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1. UVOD

Trendovi u socio-ekonomskom razvoju i populacijskoj demografiji pokazuju kako je
posljednjih godina sve veca potreba za hranom koja ima dodanih pozitivnih utjecaja na zdravlje.
Porast oCekivanog trajanja Zivota, koji rezultira porastom udjela starije populacije te Zelje za
poboljsanjem kvalitete Zivota (posebice u poodmakloj dobi), kao i porast troskova lijeCenja
potaknuli su vlade, istrazivace, zdravstvene djelatnike i prehrambenu industriju na otkrivanje
najboljih nadina kako bi se poduprijeli takvi trendovi. Samim time dolazi do inicijative za
identifikacijom, tkz. funkcionalne hrane koja osim uobicajene uloge ima dodatnih Ssvojstava u
svrhu poboljsanja zdravlja i dobrobiti ljudi (Rogovska i Cukanova, 2015).

Jedan od nacina proizvodnje funkcionalnih proizvoda je obogaéivanje postojecih proizvoda
bioaktivnim spojevima, koji su prirodno prisutni u odredenom proizvodu. Takvo povecanje
koli¢ina bioaktivnih spojeva se pokazalo kao ekonomican i u€inkovit nain za poboljSanje
proizvoda (Spence, 2006). Na globalnoj razini, najveci je porast broja funkcionalnih napitaka
buduci da su oni prepoznati kao najbolji medij za funkcionalne sastojke. Od bezalkoholnih
napitaka viSe se ne o¢ekuje samo osvjezenje, nego se zahtijevaju i dodatni pozitivni uéinci
njihovog konzumiranja na ocuvanje zdravlja i ljepote. Zdravstveni ucinci pojedinih
funkcionalnih prehrambenih proizvoda primarno ovise o ,aktivnim” sastojcima koji im se
dodaju u obliku izoliranih sastojaka i ekstrakata iz prehrambenih proizvoda ili biljaka (Bender,
2008).

Kakao se u ljudskoj prehrani konzumira ve¢ tisu¢ama godina te je za pripadnike plemena Maya
kakao predstavljao ¢ak i simbol fertilnosti i zivota te hranu bogova. Dugo vrijeme kakao i
¢okolada konzumirani su iz ¢isto hedonistickih razloga, medutim u posljednjih 20-tak godina,
istrazivaci su dokazali kako tamna cokolada (ve¢i udio kakaa) te kakao u prahu imaju pozitivne
ucinke na ljudsko zdravlje, prvenstveno zbog relativno visoke koncentracije polifenola koje
sadrze (Ackar 1 sur., 2013).

lako kakao sam posebi ve¢ posjeduje odredene pozitivne ucinke na ljudsko zdravlje, trziste je
pomalo zasi¢eno mnoStvom instant kakao proizvoda koji su obogaceni s raznim vitaminima i
mineralima, vlaknima ili bioaktivnim komponentama kako bi im se poboljsala funkcionalna
svosjtva, tj. pozitivni ucinci na ljudsko zdravlje. Jedan od novijih naina poboljSanja

funkcionalnih svojstava instant kakao praha je obogacivanje s biljnim ekstraktima.

1



U posljednjih nekoliko desetljeca ¢ini se kako je uzgoj, razvoj i upotreba industrijske konoplje
dozivio svojevrsni procvat. Sve se intenzivnije istrazuju novi nacini primjene uz istodobno
ozivljavanje nekih starih, unapreduju¢i ih primjenom novih tehnoloSkih znanja. Osim
tradicionalnih namjena poput proizvodnje vlakana, tekstila i papira sve se vise istrazuju
mogucénosti primjene u medicini, prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. Tako je industrijska
konoplja sve ¢esée primjenjivana u prehrambenoj industriji sa ciljem poveéanja nutritivnih i
funkcionalnih svojstava prenrambenih proizvoda, ponajprije zbog prisustva ®-6 i ®-3 masnih

kiselina, terpena, visokovrijednih proteina te antioksidativne aktivnosti (Hazekamp 2009).

Stoga je cilj ovog rada bio procesom susenja u pjeni proizvesti funkcionalne instant kakao
praskaste proizvode obogacene dodatkom ekstrakta industrijske konoplje razlifite vrste
(mikroinkapsulranog ili tekuceg) ili postotka (2,5; 5; 10 i 15%). Dobivenim proizvodima
ispitivana su fizikalna svojstva (veli¢ina Cestica, nasipna gusto¢a, suha tvar, svojstva tecenja,
disperzibilnost, topivost), kemijska svojstva (ukupni polifenoli, antioksidacijska aktivnost) te
senzorska svojstva. Kako bi se odredilo prezivljavanje i biodostupnost polifenola te
antioksidacijska aktivnost kakao prahova tijekom probave, provedena je i simulacija probavnog

sustava in-vitro.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. FUNKCIONALNA HRANA

Razvoj nutricionizma, moguc¢nost izolacije i identifikacije nutrijenata koji su potrebni za rast i
prezivljavanje, otkrice fizioloski aktivnih komponenata u hrani biljnog i Zivotinjskog podrijetla,
sve vedi interes za Vvlastito zdravlje, promjene u zakonskim regulativama vezanim uz hranu,
brojne tehnoloske inovacije te trziste zrelo za uvodenje produkata koji promoviraju zdravlje,
doveli su tijekom 1990-tih do kreacije trenda koji je danas poznat kao ,,funkcionalna hrana®.
Samim time, nacelo ,,Neka tvoja hrana bude tvoj lijek, a tvoj lijek neka bude tvoja hrana“ koje
je Hipokrat iznio pred gotovo 2500 godina je dobila novu i veéu ulogu (Hasler, 1998; Hasler,
2002).

