostora izmedu Cestica. Vrijednosti nasipne gustoce
pri 0 udaraca kreéu se od 0,6319 + 0,032 g/cm? (uzorak 1) do 0,7726 + 0,039 g/cm?® (uzorak 8)
dok se vrijednosti pri 1250 udaraca kreéu od 0,7212 + 0,036 g/cm? (uzorak 5) do 0,9040 + 0,045

g/cm? (uzorak 9).

Najvecu pocetnu gusto¢u (0 udaraca) imao je uzorak broj 8, dok je uzorak broj 1 imao najmanju
pocetnu gustocu. Najvecéu promjenu vrijednosti nasipne gustoce, a time i najvecu sklonost
sabijanju, pokazuje uzorak broj 4 (19,4445 g meda, 23,7655 g zobi i 6,25 g kakao praha) s
vrijednostima 0,6586 = 0,033 g/cm? za 0 udaraca te 0,9028 + 0,045 g/cm® za 1250 udaraca.
Najmanju promjenu vrijednosti nasipne gusto¢e pokazuje uzorak broj 5 (23,7655 g meda,
19,4445 g zobi i 7,5 g kakao praha) s vrijednostima 0,6691 + 0,033 g/cm?®za 0 udaraca te 0,7212
+ 0,036 g/lcm® za 1250 udaraca te time pokazuje i najnizu sklonost sabijanju. Prah s
Hausnerovim omjerom manjim od 1,25 lako tece, dok oni s omjerom ve¢im od 1,4 teze teku

(Barbosa-Canovas i sur., 2005). Prema tome, jedino uzorak broj 4 pokazuje losa svojstva
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teCenja jer omjer za taj uzorak iznosi 1,3709 + 0,069. Ovi su rezultati pokazali da se navedeni
prahovi na bazi meda i zobi mogu proizvesti sa dobrim svojstvima te¢enja te da ne bi trebali
stvarati probleme kod industrijskog transporta i skladiStenja. Carrov indeks ve¢i od 25 smatra
se pokazateljem slabog teCenja, a ispod 15 dobrog tecenja. Prema tome, jedino uzorak broj 4
pokazuje dobro teCenje. Kad se promatra utjecaj koli¢ine dodanog meda, zobi i kakao praha na
vrijednosti nasipne gustoce, vidljivo je da uzorci koji sadrze najveéi udio meda (2, 51 7)
pokazuju manju promjenu u vrijednostima gusto¢e pri 0 i 1250 udaraca u usporedbi s onima s
nizim udjelom meda, §to se moZe objasniti ¢injenicom da s ve¢im udjelom meda u uzorku
postoji 1 ve¢i udio viskoznih tvari i Se¢era koji povezuju smjesu i ¢ine uzorak manje rastresitim
I kompaktnijim. Kod udjela kakaa primijeceno je da najvecu promjenu u vrijednostima nasipne
gustoce pri 01 1250 udaraca pokazuju smjese sa 6,25 g dodanog kakao praha. Navedeno ukazuje
na meduovisnost udjela zobi, meda i kakao praha u dizajnu sastava smjesa, te da navedene

meduovisnosti igraju znacajnu ulogu u svojstvima zavr$nog proizvoda.

Bels¢ak-Cvitanovi¢ i sur. (2010) u svojem su istrazivanju takoder ispitivali fizikalna svojstva
mjeSavina kakao napitaka u prahu pripremljenih od dva kakao praha s razli¢itim sadrZzajem
masti i razli¢itim sladilima. Obi¢ni kakao prah pokazao je znacajno manju nasipnu gustocu
(383.31 =+ 9.42 kg/m®) od mjesavina kakao napitaka, koje sadrze Seéere koji pokazuju vede
vrijednosti nasipne gusto¢e. Najveca nasipna gustoc¢a utvrdena je u smjesi s 10-12 % masnoce
(862,20 kg/m®) koja sadrzi saharozu, palatinozu i eritritol te je ujedno imala najveéi raspon
veli¢ine Cestica. Ti rezultati ukazali su na visoku korelaciju izmedu veli€ine Cestica i nasipne

gustoce smjesa za kakao napitke.

4.2.3. Gravimetrijska analiza sadrzaja vlage u uzorku

Kod proizvodnje prahova, vazno je da se sadrzaj vlage prilagodi tako da se odrzi kvaliteta
praha zbog Cinjenice da troSak procesa mljevenja opcéenito ovisi o sadrzaju vlage u uzorcima.
Voda ¢ini materijale mekSima te djeluje kao plastifikator, stoga se materijali s niZim sadrzajem

vlage lak$e lome i usitnjavaju (Jung i sur., 2018).
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Slika 7. Sadrzaj vlage u uzorcima kakao prahova prikazan kao srednja vrijednost = SD (n=2)

Rezultati mjerenja sadrzaja vlage prikazani su na slici 7. Postotak vlage krece se u rasponu od
7,05 % (uzorak broj 9) do 9,76 % (uzorak broj 4). NajniZi postotak vlage izmjeren je kod uzorka
9, koji se sastoji od 21,605 g meda, 21,605 g zobi i 6,25 g kakao praha, a najvisi postotak vlage
kod uzorka broj 4, koji se sastoji od 19,4445 g meda, 23,7655 g zobi te 6,25 g kakao praha.
Posto su svi uzorci suseni i skladisteni pod istim uvjetima, razlike u postotku vlage u uzorcima
pripisuju se razli¢itom sastavu smjesa. NajniZi sadrzaj vlage utvrden je kod uzoraka 1, 61 9,
koji sadrze med i zob u omjeru 50:50, dok je kod uzoraka s najniZzim udjelom meda (3, 4 i 8)
vlaga nakon su$enja bila najvisa. Sto se udjela kakaa ti¢e, nije vidljiv jasan utjecaj na sadrzaj

vlage proizvedenih prahova.

Hii i sur. (2009) u svojem radu ispitivali su u¢inak susenja u tankom sloju uz koristenje prirodne
sunceve svjetlosti i vruceg zraka unutar peénice s ventilacijom, pri temperaturama zraka od 60
°C, 70 °C 180 °C. Susenje se obi¢no prekida kada sadrzaj vlage u suhom zrnu doseze 7,5 %.
Susenje se provodilo 8 sati dnevno, a zrna kakaovca ostavljena su da se temperiraju na sobnoj
temperaturi preko noc¢i. Temperiranje je uobicajena rutina u suSenju kakaovca i svrha je
redistribucija unutarnje vlage prema vanjskom sloju zrna nakon svakog ciklusa suSenja.
Odreden je sadrzaj vlage tako $to su zrna vagana prije i nakon suSenja. Utvrdeno je 7,26 %,

6,72 %, 6,09 % i 3,74 % vlage za suSenje na suncu i U pe¢nici na 60 °C, 70 °C i 80 °C.
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Hardiyanto i sur. (2021) proucavali su uéinak kakaa u prahu i vremena kuhanja na pari na
karakteristike praha kakao napitka. Koristene su dvije vrste kakao praha, kakao prah s udjelom
masnoce 11 % i onaj s udjelom 27 %. Upotreba pare i procesa susenja mijenja pocetni sadrzaj
vlage u kakao prahu. Rezultati su pokazali da bez obzira na vrstu kakaovog praha, sadrzaj vlage
se povecavao s vremenom kuhanja na pari. U usporedbi sa sadrzajem vlage sirovih materijala,
sadrzaj vlage instantiziranog kakao praha bio je nizi. Do toga je doslo zbog koriStenja procesa

suSenja nakon kuhanja na pari sto je dovelo do isparavanja vode.