Pojam ,,funkcionalna hrana“ prvi se puta poceo koristiti u Japanu 1980-tih i odnosio se na
prehrambene proizvode obogacene nutrijentima koji posjeduju korisna fizioloska djelovanja
(Hardy,2000; Kwak i Jukes, 2001; Stanton i sur., 2005). Ministarstvo zdravstva Japana 1991
godine predstavlja pravila za odobrenje specificne zdravstvene kategorije hrane — FOSHU
(Food for Specified Health Uses) Sto ukljucuje i uspostavljanje pravila za specifi¢ne
zdravstvene tvrdnje za taj tip hrane (Burdock i sur. 2006; Kwak i Jukes, 2001a; Menrad, 2003;
Roberfroid, 2000b).

Prema Ministarstvu zdravstva Japana FOSHU je:

* Hrana za koju se ocekuje da zbog svog sastava ima specificne zdravstvene utjecaje ili hrana

iz koje su uklonjeni alergeni;

* Hrana kod kojih je utjecaj dodataka ili uklonjenih tvari znanstveno vrednovan i dobivena je

dozvola za tvrdnje o specificnom pozitivnom ucinku na zdravlje (Roberfroid, 2000a).

U vecini zemalja ne postoje zakonske definicije naziva ,,funkcionalna hrana“ i postavljanje
granice izmedu konvencionalne i funkcionalne hrane je ¢ak iza nutricioniste i prehrambene
tehnologe izazov (Mark-Herbert, 2004; Niva, 2007). Takoder, postoji vise razli¢itih definicija
funkcionalne hrane (FH). Jedna od definicija koja se naj¢esce koristi i na jednostavan nacin

objasnjava pojam FH je ta da se hrana moze nazvati ,,funkcionalna“ ako pored svoje osnovne



nutritivne vrijednosti na pozitivan i zadovoljavaju¢i nacin utjeCe na jedan ili vise ciljanih
funkcija tijela smanjujuci rizike razvoja pojedinih bolesti (Roberfroid, 2000). Funkcionalna
hrana moze poboljsati opce stanje organizma, smanjiti rizik oboljenja od raznih bolesti, ¢ak se
moze koristiti tijekom lijeCenja nekih bolesnih stanja (Mark-Herbert, 2004; Menrad, 2003).

Neke od definicija funkcionalne hrane prikazane su u Tablici 1.

Tablica 1. Razlicite definicije pojma ,,funkcionalna hrana“

Organizacija Definicija

Academy of “Hrana definirana kao cjelovita hrana zajedno s oboga¢enom hranom
Nutrition and koja ima potencijalne pozitivne u¢inke na zdravlje kada se konzumira
Dietetics kao dio raznovrsne prehrane na regularnoj bazi pri efikasnim

koli¢inama“ (Crowe i Francis, 2013).

International Food  “Hrana ili komponente prehrane koje mogu pruzite pozitivne uéinke

Information na zdravlje iznad uobiCajene prehrane i mogu imati ulogu u

Council reduciranju ili minimiziranju rizika od pojedinih bolesti i ostalih
zdravstvenih stanja“(IFIC, 2009).

Institute of Food “Hranaikomponente hrane koje pruzaju pozitivne u¢inke na zdravlje
Technologists iznad uobicajene prehrane (za populaciju kojoj je namijenjena)” (IFT,
2012).

International Life ~ “Hrana koja na temelju prisutnosti fizioloski aktivnih komponenti

Sciences Institute hrane pruza pozitivne ucinke na zdravlje iznad uobicajene prehrane”

(ILSI, 2012).
European “Hrana koja povoljno utjece na jednu ili vise ciljanih funkcija u tijelu,
Commission iznad uobicajenih nutritivnih utjecaja, na nacin koji je relevantan za

poboljsanje zdravlja i blagostanja i/ili redukciju rizika od bolesti. Dio
je normalnog obrasca hranjenja. Nije tableta, kapsula ili bilo koji
oblik dodatka prehrani” (EC, 2012).

Health Canada “Funkcionalna hrana je ili konvencionalna hrana ili je slicna

izgledom konvencionalnoj hrani, konzumira se kao dio normalne



prehrane 1 dokazano je da ima fizioloske benefite i/ili reducira rizik

od kroni¢nih bolesti iznad uobicajene prehrane”(HC, 2012).

Japanese Ministry “FOSHU (Hrana za specifi¢nu zdravstvenu upotrebu) odnosi se na

of Health, Labour, hranu koja sadrzi sastojke koji imaju funkciju poboljSanja zdravlja i

and Welfare sluzbeno su odobreni tvrditi svoju uéinkovitost na ljudsko tijelo.
FOSHU je namijenjen konzumiranju s ciljem odrzavanja / promocije
zdravlja 1 specifi¢nih zdravstvenih potreba ljudi koji zele kontrolirati
svoje zdravstveno stanje, $to ukljucuje krvni tlak te kolosterol u krvi
(MHLW, 2012).

2.1.1. Tipovi funkcionalne hrane

Koli¢ina 1 vrste funkcionalne hrane koja se moZe razviti je ograni¢ena samo naSom mastom,
zamijeCenim zdravstvenim utjecajem na zdravlje 1 spremnoS$¢u kupca na kupovinu i
konzumaciju takvoga proizvoda. Funkcionalnu hranu moze se S jednostavnog i prakti¢nog
gledista podijeliti u pet skupina proizvoda, §to je prikazano u Tablici 2. Primjeri za svaki od
ovih tipova hrane se mogu se naci na trziStu. Za neke od tih proizvoda je o€ito da su FH,

medutim drugi proizvodi nisu toliko transparentni (Spence, 2006).
Tablica 2. Tipovi funkcionalne hrane

Nemodificirana i nepreradena hrana Najjednostavniji  oblik  funkcionalne

hrane, hrana u svom prirodnom obliku

(engl. whole food)

Obogaceni proizvodi Povecanje koli¢ine postojecih nutrijenata

(engl. fortified food)

Dodatak novih nutrijenata ili komponenti
koji nisu normalno prisutni u odredenoj hrani

(engl. enriched food)



Izmijenjeni proizvodi (engl. altered food) Zamjena postojece  komponente  i/ili
antinutrijenta s nutrijentima  koji  imaju

povoljan u¢inak

Poboljsani proizvodi (engl. enhanced Hrana kod koje je jedna ili viSe komponenta

. prirodno obogacena kroz specijalne uvjete
commodities) o

uzgoja biljaka, nove formule sto¢ne hrane

kod uzgoja Zivotinja, genetske manipulacije i

sl.