4.2.4. Analiza aktiviteta vode

Aktivitet vode (aw) pouzdan je pokazatelj mikrobnog rasta, enzimske aktivnosti, o¢uvanja i
kvalitete hrane (Nakagawa i Oyama, 2019). Nacin skladiStenja i uvjeti prerade koji vladaju u
proizvodnim podru¢jima kakaa c¢esto uzrokuju oneciS¢enje plijesnima koje proizvode

mikotoksine, stoga je pozeljno da je aktivitet vode u kakao prahu $to nizi (Copetti i sur., 2014).
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Slika 8. Aktivitet vode u uzorcima prahova prikazan kao srednja vrijednosti + SD (n=2)

U ovom radu, na slici 8 prikazani su aktiviteti vode u uzorcima koji se kre¢u u rasponu od 0,371
do 0,491. Uzorak broj 6 ima najmanji aktivitet vode (0,371) te sadrzi 5 g kakao praha, zatim
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slijede uzorak 9 (0,373), uzorak 2 (0,377), uzorak 7 (0,388), uzorak 8 (0,389), uzorak 5 (0,396),
uzorak 1 (0,403), uzorak 3 (0,406) te najveéi aktivitet vode ima uzorak 4 (0,491) koji sadrzi
6,25 g kakao praha. Manji aktivitet vode imali su uzorci s manjim sadrzajem kakao praha, dok

za utjecaj udjela meda nije uocen pravilan trend.

4.2.5. Analiza rekonstitucijskih svojstava

Otapanje prehrambenog praha, u ovom slucaju kakao praha, ima izravan utjecaj na
percepciju potrosaca o ukupnoj kvaliteti proizvoda. Disperzibilnost je definirana kao vrijeme
koje je potrebno da se Cestice praha u potpunosti otope ili rasprSe u odredenoj koli¢ini vode

(Fang i sur., 2007).
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Slika 9. Disperzibilnost kakao prahova prikazana kao srednja vrijednost £SD (n=3)

Najbolju disperzibilnost imao je uzorak broj 6 (12,61 s) koji sadrzi 21,605 g meda, 21,605 g
zobi te 5 g kakao praha, dok je najlosiju disperzibilnost pokazao uzorak broj 9 (16,17 s) koji
sadrzi 21,605 g meda, 21,605 g zobi te 6,25 g kakao praha (slika 9). Dobru disperzibilnost
takoder su pokazali uzorci broj 2 (12,69 s ) sa 6,25 g kakao prahai7 (13,2 s) s 5 g kakao praha.
Uzorci broj 3 (13,56 s), 4 (13,36 s) i 8 (13,28 s) pokazuju srednje dobru disperzibilnost dok
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uzorci 1 (14,29 s) 15 (13,97 s) sa sadrzajem kakao praha 7,5 g pokazuju lo$iju disperzibilnost.
Iz navedenih rezultata vidljivo je da su uzorci s manjim sadrzajem kakao praha imali bolju
disperzibilnost, §to se moze objasniti Cinjenicom da sam kakao sadrzi 12 % masti, koja je
uglavnom orijentirana prema povrsini ¢estica, te Cestice malih promjera, Sto uvelike degradira

njegova rekonstitucijska svojstva (Benkovi¢ i sur., 2015).

Proces aglomeracije s vodenom parom jedna je od metoda proizvodnje kakao praha koji se lako
otapa u vodi. Istrazivanje koje su proveli Hardiyanto i sur. (2021) imalo je za cilj ispitati u¢inak
kakaa u prahu te vremena kuhanja na pari na karakteristike praha kakao napitka. Sto je veéa
vrijednost disperzibilnosti, vise ¢e biti netopljivih krutih tvari. Rezultati istrazivanja pokazali
su da se disperzibilnost kakao praha s 27 % masnoce nije znacajno promijenila pri p<0,05, dok
je kakao prah s 11 % masnoce imao tendenciju smanjenja disperzibilnosti. Trajanje kuhanja na
pari nije znacajno utjecalo (p<0,05) na vrijednost disperzibilnosti kakao praha s 27 % masnoce,
medutim, trajanje kuhanja na pari utjecalo je na vrijednost disperzibilnosti kakao praha s 11 %
masnoce. Vrijednost disperzibilnosti imala je sklonost smanjenju s povec¢anjem trajanja kuhanja

na pari.

Mocivost je sposobnost Cestica praha da prevladaju povrSinsku napetost izmedu praha i
vode. Cestica koja se ne navlazi dovoljno dovest ée do postupnog sljepljivanja Gestica, stoga je

mocivost vazno rekonstitucijsko svojstvo (Fang 1 sur., 2007).
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Slika 10. Mocivost kakao prahova prikazana kao srednja vrijednost £SD (n=3)

Najbolju mocivost imao je uzorak broj 4 (82 s) koji sadrzi 19,4445 g meda, 23,7655 g zobi te
6,25 g kakao praha, dok je najlosiju mocivost pokazao uzorak broj 1 (222 s) koji sadrzi 21,605
g meda, 21,605 g zobi te 7,5 g kakao praha. Uzorci broj 3 (100 s), 5 (101 s) i 6 (103 s) imali su
priblizno iste vrijednosti mo¢ivosti, dok su uzorci broj 2 (156 s), 7 (125 s), 8 (202 s) i 9 (147 s)
imali viSe vrijednosti. Kao i kod rezultata disperzibilnosti, u slu¢aju mocivosti takoder se moze

uociti da su uzorci s manjim sadrzajem kakao praha imali bolju mocivost (slika 10), dok

znacajnije promjene u mocivosti s razli¢itim udjelima meda i zobi nisu utvrdene.

4.2.6. Boja kakao prahova

ml
2
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Tablica 4 prikazuje srednje vrijednosti 5 parametara boje kakao prahova, od kojih svaki

parametar predstavlja odredenu vrijednost.
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Tablica 4. Parametri boje kakao prahova prikazani kao srednja vrijednost + SD (n=3)

UZORAK L* a* b* Chroma Hue
1 45,41 £ 0,01 10,70+ 0,01 | 7,1+0,02 12,85+0,01 | 33,60+0,04
2 43,02 £0,01 12,31+0,01 |8,81+0,01 | 15,14+0,01 | 35,59+0,02
3 41,73 £0,02 11,96 +0,02 |7,87+0,04 | 14,32+0,03 | 33,36+ 0,08
4 43,36 £ 0,02 11,08 +£0,02 |8,06+0,01 |13,71+0,01 |36,04+0,06
5 44,47 + 0,01 12,05+0,01 |859+0,01 |14,80+0,01 |3547+0,02
6 41,53 +0,00 12,39+0,02 |930+0,01 | 1550+0,01 |3691=+0,05
7 48,33+ 0,30 1294 +£1,68 |956+0,22 | 14,63+0,04 |41,14+0,43
8 44,78 + 0,03 1232 +0,01 |989+0,01 |1579+0,01 |38,41+0,57
9 47,97 + 0,04 12,22+ 0,02 | 11,01+0,05| 16,45+ 0,05 |42,03+0,11