Na globalnoj razini, najveci je porast broja funkcionalnih napitaka buduci da su oni prepoznati
kao najbolji medij za funkcionalne sastojke. TrZiSte funkcionalnih napitaka obuhvaca veliku
paletu proizvoda, od energetskih do biljnih infuzija, voénih sokova, mlije¢nih proizvoda,

smoothies (svjeze iscijedeni sokovi od voca i povréa) i sliéno (Cock i Bechert, 2002).

Zdravstveno 1 prehrambeno osvijeSteni potrosaci diktiraju razvoj novih proizvoda. Moderni
funkcionalni napitci odraz su novih dinami¢nih trendova u prehrambenoj industriji. Od
bezalkoholnih napitaka viSe se ne ofekuje samo osvjezenje, nego se zahtijevaju i dodatni
pozitivni ucinci njihovog konzumiranja na oc¢uvanje zdravlja i ljepote. Zdravstveni ucinci
pojedinih funkcionalnih prehrambenih proizvoda primarno ovise 0 ,,aktivnim” sastojcima koji
im se dodaju u obliku izoliranih sastojaka i ekstrakata iz prehrambenih proizvoda ili biljaka.
Sto je vise znanstvenih dokaza o pozitivnim uéincima odredenih sastojaka to je veéi interes za

njihovu primjenu u funkcionalnim proizvodima (Bender, 2008).



2.2. KAKAO KAO FUNKCIONALNI PROIZVOD

Kakao i ¢okolada dobivaju se od zrna kakaovca (Theobroma cacao L.). Ova biljka daje velike
plodove, oblika ovalnih, izduZzenih mahuna od kojih se svaki sastoji od 20-60 zrna kakaovca
koji su okruzeni bijelom, ljepljivom pulpom (Afoakwa, 2010; Cinquanta i sur., 2016; Badrie i
sur., 2015).

Kakao je smedi prah ugodna mirisa, a dobiva se mljevenjem ostatka nakon vruéeg presanja i
izdvajanja kakaova maslaca iz osuSenih sjemenaka kakaovca, od kojih se dobivaju i drugi
kakaovi proizvodi i ¢okolada. Sam kakao prah sluzi i za pripravu istoimenoga napitka s

mlijekom (Anonymous, 2018a).

Usporednom nutritivnih vrijednosti raznih produkata napravljenih od zrna kakaovca (bilo
sirovog ili prZzenog), najvece razlike izmedu njih nalaze se u njihovoj energetskoj vrijednosti
(kalorijama) te udjelu Secera i masti(Anonymous, 2018b; Anonymous, 2018c). Detaljniji prikaz
dan je u Tablici 3.

Tablica 3. Pregled odabranih nutritivnih vrijednosti raznih produkata od zrna kakaovca na 28

grama proizvoda (Anonymous, 2018b; Anonymous, 2018c).

Nezasladeni Nezasladena Polu zasladene Tamna
kakao prah fermentirana ¢okoladne ¢okolada,
kakao zrna kapljice 70% kakaa
Energija (kcal) 64 160 140 160
Masti (grama) 3.5 11 8 13
Zasicene masti 2 2.5 5 8
(grama)
Proteini (grama) 5 9 1 2
Ugljikohidrati 16 6 20 14
(grama)
Seéer (grama) 0 0 18 9
Vlakna (grama) 9 3 1 3
Zeljezo 22% RDI 4% RDI 12% RDI 30% RDI



Proizvodi od kakaa su izvrstan izvor nekoliko razli¢itih mineralnih tvari, kao $to su selen,
magnezij, krom i mangan. Generalno gledano, $to je cokolada ,,tamnija* (§to znaci da ima veci

udio kakaa) to je ve¢i udio mineralnih tvari u njenom sastavu (Cinquanta i sur., 2016).

Iako na nutritivnim deklaracijama nije navedeno, kakao sadrzi znacajne koli¢ine antioksidansa.
Njihov udio u pojedinom proizvodu varira te najviSe ovisi, medu ostalim, o vrsti kakaa,
uvjetima njegovog rasta te metodama koriStenih kod procesiranja. Opet, generalno gledano, $to
je manje kakao procesiran, posebice u uvjetima visoke temperature, to je udio antioksidanasa
veéi (Badrie i sur., 2015; Camu i sur., 2008).

Dugo vrijeme kakao i ¢okolada konzumirani Su iz ¢isto hedonistickih razloga, medutim u
posljednjih 20-tak godina, istrazivaci su dokazali kako tamna Cokolada (veci udio kakaa) te
kakao u prahu mozebitno imaju pozitivne ucinke na ljudsko zdravlje, prvenstveno zbog
relativno visoke koncentracije polifenola koje sadrze (Ackar i sur., 2013). Polifenoli su velika
i heterogena grupa bioloski aktivnih spojeva. Po strukturi su aromatski spojevi s vise
hidroksilnih supstituenata. Rijetko se nalaze u slobodnom obliku u prirodi, uglavnom su u
esterificiranom ili konjugiranom obliku (Covié i sur, 2009). Sekundarni su biljni metaboliti koji
sluze kao potporni materijal u stani¢nim stjenkama, biljci daju Sarenu boju za privlacenje ptica
i insekata te kao obrambeni mehanizam usred raznih stresnih uvjeta u okoliSu (ranjavanja,

infekcija, pretjeranog svijetla ili UV zracenja) (Hakkinen, 2000).

2.2.1. Utjecaj kakaa i proizvoda od kakaova zrna na zdravlje

Zrna kakaovca i njegovi proizvodi bogati su izvor bioaktivnih biljnih komponenti, posebice
spomenutih polifenola od kojih najvise onih iz grupe flavanola. Mnoga istraZivanja su dokazala
kako polifenoli/polifenolima bogata hrana imaju pozitivne utjecaje na zdravlje (Han i sur.,
2007; Cooper i sur., 2008). Flavanoli imaju, izmedu ostaloga, antioksidativni 1 antikancerogeni

ucinak te pozitivno utjecu na zdravlje kardiovaskularnog sustava (Ndife i sur., 2013).

Zabiljezena je korelacija izmedu povecane konzumacije napitaka od kakaa te snizenih razina
krvnoga tlaka, infarkta miokarda, mozdanog udara, dijabetesa tipa 2 te karcinoma kod
pripadnika Kuna Indijanaca (Hollenberg, 2009). Sli¢nu pojavu pokazalo je i istrazivanje

provedeno nad starijim muskarcima koji nisu imali nikakvih kroni¢nih bolesti. Kod njih je



redukcija krvnog tlaka i rizika od kardiovaskularnog mortaliteta iznosila 45-50% (Buijsse i sur.,
2006).

Vruéi napitak od kakaa dokazano uspjesno reducira koli¢inu LDL kolesterola, povecava

koli¢inu HDL kolesterola te supresira oksidaciju LDL-a (Baba i sur., 2007).

Kakao sadrzi zeljezo koje je, za razliku od vecine biljnih izvora, odli¢no bioiskoristivo te zbog
toga, prvenstveno, vegani i vegetarijanci mogu imati znacajne koristi od njegove konzumacije

(Cinquanta i sur., 2016).

Kakao takoder sadrzi triptofan, aminokiselinu koja se u tijelu koristi za sintezu serotonina
(,,hormona srece®), neurotransmitera koji je zasluzan za osjecaj srece 1 relaksiranosti (Badrie i

sur., 2015).

2.2.2. Instant kakao napitci — znac¢aj i proizvodnja

Instant napitci bazirani su na aglomeraciji praha ¢ime se omogucava njegovo potpuno otapanje
i disperzibilnost u odredenoj koli¢ini tekuéine (Schubert, 1993). Dobar instantizirani proizvod
nema Cestica koje plutaju po povrsini ili sedimenta na dnu tekuéine. Instant kakao proizvodi se
dodaju u hladnu vodu ili mlijeko. Kakao prah odli¢ne kvalitete ima sposobnost slobodnog
teCenja, stabilan je ima ujednaenu boju i aromu, dobre je mikrobioloske kvalitete te
jednostavan za koriStenje (de Muijnck, 2005). Kakao prah se ne rasprSuje potpuno u
vodi/mlijeku zbog prisustva hidrofobnih dijelova (masti) na povr$ini ¢estica te ima tendenciju
formiranja grumena (Wieland, 1972). Postoji nekoliko metoda kojima se pokusava poboljsati
disperzibilnost: prvi nacin je da se kakao prah pomijesa, u vodi/mlijeku, zajedno s drugim
¢vrstim komponentama kao $to su saharoza i/ili mlijeko u prahu. Drugi nacin je da se u kakao
napitak dodaje lecitin. Lecitin je molekula koja se sastoji od hidrofobnog i hidrofilnog dijela.
Hidrofobni dio lecitina okrece se i orijentira prema vanjskom, hidrofobnom dijelu kakao praha,
dok je hidrofilni dio tada orijentiran suprotno, prema van. Na taj nacin stvorena je kakao Cestica
¢iji vanjski sloj ima hidrofilni karakter te se lako disperzibira u vodenoj otopini. Treé¢i nacin
kojim se nastoji poboljsati disperzibilnost kakao praha je stvaranje aglomerata kakaa, Secera i
ostalih ¢vrstih Cestica. Aglomeracija se obi¢no definira kao proces ¢iji je glavni cilj kontrola
poroznosti i gusto¢e materijala cime se utje¢e na osobine kao $to su gustoca i topljivost. Glavni

princip na kojem se proces temelji je nastajanje ¢vrstih ili teku¢ih mostova, van der Waalsovih
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sila, elektrostatskih sila 1 vezivnih veza izmedu cCestica, Cime nastaju vece, porozne strukture
(Barbosa-Canovas i sur., 2005). Tijekom ovog procesa, kristali Secera se navlaze vodom ili
parom te kakao i ostale ¢vrste Cestice tada imaju moguénost prianjanja na vlazne kristale Secera.
Nakon toga takvi se aglomerati podvrgavaju procesu suSenja. Na taj nacin dobivaju se
aglomerati kakaa i1 Secera koji se lagano disperziraju u hladnoj vodi/mlijeku (Anonymous,
1999). Brojne metode mogu se koristiti za aglomeraciju kakao praha: aglomeracija parom,
aglomeracija i suSenje u tekuc¢em sloju, termalna aglomeracija i mikser sa visokim smicanjem
za mokru aglomeraciju. Sama aglomeracija poboljSava rekonstitucijska svojstva te je zbog toga
vazno da se stupanj aglomeracije i kompaktnost praha mogu kontrolirati tijekom procesa

proizvodnje (Benkovi¢ i Bauman, 2011; Benkovi¢ i sur., 2015).

Aglomeracija i suSenje u fluidiziranom sloju najsire je koriStena metoda u proizvodnji instant
kakao napitaka zbog brojnih prednosti koje ima: brza je i efikasna, sustav za upravljanje je
mogucée automatizirati ¢ime se omogucéava kontinuirano i istovremeno pracenje i mjerenje
velikog broja varijabli, itd. (Silva i sur., 2011). Aglomeracija u fluidiziranom sloju kategorizira
se kao sistem jedne komore zbog toga jer se svi elementarni procesi zbivaju u istoj komori. U
samom procesu aglomerati (porozne Cestice) dobivaju se time $to se, u komori za susenje,
otopina veziva (najcesce lecitina) rasprSuje po smjesi za aglomeraciju, koja se sastoji od Secera
i kakaa. Aglomeracija nastupa kada vlazne ¢estice udaraju jedna o drugu te dolazi do nastajanja
tekuc¢ih mostova izmedu njih. U samoj komori istovremeno struji i vruéi zrak koji sluzi za
susenje tako dobivenih aglomerata, koji nastaju usred isparavanja otapala te formiranja ¢vrstih
mostova (ocvrs¢ivanje vezivne tvari). Kada se takvi procesi vlazenja, sudaranja i susenja
ponavljaju, fluidizirane Cestice rastu usred medusobne aglomeracije (Ji i sur., 2015; Benkovié¢

i Bauman., 2011).