L* vrijednost predstavlja svjetlinu uzorka te je iz podataka vidljivo da uzorak broj 6, koji sadrzi
omjer med/zob 50:50 (21,605 g meda i 21,605 g zobi) i 5 g kakao praha, ima najmanju
vrijednost (41,53 £ 0) $to bi znacilo da je taj uzorak najsvjetliji, dok uzorak broj 7, koji sadrzi
omjer med/zob 60:40 (23,7655 g meda i 19,4445 g zobi) i 5 g kakao praha, ima najvecu
vrijednost (48,33 + 0,30) te je taj uzorak najtamniji. Svi uzorci imaju a* vrijednosti, koje
predstavljaju raspon od zelene (-a) do crvene (+a) pozitivne i krecu se od 10,70 + 0,01 (uzorak
1) do 12,94 + 1,68 (uzorak 7), sto znaci da je boja uzoraka u crvenoj domeni. Pozitivne su
takoder i b* vrijednosti uzoraka, koje predstavljaju raspon od plave (-b) do zute (+b), §to znaci
da je boja uzoraka u zutoj domeni, a vrijednosti se krecu od 7,1 + 0,02 (uzorak 1) do 11,01 +
0,05 (uzorak 9). Chroma vrijednost predstavlja zasi¢enje boje, a vrijednosti kod ispitivanih
uzoraka kre¢u se od 12,85 + 0,01 (uzorak 1) do 16,45 = 0,05 (uzorak 9). Hue vrijednosti (ton,
kut boje) krecu se od 33,36 + 0,08 (uzorak 3) do 42,03 = 0,11 (uzorak 9).

Postoji nekoliko ¢imbenika koji utje¢u na L* vrijednost kakao praha, ukljucujuéi proces
aglomeracije, sastav sastojaka i udio sastojaka. Hardiyanto i sur. (2021) ispitivali su u¢inak
dvije vrste kakao praha (11 % masnoce i 27 % masnocée) na karakteristike boje prahova s

procesom kuhanja na pari. Rezultati su pokazali da je bez obzira na vrijeme kuhanja na pari,
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kakao napitak u prahu napravljen od kakao praha s 27 % masnoc¢e imao veée L* vrijednosti
nego kakao napitak u prahu s 11 % masnoce, §to je dovelo do zakljucka da sadrzaj masti utjece
na L* vrijednost. Sto je veéi sadrzaj masti, to je veca L* vrijednost. Sto se tice a* i b*
vrijednosti, rezultati su pokazali iste zakljucke. Ovo je pokazalo da je utjecaj sadrzaja masti bio

izrazeniji od utjecaja vremena kuhanja na pari.

Kakao prah vrlo je vrijedan globalni proizvod koji se moZe pomije$ati s jeftinim sirovinama
poput brasna od rogaca jer male koli¢ine tog brasna ne bi promijenile boju, miris 1 okusne
karakteristike kona¢nog proizvoda. Upravo iz tog razloga, Quelal-Vasconez i sur. (2018)
istrazivali su utjecaj razliitog stupnja alkalizacije i pH na parametre boje kakao praha i brasna
od rogaca radi krivotvorenja. Rezultati su pokazali da su uzorci s niskom svjetlinom (L*
vrijednosti) i visokim pH bili alkalni uzorci kakaovca, dok su uzorci s niskom svjetlinom (L*

vrijednosti) 1 niskim pH bili pe¢eno brasno rogaca.

4.3. KEMIJSKA SVOJSTVA EKSTRAKATA PRAHOVA
4.3.1. Vodljivost i ukupne otopljene tvari ekstrakata

Elektricna vodljivost definira se kao sposobnost medija, najceS¢e vodenih otopina, da
provodi elektrinu struju i recipro¢na je mjera elektricnom otporu (Rhoades, 1996). Uz
elektri¢nu vodljivost ¢esto se veze i pojam TDS, koncentracija ukupnih otopljenih ¢vrstih tvari.

Na slici 11 prikazane su izmjerene vrijednosti vodljivosti i TDS ekstrakata.
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Slika 11. Vodljivost i TDS ekstrakata kakao prahova prikazani kao srednja vrijednost = SD
(n=3)

Vrijednosti za vodljivost uzoraka kretale su se od 120,17 uS/cm (uzorak 6) do 204,67 uS/cm
(uzorak 9). Najmanju vodljivost pokazali su uzorci broj 6 (50:50, 5 g kakao praha), 3 (40:60, 5
g kakao praha) 1 7 (60:40, 5 g kakao praha), dok su najvecu vodljivost pokazali uzorci broj 9
(50:50, 6,25 g kakao praha), 4 (40:60, 6,25 g kakao praha) i 8 (40:60, 7,5 g kakao praha). 1z
navedenih vrijednosti moze se zakljuciti da nije vidljiv jasan utjecaj omjera med/zob na
vodljivost ekstrakata, dok je vidljivo da su uzorci s ve¢im sadrzajem kakao praha pokazali vecu

vodljivost.

Sto se ti¢e vrijednosti za TDS, one prate vrijednosti vodljivosti, §to zna¢i da su najmanji TDS
pokazali uzorci broj 6 (50:50, 5 g kakao praha), 3 (40:60, 5 g kakao praha) i 7 (60:40, 5 g kakao
praha), dok su najvece vrijednosti za TDS pokazali uzorci broj 9 (50:50, 6,25 g kakao praha),
4 (40:60, 6,25 g kakao praha) i 8 (40:60, 7,5 g kakao praha). Vrijednosti se krecu od 60,1 mg/L
(uzorak 6) do 102 mg/L (uzorak 9).
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4.3.2. pH vrijednost ekstrakata

pH-vrijednost je broj koji sluzi kao mjera kiselosti, odnosno luznatosti vodenih otopina, a
izrazava se kao negativan dekadski logaritam mnoZzinske koncentracije vodikovih iona u
otopini. Vise pH vrijednosti dovode do nize koncentracije arome i veée prisutnosti smedih

spojeva (Serra Bonvehi i Ventura Coll, 2002).
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Slika 12. pH vrijednosti ekstrakata prahova prikazane kao srednja vrijednost = SD (n=3)

Na slici 12 prikazane su izmjerene pH vrijednosti ekstrakata. Vrijednosti se kre¢u od 6,25
(uzorak 7) do 6,43 (uzorak 1). Sve izmjerene vrijednosti nalaze se u kiselom podrucju pH.
Najniza pH vrijednost izmjerena je kod uzorka broj 7 (23,7655 g meda, 19,4445 g zobi i 5 g
kakao praha), dok je najvisa pH vrijednost izmjerena kod uzorka broj 1 (21,605 g meda, 21,605
g zobi i 7,5 g kakao praha). Omjer med/zob nije pokazao utjecaj na pH vrijednosti ekstrakata,
dok je manji sadrzaj kakao praha pokazao niZe vrijednosti pH, a ve¢i sadrZaj kakao praha vise

vrijednosti pH.
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4.3.3. Odredivanje ukupnih polifenola