2.2.3. SuSenje u pjeni
Susenje je vazan proces za konzerviranje sirove hrane. Dogada se kada se vodena para
odstranjuje sa povrSine materijala u okolinu §to rezultira suSenim materijalom koji ima
produljeni rok trajanja, reducirani aktivitet vode Sto dalje dovodi do inhibicije rasta
mikroorganizama i smanjenja nepozeljnih enzimatskih reakcija te fizikalnih i kemijskih

promjena tijekom skladistenja (Mayor i Sereno, 2004; Falade i Solademi, 2010).

Za proizvodnju instant kakao napitaka susenje u fluidiziranom sloju je najcesc¢e primjenjivana
metoda. lako je najc¢eS$¢a, ima brojne nedostatke kao $to suveliki troSkovi instalacije, mala

termicka efikasnost i visoki utrosak energije (Barbosa-Canovas i sur., 2005). Glavni princip na
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kojem se susenje u pjeni temelji je konverzija tekuée ili polutekuce hrane u stabilnu pjenu te
ugradnja velikog volumena plina u smjesu. Pjena je koloid kod kojeg je plin dispergiran u
kontinuiranoj tekucoj fazi. Dispergirana faza (zrak) smatra se internom fazom, dok je
kontinuirana faza eksterna faza. Dispergirana faza je veca od kontinuirane faze (German i
Phillips 1994; Baniel i sur. 1997). S obzirom na omjer dispergirane prema kontinuiranoj fazi,

pjena se moze klasificirati u polihedri¢nu i razrijedenu mjehuric¢astu formu pjene (Prins 1988).

Pjena se proizvodi na 3 nacina: propuhivanjem zraka, udaranjem/tu¢enjem i treskanjem. Medu
njima najcesca je tucenje pjene pomocu raznih blendera ili specijalno dizajniranih mijesalica.
Pjena se zatim prostire u tankom sloju na podlozak 1 izlaZe struji vruc¢eg zraka do trenutka
postizanja zeljenog sadrzaja vlage. Usred nastanka pjene povecéava se povrsina koja je izloZena
zraku, ubrzava se isparavanje te je zbog toga susenje moguce izvesti kod nizih temperatura §to

juujedno ¢ini i jeftinijom (Brygidyr i sur, 1977).

Susenje u pjeni je jednostavna i ekonomic¢na metoda, a glavne prednosti su: odrzivost svih
tipova napitaka, moguénost brzog suSenja pri nizim temperaturama, oCuvanje nutritivnih
kvaliteta te jednostavna rekonstrukcija te je uz to znaéajno jeftinija od vakuum, susenja
smrzavanjem ili u fluidiziranom sloju (Sangamithra i sur., 2014; Kadam i sur., 2010; Ratti i
Kudra, 2006). Nadalje, postupak ima sve vecu komercijalnu primjenu kod suSenja tekuéina kao
Sto su mlijeko, voéni napitci, kave i ¢aja (Bag i sur., 2011) te se koristi za dobivanje slobodno-
teku¢ih prahova iz materijala koji imaju tendenciju prianjanja na zidove raznih komora
(Benkovi¢ i sur., 2018). Razlika izmedu suSenja u pjeni i ostalih metoda susenja je u tome $to
se suSenjem u pjeni mijenja fizikalna struktura sirove hrane time $to dolazi do slamanja stanicne
stijenke te inkorporacije plina, najcesce zraka. Za razliku od toga kod ostalih metoda ne dolazi

fizikalnih promjena (Mounir, 2017).

Stabilna plin-tekucina pjena je primarni uvjet za uspje$no susenje u pjeni. U tu svrhu koriste se
razli¢ita sredstva za pjenjenje, kao $to su proteini, razne gume te ostali emulzifikatori (Mounir,
2017). Sredstva za pjenjenje su surfaktanti, tj. tvari koje smanjuju povrsinsku napetost izmedu
dvije tekuéine, ili izmedu tekucine i ¢vrste tvari te olakSavaju nastajanje pjene. Kvalitete koje
takvo sredstvo mora imati ukljucuju neposrednu mogucnost adsorpcije na granici zrak-
teku¢ina, uzajamnu interakciju izmedu proteina koja nastaje na granici te formiranje jakog
kohezivnog i viskozno-elasticnog filma. Proteini daju odli¢nu stabilnost pjenama zbog svoje
hidrofobnosti i mogu¢ih konformacijskih promjena koje omogucuju brzu adsorpciju i

nastajanje koherentnog elasti¢nog adsorptivnog sloja (Dickinson, 1998). Najc¢esc¢e koristena
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sredstva za pjenjenje su bjelanjak, zelatina, proteini mlijeka (protein sirutke, kazein) te sojini

proteini (Sangamithra i sur., 2014).

U literaturi ne postoje brojni primjeri primjene susenja u pjeni na kakao prahu, unato¢ tome $to
zbog svega gore navedenog susenje u pjeni predstavlja zanimljivu alternativu kod proizvodnje

instant kakao napitaka te je takav nac¢in primjene potrebno dodatno istraziti.