Postoje brojne studije koje su istrazivale utjecaj polifenola iz kakaa na ljudsko zdravlje 1
funkcije organizma. Kakao i njegovi proizvodi bogati su izvori polifenola poput flavanola. Ovi
spojevi djeluju antioksidativno i protuupalno, $to je odgovorno za ucinke kakaa na zdravlje

(Sorrenti i sur., 2020).
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Slika 13. Sadrzaj ukupnih polifenola pripremljenih ekstrakata kakao prahova prikazan kao

srednja vrijednost £ SD (n=2)

Sadrzaj ukupnih polifenola u ovom radu izrazen je kao mg GAE/g s.tv. i prikazan je na slici 13.
Sadrzaj ukupnih polifenola u uzorcima krece se od 4,93 mg GAE/g s.tv. (uzorak 7) do 8,34 mg
GAE/qg s.tv. (uzorak 9). Najnizi sadrzaj ukupnih polifenola imao je uzorak broj 7 (23,7655 g
meda, 19,4445 g zobi i 5 g kakao praha), dok je najvisi sadrzaj ukupnih polifenola imao uzorak
broj 9 (21,605 g meda, 21,605 g zobi i 6,25 g kakao praha). Najvisi sadrzaj polifenola pokazali
su uzorci s omjerima med/zob 50:50 (uzorak 9), 40:60 (uzorak 8) i 40:60 (uzorak 4) te ujedno
imaju najvedi sadrzaj kakao praha, dok su najnizi sadrzaj polifenola pokazali uzorci s omjerima
med/zob 60:40 (uzorak 7), 60:40 (uzorak 5) i 50:50 (uzorak 6) te su ti uzorci ujedno imali
najmanji sadrzaj kakao praha. Kakao prah je namirnica bogata polifenolima, stoga su uzorci s
vec¢im sadrzajem kakao praha imali 1 ve¢i sadrzaj ukupnih polifenola sukladno pretpostavkama

prije mjerenja.
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Lee i sur. (2003) u svom istrazivanju odredivali su sadrzaj polifenola u kakao prahu te ostalim
namirnicama koje sadrze vece koli¢ine polifenola. Rezultati su pokazali da kakao prah sadrzi
611 mg ekvivalenta galne kiseline po serviranju (7,3 grama kakao praha) te 564 mg ekvivalenta
epikatehina po serviranju. Takoder je odredeno da su takve vrijednosti ekvivalenta galne
kiseline za oko 1,8; 3,7 i 4,9 puta vece nego vrijednosti dobivene kod crnoga vina, zelenoga

¢aja i crnoga Caja.

Tri glavne skupine polifenola u nefermentiranom zrnu kakaovca su flavan-3-oli ili katehini,
antocijanini i proantocijanidini, s prosjeénim sadrzajem od 120-180 g/kg. Glavni polifenolni
spoj u svjezem zrnu kakaovca je (-)-epikatehin s prosje¢nim sadrzajem od 21-43 mg/g
odmascenog uzorka, a zatim (+)-katehin te dimeri i trimeri ovih spojeva. Slozeni produkti
izmjene katehina i tanina daju smedu i ljubi¢astu boju zrnu kakaovca, a leukoantocijanini su
prisutni kao glikozidi (Ackar i sur., 2013). Sadrzaj polifenola moze uvelike varirati ovisno o
izvoru zrna, uvjetima primarne i sekundarne obrade te procesu izrade ¢okolade. Zbog ovih
¢imbenika malo je vjerojatno da ¢e omjer i vrste polifenola pronadenih u zrnu kakaovca biti isti
kao oni koji se nalaze u gotovim proizvodima. Alkalizacija kakao praha ¢e smanjiti sadrzaj

polifenola i antioksidativno djelovanje (Jalil i Ismail, 2008).

U studiji koju su proveli Lobo i sur. (2017) primijenjeno je suSenje u pjeni na Tommy Atkins
mango Koristenjem visefaktorskog dizajna, uz ucinak sojinog lecitina i karboksimetilceluloze
koji se koriste kao stabilizatori pjene (0-1,50 /100 g), kao i temperatura (53-87 °C), na
sadrzaj fenola te je procijenjen antioksidativni kapacitet manga. Rezultati su pokazali da sojin
lecitin i temperatura imaju negativan ucinak (p<0,05) na sadrzaj fenola i antioksidativni
kapacitet, dok karboksimetil celuloza ima pozitivan ucinak (p<0,05). Povecanje ukupne
koli¢ine fenolnih spojeva prisutnih u suSenom mangu pridonijelo je ve¢em antioksidativnom
kapacitetu nakon procesa suSenja. Ovo je istraZivanje zakljucilo da su temperatura suSenja od
80 °C i koncentracija od 0,30 g/100 g karboksimetil celuloze i sojinog lecitina optimalni za

povecano zadrZavanje fenolnih spojeva i antioksidativni kapacitet.

4.3.4. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Na slici 14 prikazani su rezultati antioksidacijske aktivnosti ekstrakata koja je odredena

DPPH metodom. Navedena metoda omoguc¢uje mjerenje antioksidacijske aktivnosti prac¢enjem
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reakcije izmedu antioksidansa i stabilnog radikala, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH)

(Brand-Williams i sur., 1995). Rezultati su izrazeni kao pmol Troloxa/g s.tv.
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Uzorci ekstrakata kakao prahova

Slika 14. Antioksidacijska aktivnost ekstrakata kakao prahova odredena DPPH metodom i

izrazena kao srednja vrijednost £ SD (n=2)

Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti ekstrakata kre¢u se od 6,63 pmol Troloxa/g s.tv. (uzorak
7) do 13,90 umol Troloxa/g s.tv. (uzorak 9). Najmanja antioksidacijska aktivnost izmjerena je
kod uzoraka broj 7 (omjer med/zob 60:40, 5 g kakao praha), 6 (omjer med/zob 50:50, 5 g kakao
praha) i 1 (50:50, 7,5 g kakao praha), dok su najveée vrijednosti izmjerene kod uzoraka broj 9
(50:50, 6,25 g kakao praha), 8 (40:60, 7,5 g kakao praha) i 4 (40:60, 6,25 g kakao praha).
Usporedimo li rezultate antioksidacijske aktivnosti ekstrakata s rezultatima ukupnog sadrzaja
polifenola, moZemo vidjeti da Se rezultati podudaraju, kao $to se i o¢ekivalo, odnosno, uzorci s
manjim sadrzajem kakao praha imali su i manju antioksidacijsku aktivnost (kao i manji sadrzaj
polifenola), dok su uzorci s vecim sadrzajem kakao praha imali 1 vecu antioksidacijsku
aktivnost (kao i veéi sadrzaj polifenola), zbog ¢injenice da je kakao prah bogat polifenolima, a
tako i antioksidansima. Sto se ti¢e utjecaja omjera med/zob na antioksidacijsku aktivnost, iz
rezultata je vidljivo da su manju antioksidacijsku aktivnost pokazali uzorci s omjerom med/zob
60:40, dok su vecu antioksidacijsku aktivnost pokazali uzorci s omjerom med/zob 40:60.
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U istrazivanju koje su proveli Lee i sur. (2003), vrijednost antioksidacijske aktivnosti kakao
praha mjerena je DPPH metodom te je iznosila 836 mg ekvivalenta askorbinske kiseline po
serviranju (7,3 grama) te je zakljuceno da kakao prah ima znacajan antioksidativni kapacitet, 4-

5 puta jaci od crnog ¢aja, 2-3 puta jaci od zelenog ¢aja i 2 puta jaci od crnog vina.

Jean-Marie i sur. (2021) u svojem su istrazivanju usporedili rezultate antioksidacijske aktivnosti
dva varijeteta kakaovca (divlji kakaovac Francuske Gvajane ,,Guiana“ i ,,Forastero®) te su
rezultati pokazali da je varijetet ,,Forastero* imao vecu antioksidacijsku vrijednost i prije i

nakon fermentacije.

4.3.5. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

Antioksidacijska aktivnost ekstrakata odredivana je 1 drugom metodom, FRAP metodom te
su vrijednosti prikazane na slici 15. Navedena metoda temelji se na redukciji zuto obojenog
kompleksa Zeljezo-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) te dolazi do promjene boje otopine u
modru prijelazom iz Fe** oblika kompleksa u Fe?* uslijed redukcije od strane antioksidanasa
(Antolovich i sur., 2002). Rezultati su izrazeni kao umol FeSO4 - H2O/g s.tv.
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Slika 15. Antioksidacijska aktivnost ekstrakata kakao prahova odredena FRAP metodom i

izrazena kao srednja vrijednost £ SD (n=2)

Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti ekstrakata kre¢u se u rasponu od 26,51 pmol FeSOg -
7H2O/g s.tv. (uzorak 7) do 57,17 umol FeSOs - 7H.O/g s.tv. (uzorak 9). Najmanju
antioksidacijsku aktivnost odredenu FRAP metodom pokazali su uzorci broj 7 (omjer med/zob
60:40, 5 g kakao praha), 6 (omjer med/zob 50:50, 5 g kakao praha) i 3 (omjer med/zob 40:60,
5 g kakao praha), dok su najvece vrijednosti pokazali uzorci broj 9 (omjer med/zob 50:50, 6,25
g kakao praha), 8 (omjer med/zob 40:60, 7,5 g kakao praha) i 4 (omjer med/zob 40:60, 6,25 ¢
kakao praha). Kao i kod DPPH metode, uzorci s ve¢im sadrzajem kakao praha ujedno su i

pokazali vecu antioksidacijsku aktivnost, dok omjer med/zob nije pokazao znacajan utjecaj.

Carlsen 1 sur. (2010) u svojem su radu odredivali antioksidacijsku aktivnost raznih proizvoda
pa tako i Cokolade pomoc¢u FRAP metode. Ono §to su zakljuéili bilo je da srednji udio
antioksidansa raste s povecanjem udjela kakaovca u ¢okoladnom proizvodu te njihovi podaci
pokazuju da su ¢okoladni proizvodi s udjelom kakaa od 24-30 %, 40-65 % i 70-99 % imali
srednji sadrZaj antioksidansa od 1,8; 7,2 odnosno 10,9 mmol/100 g.

Kapacitet redukcije ¢istog kakaovog praha odreden pomoc¢u FRAP testa bio je 9,38 mM Fe(Il)
za kakao prah s 10-12 % masti i 9,01 mM za kakao prah sa 16-18 % masti u istrazivanju koje

su proveli Bel§¢ak-Cvitanovi¢ i sur. (2010), jer su FRAP vrijednosti eksperimentalnih smjesa
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bile u rasponu od 2,23 mM Fe(ll) u smjesi 10-12 % masti do 3,79 mM Fe(Il) u smjesi 16-18 %
masti. Prema utvrdenim rezultatima, sadrzaj masti u kakaovom prahu ne utjec¢e znacajno (p >
0,05) na antioksidativni kapacitet mjeSavina napitaka s kakao prahom. Prema eksperimentalnim
podacima, fenolni sadrzaj i antioksidativni kapacitet smjesa za napitke od kakao praha trebaju
pokazivati otprilike jednu tre¢inu antioksidativnog kapaciteta ¢istog kakaovca, jer sadrze 30 %

kakao praha.

4.3.6. Odredivanje Secera po Brixu

Slika 16 prikazuje vrijednosti izmjerenih Secera po Brixu koje se kre¢u od 19,17 ° Bx (uzorci
2,519)do 20,08 ° Bx (uzorci 6 i 8). "Stupanj" opisuje maseni udio saharoze u otopini, pri ¢emu

1 stupanj Brix (napisano ° Bx) znaci 1 g saharoze na 100 g vodene otopine.
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Slika 16. Vrijednosti izmjerenih Secera po Brixu u ekstraktima prikazane kao srednja

vrijednost £SD (n=3)

Najveci udio Secera izmjerenih po Brixu imali su uzorci 2 (60:40, 6,25 g kakao praha), 5 (60:40,

6,25 g kakao praha) i 9 (50:50, 6,25 g kakao praha), dok su najmanji udio Se¢era imali uzorci 6
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(50:50, 5 g kakao praha) i 8 (40:60, 7,5 g kakao praha). Sukladno tome, uzorci s manjim
sadrzajem meda (omjeri 40:60 i 50:50) pokazali su manje vrijednosti °® Bx, odnosno manje
izmjerenih Secera, dok su uzorci s ve¢im sadrzajem meda (omjeri 60:40) pokazali vece
vrijednosti © Bx. Kakao prah opéenito ne sadrzi Secer, stoga sadrzaj kakao praha u uzorcima

nije pokazao znacajan utjecaj na vrijednosti ° Bx.

4.3.7. Probavljivost (bioraspolozivost)

Pretpostavlja se da razli¢iti ¢imbenici utjeCu na bioraspolozivost polifenola, medu kojima su
najceS¢e razmatrana uloga crijevne mikrobiote, struktura ovih spojeva, matrica hrane i pojava
drugih tvari. Prethodno navedeni ¢imbenici odreduju mjesto gdje se ovi bioaktivni spojevi

probavljaju i apsorbiraju iz probavnog trakta, kao i put kojim se metaboliziraju (Oracz i sur.,