2.2.4 Obogacdivanje instant kakao proizvoda i razvoj novih funkcionalnih

kakao napitaka

Mnoga istrazivanja pokazala su da, iako malnutricija nije pretjerano prisutna u razvijenim
zemljama, postoje mikronutrijenti koji su ¢esto kriti¢ni, tj. odredene dobne skupine ne unose ih
u dovoljnim koli¢inama. Zbog toga obogacivanje hrane raznim kriticnim mikronutrijentima
(npr., kalcij, zeljezo, jod, magnezij) predstavlja dobru mjeru u cilju povecanja njihova unosa
(FAO/WHO, 2014.) U smislu obogacivanja, napitci predstavljaju odli¢no rjeSenje zbog toga
jer se lagano konzumiraju uz uobicajeni obrok, a u pogledu instant kakao napitka dodatno i
zbog toga jer su Cesti u prehrani djece koja su jedna od ugrozenih skupina po pitanju odredenih
nutritivnih nedostataka (Mensink i sur., 2013). U danasnje doba postoje razni proizvodi instant
kakao napitaka koji su dodatno obogaceni mikronutrijentima. Tako Nestle ima brojne
obogacene proizvode, npr. Nestle Hot Cocoa koji je obogaéen s kalcijem, vitaminima A, C, E,
B6, B12 i zeljezom te Nesquik koji je obogaéen zeljezom, cinkom i vitaminima D,C i B1.
Nadalje, proizvoda¢ Copper moon ima proizvod Hot cocoa koji je takoder obogacen
vitaminima A, E, B1, B2, B3, B6,B7, B9, B12, K1, D zeljezom, cinkom, kalcijem imanganom
te je takoder deklariran kao proizvod koji umjesto Secera sadrzi sladilo sukralozu. Od hrvatskih
proizvodaca na trZiStu su prisutni proizvodi Kra§ express, koji je obogacen kalcijem te
vitaminima A, B, C i D i Lino ¢oko drink koji je obogacen vitaminom D i kalcijem. Nedavno,
rastom popularnosti ,,ketogene dijete”, razvijena je formulacija nazvana ,,Bulletproof cocoa“
koja umjesto Secera sadrzi poliole (ksilitol), a specificna je po puno vecem udjelu kakao
maslaca od uobicajenih instant kakao proizvoda. U cilju dodatnog poboljsanja pozitivnih
utjecaja kakaa na zdravlje, zanimljivo je obogacivanje instant kakao proizvoda raznim biljnim
ekstraktima. Ekstrakt industrijske konoplje predstavlja interesantan dodatak kakao napitku
zbog svog antioksidativnog djelovanja te sadrZaja terpena i kanabinoida. Uz pozitivne utjecaje

na zdravlja ima i zanimljiv miris i okus koji moze dodatno obogatiti kakao napitak.
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2.3. INDUSTRIJSKA KONOPLJA

Konoplja je biljka koja pripada porodici Cannabinaceae te je najpoznatija po svojim
psihoaktivnim svojstvima. Medutim, u posljednje vrijeme sve je ¢eS¢e primjenjivana u
prehrambenoj industriji sa ciljem povecanja nutritivnih 1 funkcionalnih svojstava prehrambenih
proizvoda (kruh, peciva, pivo, proteinski prah, ¢aj, kava, burger, voda, maslac, mlijeko, brasno),
ponajprije zbog prisustva w-6 i @-3 masnih kiselina, terpena te visokovrijednih proteina

(Hazekamp 2009). Pregled osnovnih karakteristika industrijske konoplje dan je u nastavku.

2.3.1. Taksonomija konoplje

Prema trenutnoj botanickoj klasifikaciji konoplja (Cannabis sativa L.) pripada porodici
Cannabinaceae (Cannabaceae ili Cannabidaceae). Konoplja (lat. Cannabis = konoplja,
podvrsta: sativa = korisna) je imala Siroku primjenu u povijesti. Smatra se da je uzgoj zapoceo
na podrucju Kine prije vise tisu¢a godina. Kinezi su pocetkom n.e. operirali bolesnike uz pomo¢
konopljine smole i vina kao anestetika. Njena primjena spominje se u indijskim i perzijskim
vjerskim zapisima. Koristila se u prehrani, proizvodnji odjece, industriji, u lije¢enju i u duhovne
svrhe (Lu, 2014; Snyderman, 2012). Industrijska konoplja se danas koristi u razne svrhe od

kojih su najvaznije one za proizvodnju vlakna, sjemenki te ulja (Smeriglio i sur., 2016).

Kao rezultat stoljetnog uzgoja, selekcije i krizanja, danas u svijetu postoji velik broj sorata ili
kultivara konoplje. Prema Snoijeru (2001) opisano je preko 700 razli€itih kultivara konoplje,
no danas se smatra da je ta brojka puno veca. Do sada je predloZeno nekoliko klasifikacija
konoplje. Prema Schultes i sur. 1974., postoje tri vrste konoplje: Cannabis sativa L.,
Cannabis indica Lam. i Cannabis ruderalis Janisch. Small i Cronquist, 1976. smatraju da
postoji samo jedna vrsta konoplje, ali s dvije podvrste: Cannabis sativa L. spp. sativa i
Cannabis sativa spp. indica. No unato¢ predlozenim klasifikacijama globalno je uvazeno da je
konoplja monotipi¢na biljka koja ima samo jednu vrstu Cannabis sativa L (Beutler i Der
Marderosian, 1978).
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Za forenzicke i zakonodavne svrhe vrlo je bitno da se razlikuju dva tipa konoplje, onaj za
proizvodnju droge ili lijeka i tip za industrijske svrhe. U Republici Hrvatskoj konoplju sa
zakonodavnog stajalista dijelimo na industrijsku konoplju i indijsku konoplju. Glavna i
najbitnija razlika izmedu ova dva tipa je udio psihoaktivnog delta-9-tetrahidrokanabinola (A9-
THC). Ukoliko taj udio prelazi 0,2% THC-a u suhoj tvari onda se konoplja smatra tipom za
proizvodnju droge/lijeka, ukoliko ne prelazi navedenu granicu onda se takva konoplja smatra
industrijskom. Konoplja koja se koristi za medicinsku upotrebu u vecini slucajeva ima visok

udio bioloski aktivnog THC-a.

2.3.2. Sastav industrijske konoplje
lako se industrijska konoplja ne upotrebljava za medicinske ili ,,rekreativne* svrhe, njezino
sjeme nudi niz esencijalnih nezasi¢enih masnih kiselina, visoki udio lako probavljivih
biljnih proteina, ukljucuju¢i sve esencijalne aminokiseline, velik postotak prehrambenih

vlakana, razne bioaktivne fitonutrijente i Sirok raspon vitamina i minerala (Hazekamp, 2009).