2019).
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Slika 17. Sadrzaj ukupnih polifenola nakon in vitro simulacije probavnog procesa
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U ovom radu, za odredivanje bioraspolozivosti, Koristili su se uzorci prahova, a rezultati su
prikazani na slici 17. Vrijednosti ukupnih polifenola u ekstraktima kre¢u se od 4,93 mg GAE/g
s.tv. (uzorak 7) do 8,34 mg GAE/g s.tv. (uzorak 9). In vitro simulacija probavnog procesa
zapocela je korakom koji simulira uvjete u ustima, zatim u zelucu i1 naposlijetku u tankom
crijevu te je nakon tog koraka uzorcima izmjeren ukupan sadrzaj polifenola. Sadrzaj polifenola
prikazan je kao mg GAE/qg s.tv., a nakon simulacije uvjeta u ustima raspon se krece od 2,82 mg
GAE/g s.tv. (uzorak 7) do 13,24 mg GAE/g s.tv. (uzorak 9). Uzorak 7 (omjer med/zob 60:40,
5 g kakao praha) je pokazao znatno nizi sadrzaj polifenola u usporedbi s ostalim uzorcima.
Najveci sadrzaj izmjeren je kod uzoraka broj 9 (omjer med/zob 50:50, 6,25 g kakao praha) i 3
(omjer med/zob 40:60, 5 g kakao praha). Nakon simulacije uvjeta u zelucu, sadrzaj polifenola
krece se od 11,80 mg GAE/g s.tv. (uzorak 6) do 19,26 mg GAE/g s.tv. (uzorak 8). Najmanji
sadrzaj polifenola izmjeren je kod uzoraka broj 6 (omjer med/zob 50:50, 5 g kakao praha) i 1
(omjer med/zob 50:50, 7,5 g kakao praha), dok je najveéi sadrzaj polifenola izmjeren kod
uzoraka broj 8 (omjer med/zob 40:60, 7,5 g kakao praha) i 3 (omjer med/zob 40:60, 5 g kakao
praha). Nakon simulacije uvjeta u tankom crijevu, raspon se krece od 21,16 mg GAE/g s.tv.
(uzorak 7) do 26,08 mg GAE/g s.tv. (uzorak 4). Najnizi sadrzaj polifenola izmjeren je kod
uzoraka broj 7 (omjer med/zob 60:40, 5 g kakao praha) i 6 (omjer med/zob 50:50, 5 g kakao
praha), dok je najveci sadrzaj izmjeren kod uzoraka broj 4 (omjer med/zob 40:60, 6,25 g kakao
praha) i 8 (omjer med/zob 40:60, 7,5 g kakao praha). Kao $to se i ocekivalo, uzorcima s
najve¢im sadrzajem kakao praha izmjeren je i najveci sadrzaj polifenola, dok omjer med/zob
nije pokazao znacajan utjecaj. Kod svih je uzoraka primijeceno da je koncentracija polifenola
veca u svakom sljedec¢em koraku probave. Do navedenog dolazi zbog varijacije u pH vrijednosti
sa izrazito kisele (pH u Zelucu je podesen na 2) do priblizno neutralne (pH vrijednost u crijevima
iznosila je 6,5), §to dovodi do otpustanja polifenola i flavonoida iz prirodnog matriksa (Sollano-
Mendieta i sur., 2021). Interakcije izmedu bioaktivnih spojeva kakaa i crijevnog bioma mogu
povecati bioraspolozivost polifenola i1 stoga utjecati na njihove u¢inke na zdravlje (Oracz i sur.,
2019).
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Slika 18. Antioksidacijska aktivnost (DPPH) nakon in vitro simulacije probavnog procesa

Na slici 18 prikazana je antioksidacijska aktivnost (DPPH metoda) uzoraka nakon in vitro
simulacije probavnog procesa u ustima, zelucu i crijevima. Vrijednosti antioksidacijske
aktivnosti u ekstraktima kre¢u se od 6,63 pumol Troloxa/g s.tv. (uzorak 7) do 13,90 pmol
Troloxa/g s.tv. (uzorak 9). Najmanje vrijednosti pokazali su uzorci 7, 6 i 1, dok su najvece
vrijednosti uocene kod uzoraka 9, 8 i 4. Raspon antioksidacijske aktivnosti nakon in vitro
simulacije probavnog procesa u ustima krece se od 0,70 umol Troloxa/g s.tv. (uzorak 1) do 5,83
umol Troloxa/g s.tv. (uzorak 9). Najmanju antioksidacijsku aktivnost odredenu DPPH
metodom pokazali su uzorci broj 1 (omjer med/zob 50:50, 7,5 g kakao praha) i 7 (omjer
med/zob 60:40, 5 g kakao praha), dok su najvecu aktivnost pokazali uzorci broj 9 (omjer
med/zob 50:50, 6,25 g kakao praha) i 4 (omjer med/zob 40:60, 6,25 g kakao praha). Raspon
antioksidacijske aktivnosti nakon in vitro simulacije probavnog procesa u Zelucu krece se od
1,43 umol Troloxa/g s.tv. (uzorak 1) do 9,48 umol Troloxa/g s.tv. (uzorak 3). Najmanju
antioksidacijsku aktivnost pokazali su uzorci broj 1 (omjer med/zob 50:50, 7,5 g kakao praha)
i 7 (omjer med/zob 60:40, 5 g kakao praha), dok su najvecu aktivnost pokazali uzorci broj 3
(omjer med/zob 40:60, 5 g kakao praha) i 8 (omjer med/zob 40:60, 7,5 g kakao praha). Raspon
antioksidacijske aktivnosti nakon in vitro simulacije probavnog procesa u crijevima krece se od
2,40 umol Troloxa/g s.tv. (uzorak 7) do 11,85 pumol Troloxa/g s.tv. (uzorak 9). Najmanju
antioksidacijsku aktivnost pokazali su uzorci broj 7 (omjer med/zob 60:40, 5 g kakao praha) i

2 (omjer med/zob 60:40, 6,25 g kakao praha), dok su najvecu aktivnost pokazali uzorci broj 9

52



(omjer med/zob 50:50, 6,25 g kakao praha) i 8 (omjer med/zob 40:60, 7,5 g kakao praha). 1z
rezultata je vidljivo da su uzorci s ve¢im sadrzajem kakao praha uglavnom imali i veéu
antioksidacijsku aktivnost nakon in vitro simulacije probavnog procesa. U crijevima je
antioksidacijska aktivnost najviSe izraZena, do ¢ega dolazi zbog varijacije u pH vrijednosti sa
izrazito kisele (pH u Zelucu je podeSen na 2) do priblizno neutralne (pH vrijednost u crijevima
iznosila je 6,5), sto dovodi do otpustanja polifenola i flavonoida iz prirodnog matriksa, a
posljedi¢no tome i do porasta u vrijednostima DPPH (Sollano-Mendieta i sur., 2021). Acosta-
Otalvaro 1 sur. (2022) istrazivali su bioraspolozivost fenolnih spojeva u ekstraktima kakaa 1
kave koriste¢i DPPH antioksidativnu metodu pomocu in vitro modela. Dobiveni rezultati
ukazali su da se fenolni spojevi prisutni u kavi i kakau odlikuju visokom bioraspolozivoséu i

vrijednim antioksidativnim kapacitetom.
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Slika 19. Antioksidacijska aktivnost (FRAP) nakon in vitro simulacije probavnog procesa

Antioksidacijska aktivnost nakon in vitro simulacije probavnog procesa odredena je i FRAP
metodom, a rezultati su prikazani na slici 19. Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti u
ekstraktima krecu se od 26,52 pmol FeSOs - 7H20/g s.tv. (uzorak 7) do 57,17 umol FeSOs -
7H20/g s.tv. (uzorak 9), a ujedno te vrijednosti nesto odskacu od ostalih koje su u rasponu od

33,41 umol FeSO4 - 7TH20/g s.tv. do 45,26 umol FeSO4 - 7H20/g s.tv. Raspon antioksidacijske