Kanabinoidi se smatraju najvaznijim bioloski aktivnim spojevima u biljci konoplje. Uvijek se
smatralo da je delta-9-tetrahidrokanabinol (THC) glavna aktivna tvar raznih preparata na bazi
konoplje, medutim raznim analizama u proteklih dvadesetak godina otkriveno i opisano oko 66
drugih kanabinoida. Vjerojatno najvaznija nepsihotropna komponenta konoplje je kanabidiol
(CBD), koji se u veéim koncentracijama nalazi u industrijskoj konoplji. Kultivacija sorti
konoplje koje su bogate CBD-om te razli¢itim fenolnim supstancama moze biti izuzetno
korisna, ne samo kao biljka za proizvodnju vlakna, nego i u cilju lijeenja razli¢itih upalnih
procesa u tijelu. CBD je prekursorna molekula u organskom putu kanabinoida. Koncentracija
CBD-a ima inverzni odnos s THC-om, zbog toga je industrijska konoplja siromasna THC-om,
ali i bogata s CBD-om. Dok je kod indijske (medicinske) konoplje udio THC-a ve¢i, ali udio
CBD-a nesto nizi. Istrazivaci su otkrili kako kombinacija THC-a i CBD-a znacajno umanjuje
anksioznost i psihotropno djelovanje u odnosu na situaciju kada je udio THC-a naprema CBD-
u puno veci. Zbog toga CBD, na neki nacin, djeluje kao kemijski pufer konoplje za psihoaktivna
djelovanja kanabinoida. Osim umanjivanja negativni u¢inaka THC-a, €ini se kako CBD moze
biti koristan kod raznih medicinskih stanja bez iskazivanja nekakvih negativnih u¢inaka. Medu
takvim ucincima su njegova aktivnost kao antikonvulziv kod epilepsije, kao protuupalno

sredstvo, kao pomo¢ kod kroni¢ne insomnije te kao antipsihotik. Kanabidiol (CBD) se pokazao
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kao odli¢no antiinflamatorno sredstvo, cak potentnije nego li je aspirin u lije¢enju odredenih

upalnih poremecaja (Conrad, 1997).

Ulje konoplje s visokim udjelom CBD-a istrazuje se u brojnim in-vitro i istrazivanjima na
zivotinjama, a tijekom posljednjih godina provedeno je i vise originalnih klinickih istrazivanja.
Temeljna podrucja u kojima se CBD istrazuje su epilepsija (Dravet sindrom), tjeskoba i
nesanica, neurodegenerativne bolesti, upale, bolovi, te razli¢ite autoimune bolesti i bolesti koze,
budu¢i da se promovira i topikalna primjena. Takoder, istrazuje se i suportivna primjena CBD-

a kod malignih bolesti (Pisanti i sur., 2017).

Pregled sveukupnih mehanistickih u¢inaka CBD-a prikazan je na Slici 1.

. Neuroprotektivno
djelovanje

Smanjuje upalna | oOlaksava bol

K
Smanjuje Umanjuje
{ anglogenezu nksuoznost
Reducira rast Antidepresiv

tumorsklh stanica

\Tdﬂﬂs | Vazodilatator

Slika 1. Multifaktorijalan u¢inak CBD-a na zdravlje (Pisanti i sur., 2017).

Pored kanabinoida i njihovog ucinka na zdravlje, identificiran je i velik broj terpenoida
prisutnih u biljci konoplje, ukljuc¢uju¢i 58 monoterpenoida, 38 seksviterpenoida, jedan

diterpenoid, dva triterpenoida i jo§ nekoliko drugih terpenoida (Hazekamp, 2007).
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Terpeni mogu proizvesti vlastite farmakoloske ucinke; neki od njih su mo¢ni antibiotici, dok

drugi, na primjer, imaju analgeticka ili protuupalna svojstva (Hazekamp, 2009).

2.3.3. Antioksidativna aktivnost industrijske konoplje

Industrijska konoplja, poglavito sjemenke konoplje identificirane su kao vrijedan izvor
antioksidansa (Chen i sur., 2012).

Ulje sjemenke konoplje sadrzi velike koli¢ine polifenola od ¢ega 2780,4 mg ekvivalenta
kvercentina na 100 grama ukupnih flavonoida. Znacajna antioksidativna aktivnost konoplje
dolazi od flavonoida, od kojih najvise flavanona, flavanola, flavonola i izoflavona (Smeriglio i
sur., 2016).

Sjemenke i klice konoplje bogati su izvor fitokemikalija, od kojih najveéu antioksidativnu
aktivnost pokazuju kafeoiltiramin te kanabisini A, B, C. Kanabisini spadaju u skupinu fenolnih
amina i lignan amida, a najprisutniji kanabisin je kanabisin B nakon njega C te najmanje
kanabisin A. Prepoznato je antiproliferativno djelovanja kanabisina B, zbog ¢ega se smatra
odlicnim kemoprotektivnim agensom kod hepatoblastoma (Chen i sur, 2013). Isto tako je
opisano kako kanabisini te kafeotiramin izolirani iz sjemenke konoplje imaju znacajnu
inhibicijsku aktivnost na DPPH radikal te protektivni uéinak na in-vitro oksidaciju ljudskih
LDL-a (lipoproteina niske gusto¢e) (Chen i sur., 2012). Bioaktivne komponente konoplje
posjeduju in-vitro i ex-vivo antioksidativnu aktivnost, te antimutagenu aktivnost ¢ime imaju

veliki potencijal kod primjene u prehrambene svrhe (Frassinetti i sur., 2018).

Sjemenke konoplje takoder su bogat izvor vitamina E 1 minerala kao §to su fosfor, kalij, natrij,
magnezij, sumpor, kalcij, zeljezo i cink (Callaway, 2004). Vitamin E u znacajnoj mjeri, zajedno
s flavonoidima, doprinosi antioksidativnoj aktivnosti ulju sjemenke konoplje (Smeriglio i sur.,
2016).