53



aktivnosti nakon in vitro simulacije probavnog procesa u ustima krece se od 8,57 umol FeSO4
- TH2Olg s.tv. (uzorak 7) do 26,17 pumol FeSOs - 7H20/g s.tv. (uzorak 1). Najmanju
antioksidacijsku aktivnost pokazali su uzorci broj 7 (omjer med/zob 60:40, 5 g kakao praha) i
5 (omjer med/zob 60:40, 7,5 g kakao praha), dok su najvecu aktivnost pokazali uzorci broj 1
(omjer med/zob 50:50, 7,5 g kakao praha) i 9 (omjer med/zob 50:50, 6,25 g kakao praha).
Raspon antioksidacijske aktivnosti nakon in vitro simulacije probavnog procesa u zelucu krece
se 0od 19,80 umol FeSO4 - 7TH20/g s.tv. (uzorak 7) do 56,96 pmol FeSO4 - 7H.O/g s.tv. (uzorak
9). Najmanju antioksidacijsku aktivnost pokazali su uzorci broj 7 (omjer med/zob 60:40, 5 g
kakao praha) i 5 (omjer med/zob 60:40, 7,5 g kakao praha), dok su najvecu aktivnost pokazali
uzorci broj 9 (omjer med/zob 50:50, 6,25 g kakao praha) i 8 (omjer med/zob 40:60, 7,5 g kakao
praha). Raspon antioksidacijske aktivnosti nakon in vitro simulacije probavnog procesa u
crijevima krece se od 79,51 umol FeSO4 - 7TH20/g s.tv. (uzorak 5) do 122,87 umol FeSO; -
7H20/g s.tv. (uzorak 4). Najmanju antioksidacijsku aktivnost pokazali su uzorci broj 5 i 7, dok
su najvecu aktivnost pokazali uzorci broj 4 (omjer med/zob 40:60, 6,25 g kakao praha) i 8
(omjer med/zob 40:60, 7,5 g kakao praha). Kao i kod DPPH, uzorci s veéim sadrzajem kakao

praha pokazali su vece antioksidacijske kapacitete.

4.4. SENZORSKA SVOJSTVA KAKAO NAPITAKA

Ocjene senzorske analize prikazane su na slici 20. Senzorsku analizu provodila je panel
skupina koja je ocjenjivala 7 svojstava: izgled, boja, miris, slatkoca, gor€ina, okus 1 tekstura

pomocu svojih osjetila (vid, okus, njuh).
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Slika 20. Ocjene senzorske analize pripremljenih kakao napitaka

Najbolje ukupne ocjene dobio je uzorak broj 6 (omjer med/zob 50:50, 5 g kakao praha), dok je
najlosije ocjene dobio uzorak broj 9 (omjer med/zob 50:50, 6,25 g kakao praha). Za svojstvo
izgleda, najbolju prosje¢nu ocjenu od 4,17 dobili su uzorci broj 2 (omjer med/zob 60:40, 6,25
g kakao praha), 5 (omjer med/zob 60:40, 7,5 g kakao praha), 6 (omjer med/zob 50:50, 5 g kakao
praha) i 8 (omjer med/zob 40:60, 7,5 g kakao praha), dok je najniZzu prosjecnu ocjenu od 3,5
dobio uzorak broj 9. Za svojstvo boje, najbolju prosje¢nu ocjenu od 4,5 dobio je uzorak broj 1
(omjer med/zob 50:50, 7,5 g kakao praha), dok je najlosiju procjenu ocjenu od 3,5 dobio uzorak
broj 9. Za svojstvo mirisa, najbolju prosjecnu ocjenu od 4,5 dobio je uzorak broj 1, dok je
najlo$iju prosjecnu ocjenu od 3,67 dobio uzorak broj 9. Za svojstvo slatkoée, najbolju prosjecnu
ocjenu od 4,17 dobio je uzorak broj 6, a najlosiju prosje¢nu ocjenu od 3,0 dobio je uzorak broj
9. Za svojstvo gorcine, najbolju prosjecnu ocjenu od 4,0 dobili su uzorci broj 6 i 7 (omjer
med/zob 60:40, 5 g kakao praha), dok je najlosiju ocjenu od 2,83 dobio uzorak broj 9. Za
svojstvo okusa, najbolju prosje¢nu ocjenu 4,33 dobio je uzorak broj 6, dok je najlosiju ocjenu
od 3,0 dobio uzorak broj 9. Naposlijetku, za svojstvo teksture, najbolju prosjecnu ocjenu od 4,0
dobio je uzorak broj 2, dok je najlosiju prosje¢nu ocjenu od 3,24 dobio uzorak broj 9. Prema

navedenim rezultatima senzorske analize, moze se zakljuciti da je uzorak broj 9 (omjer med/zob
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50:50, 6,25 g kakao praha) bio najloSije ocijenjen po svim svojstvima. Uzorci s ve¢im
sadrzajem kakao praha panel grupa ocijenila je s nizom ukupnom ocjenom, prvenstveno zbog
gor¢ine napitka. Gledajuci najbolje i najlosije ocijenjeni uzorak, omjer med/zob nije imao

znacajan utjecaj na rezultate senzorske analize.

Belscak-Cvitanovi¢ 1 sur. (2010) takoder su ispitivali senzorska svojstva napitaka od kakao
praha razlicitih karakteristika. UocCeno je da sadzaj masnoce kakao praha nije utjecao na
osjetilnu percepciju potrosaca. S obzirom na okus u ustima i slatkocu te uravnotezenost,
prednost su pokazale mjeSavine sa SeCerima (saharoza, glukoza, trehaloza). NajviSom ocjenom
ocijenjena je smjesa koja je sadrzavala zasladivac¢ aspartam/acesulfam K, no mjesavine koju su
sadrzavale ekstrakt stevije pokazale su najuravnoteznije osobine s prosjecnom ocjenom 6,14
koju je odredio panel. Takvi napitci bili su umjereno slatki, dobrog okusa te su osigurali dobro

izbalansiran okus, §to ukazuje na veliki potencijal koriStenja ovog zasladivaca.

4.5. OPTIMIRANJE SASTAVA SMJESE | VALIDACIJSKI POKUSI

Nakon provedenih eksperimenata predvidenim dizajnom pokusa, provedeno je optimiranje
sastava smjese primjenom profila poZeljnosti. Optimalne vrijednosti dobivene modelom
prikazane su u tablici 5. Zatim je proveden validacijski pokus sa smjesom optimalnog sastava
te jo§ dodatna dva, s aromatiziranim prahovima. Rezultati za validacijske uzorke (bez arome,

aromatiziran malinom i aromatiziran naran¢om) takoder su prikazani u tablici 5.
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Tablica 5. Optimalne vrijednosti dobivene modelom i rezultati za validacijske uzorke

<
—_ =
> = —_ = 20 = 2,
2| = 5 2 . S22
S . 2 3 © 2 g = |3 T
sl S| ez s|<s| B G s, | 2|3 e | §|E |5 1
Uzorak 2 © s Z o = = 4 - © a g E Z E I X 0] g2 <33 =
p = & & I < N 2 S > 2 s =) 20 | g9 32
5 | < > 2 g = 5 | F € |z =S
-] a = 2 B O o S 3
= Z = @) =8 S
(=W
Modelom
predvideni 45 5,625 7,965 0,728 1,206 | 0,406 | 14,196 127,90 | 47,64 | -0,59 -096 | 1,15 | 238,52 157,61 | 78,67 | 6,37 | 19,56 6,86 10,90 | 44,44 | 3,79
optimum
Validacijski
45 5,625 8,595 0,769 1,250 | 0,430 | 10,440 79,38 4592 | -0,35 -1,36 | 1,41 | 255,62 152,55 | 76,30 | 6,31 | 20,13 4,87 7,82 2513 | 4,11
uzorak (VAL)
Validacijski
aromatizirani
malina (VAL 45 5,625 8,896 0,813 1,147 | 0,433 | 11,750 84,06 45,94 0,21 -1,60 | 1,61 | 277,37 14755 | 73,35 | 6,35 | 21,50 4,86 8,06 28,95 | 3,91
M)
Validacijski
aromatizirani
. 45 5,625 9,042 0,799 1,257 | 0,443 9,880 73,13 45,73 | -0,07 -1,19 | 1,19 | 266,69 140,50 | 70,30 | 6,36 | 19,88 | 18,76 7,21 24,92 | 3,40
naranca (VAL
N)
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Rezultati za validacijske uzorke i optimalne vrijednosti dobivene modelom prikazani su u
tablici 5. Modelom predvideni udio meda iznosio je 45 %, a toliko je iznosio i za validacijske
uzorke, takoder je predvideno 5,625 g/100 g kakao praha. Modelom predvideni sadrzaj vlage
iznosio je 7,965 %, dok su dobivene vrijednosti validacijskih uzoraka nesto viSe i krec¢u se u
rasponu od 8,595 % (VAL) do 9,042 % (VAL N). Predvideni optimum za vrijednosti nasipne
gustoce iznosio je 0,728 g/mL, dok su vrijednosti za validacijske uzorke nesto vise (0,769 g/mL
za VAL, 0,813 g/mL za VAL M 1 0,799 g/mL za VAL N). Predvideni optimum za Hausnerov
omjer (HR) iznosio je 1,206, dok su dobivene vrijednosti za validacijske uzorke vise za
validacijski uzorak (1,250) i za validacijski uzorak naranca (1,257), a niza vrijednost za
validacijski uzorak malina (1,147). Modelom predvideni optimum za aktivitet vode (aw)
iznosio je 0,406, a dobiveni rezultati validacijskih uzoraka pokazali su malo viSe vrijednosti
(0,430 za VAL, 0,433 za VAL M i 0,443 za VAL N). Sto se tice rekonstitucijskih svojstava,
modelom predvideni optimum za disperzibilnost iznosio je 14,196 s, a za mocivost 127,90 s.
Dobiveni rezultati validacijskih uzoraka pokazali su znatno niZe vrijednosti. Za disperzibilnost,
rezultati su iznosili: 10,440 s za VAL, 11,750 s za VAL M i 9,880 s za VAL N), dok su za
mocivost iznosili: 79,38 s za VAL, 84,06 s za VAL M 173,13 s za VAL N. Modelom predvideni
parametri boje iznosili su: za L* = 47,64, za a =-0,59, za b = -0,96, za Chroma 1,15 i za hue
238,52. Dobiveni rezultati validacijskih uzoraka nesto se razlikuju, neke dobivene vrijednosti
su nize, a neke vise od predvidenih. Optimum za vodljivost, prema modelu, iznosio je 157,61
uS/cm, dok su dobivene vrijednosti za validacijske uzorke nize (152,55 uS/cm za VAL, 147,55
uS/cm za VAL M 1 140,50 uS/cm za VAL N). Predvidena vrijednost za TDS iznosila je 78,67
mg/L, a dobivene vrijednosti nesto su nize. Modelom predvidena optimalna pH vrijednost
iznosila je 6,37, a dobiveni rezultati priblizni su optimumu (6,31 za VAL, 6,35 za VAL M, 6,36
za VAL N). Modelom predvideni optimum za odredivanje Secera iznosio je 19,56 °Bx, a
izmjerene vrijednosti validacijskih uzoraka su vise (20,13 °Bx za VAL, 21,50 °Bx za VAL M
i 19,88 °Bx za VAL N). Modelom predviden optimum sadrzaja polifenola iznosio je 6,86 mg
GAE/g s.tv., dok se dobivene vrijednosti validacijskih uzoraka razlikuju, odnosno za
validacijski uzorak rezultat iznosi 4,87 mg GAE/g s.tv., za validacijski aromatizirani uzorak
malina iznosi 4,86 mg GAE/g s.tv., te za validacijski aromatizirani uzorak naranca 18,76 mg
GAE/g s.tv. Modelom predvideni optimum antioksidacijskog kapaciteta (DPPH metoda)
1znosio je 10,90 umol Troloxa/g s.tv., a dobivene vrijednosti validacijskih uzoraka nesto su nize
(za VAL 7,82 pmol Troloxa/g s.tv., za VAL M 8,06 umol Troloxa/g s.tv. i za VAL N 7,21
umol Troloxa/g s.tv.). Sto se ti¢e FRAP metode, optimum je iznosio 44,44 pmol FeSOy4 -
7H20/g s.tv., dok su dobivene vrijednosti nize (za VAL 25,13 umol FeSO4 - 7H20/g s.tv., za
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VAL M 28,95 pumol FeSO4 - 7TH2O/g s.tv. te za VAL N 24,92 umol FeSO4 - 7H20/g s.tv.).
Prosjecna senzorska ocjena prema modelu bila je 3,79 dok se dobivene vrijednosti nesto

razlikuju (za validacijski uzorak iznosi 4,11, za VAL M iznosi 3,91, a za VAL N iznosi 3,40).
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. ZAKLJUCCI

Meduovisnost udjela zobi, meda i kakao praha u dizajnu sastava smjesa igra znacajnu

ulogu u svojstvima zavr§nog proizvoda.

. Manju viskoznost pjena prije suSenja pokazali su uzorci s manjim sadrzajem kakao
praha, dok su vecéu viskoznost pokazali uzorci s ve¢im sadrzajem kakao praha. Omjer

med/zob nije pokazao znacajan utjecaj na viskoznost pjena.

Uzorci koji sadrze najvec¢i udio meda pokazuju manju promjenu u vrijednostima nasipne

gustocée pri 0 1 1250 udaraca u usporedbi s onima s nizim udjelom meda.

Bolja fizikalna svojstva disperzibilnosti 1 mocivosti pokazali su uzorci s manjim

sadrzajem kakao praha.

. Najvisi sadrzaj ukupnih polifenola pokazali su uzorci s veéim sadrzajem kakao praha,

dok omjer med/zob nije pokazao znacajan utjecaj.

. Najveca antioksidacijska aktivnost izmjerena je kod uzoraka s ve¢im sadrzajem kakao

praha, dok omjer med/zob nije pokazao zna€ajan utjecaj.

. Na prihvatljivost proizvoda od strane panelista utjecao je sadrZaj kakao praha, bolje su
ocijenjeni uzorci s manjim sadrzajem kakao praha, dok omjer med/zob nije pokazao

znacajan utjecaj na ocjenu.

Modelom dobiveni optimalan sastav praha za dobivanje instant kakao napitka je
sljedeci: 45 % meda, 55 % zobenog brasna i1 5,625 g kakao praha/100 g praskastog

proizvoda.
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