Znacajnu antioksidativnu aktivnost posjeduju i izolati proteina sjemenke konoplje. Izolati
proteina zajedno s njihovim ultrafiltriranim frakcijama posjeduju in-vitro antioksidativnu
aktivnost. Dokazana je njihova djelotovornost za inhibiciju aktivnosti DPPH i hidroksil

radikala, reduciranje iona zZeljeza, u feri obliku, te keliranje iona metala ¢ime imaju znacajnih
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pozitivnih utjecaja na pobolj$anje raznih metaboli¢kih poremecaja koji dolaze od pretjeranih

razina reaktivnih kisikovih vrsta (ROS-a) u organizmu (Girgih i sur., 2011).

Kao S$to je ve¢ prikazano na Slici 1., kanabidiol takoder ima antioksidativnu aktivnost.
Kanabidiol moze prevenirati neurotoksi¢ni ucinak glutamata te smrt stanice induciranu
reaktivnim kisikovim vrstama. Takav neuroprotektivni u¢inak je zabiljeZen i kada je umetnut
antagonist kanabinoidnih receptora u tijelu, $to znaci da kanabidiol ima antioksidativni u¢inak
koji je neovisan o endogenom kanabinoidnom sistemu, koji je medu ostalim odgovoran i za
psihoaktivno djelovanje kanabinoida. Koristeci in-vitro model neuronske toksi¢nosti glutamata,
kanabidiol se pokazao kao znacajno vise protektivan nego $to su to uobicajeni antioksidativni
vitamini, B-tokoferol (vitamin E) i askorbinska kiselina (vitamin C). Nedavna in-vivo
istrazivanja kod miSeva pokazala su da je njegovo djelovanje na toksi¢nost glutamata vrlo sli¢na

onome §to znamo iz prethodnih in-vitro istrazivanja (Hampson i sur., 2006).

2.3.4 Upotreba industrijske konoplje u prehrambenim proizvodima
Od kada je prepoznata kao odli¢an izvor raznih nutrijenata i bioaktivnih spojeva, industrijska
konoplja dozivjela je procvat upotrebe u prehrambenih proizvodima. Koristi se u razne svrhe,
a dostupna je u obliku sjemenki konoplje, ulja sjemenki konoplje, proteinskog praha sjemenke
konoplje, ¢aja od konoplje, maslaca sjemenki konoplje, konopljinog mlijeka, konopljinog
brasno za proizvodnju raznih pekarskih proizvoda (kruh, pecivo). Nadalje, konoplja se
upotrebljava i u proizvodnji energetskih plocica, kave s konopljom, burgera i ,,Hot dog-ova“s
konopljom, ,,Hemp20*“ — vode s konopljom, pive i vodke od konoplje te granole/zitnih

pahuljica od konoplje.

S obzirom na brojne pozitivne uc¢inke kako kakaa, tako i industrijske konoplje na zdravlje te
njezinu sve vecu upotrebu u prehrambenim proizvodima, cilj ovog rada bio je proizvesti nov,
funkcionalan proizvod: instant kakao prah obogacen ekstraktom industrijske konoplje. Prah je
dobiven susenjem u pjeni i mljevenjem te je istrazivan utjecaj tipa (vodeni i mikroinkapsulirani)
1 koli¢ine dodanog ekstrakta na fizikalna, kemijska 1 senzorska svojstva praha i njegovu

stabilnost prilikom prolaska kroz probavni sustav.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI

* Industrijska konoplja (Cannabis sativa L.) iz Medimurske zupanije; berba 2017. (OPG
Levaci¢, Prelog, Hrvatska).

« Zelatina mljevena goveda (Podravka d.d., Koprivnica, Hrvatska)

«  Suncokretovo ulje (Tvornica ulja Cepin d.d., Cepin, Hrvatska)

» Bjelanjak (Elcon prenrambeni proizvodi, Zlatar Bistrica, Hrvatska)

« Kakao (Kras, Zagreb, Hrvatska)

« Secer (Kras, Zagreb, Hrvatska)

3.1.1. Otapala i reagensi

Sljedeca otapala i reagensi su koristeni u eksperimentalnom radu:

. Destilirana voda
. Kvareni pijesak, veli¢ine ¢estica 0,1-0,6 mm
. Folin-Ciocalteu reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

. Natrijev karbonat (Na2CO3), pa. (Gram Mol, Zagreb, Hrvatska)
. Metanol HPLC grade (J.T.Baker, Amsterdam, Nizozemska)
. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) (SigmaAldrich, Darmstadt, Njemacka)

. Etanol (Kefo d.o.0., Slovenija)
. Galna kiselina, 98% (AcrosOrganics, SAD)
. Trolox (Fluka, Svicarska)

. Glicerol, 85% (Gradska ljekarna Zagreb, Zagreb, Hrvatska)

. Fosfatni pufer, 0,05 mol L

. Klorovodic¢na kiselina (HCI), 0,01 mol L"* (CARLO ERBA Reagents S.A.S., Paris,
Francuska)

. a amilaza (SigmaAldrich, St. Louis , Sjedinjene Americke Drzave)
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. Natrijev klorid (NaCl) (SigmaAldrich, St. Louis, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave)
. Kalcijev klorid (CaClz) (Gram Mol, Zagreb, Hrvatska)

. Pepsin (Fisher Scientific UK, Loughborough, Ujedinjeno Kraljevstvo)

. Natrijev hidrogenkarbonat (Na2HCOs) (Frank, Zagreb, Hrvatska)

. Pankreatin (SigmaAldrich, St. Louis, Sjedinjene Americke Drzave)

. Zuéne soli (SigmaAldrich, Auckland, Novi Zeland)

3.1.2. Aparatura i pribor

Aparatura:

. Uljna kupelj (IKA HBR4 digital, IKA-Werke, Njemacka)

. Termometar (UNI-T UT33C digitalni multimetar, Poljska)

. Analiti¢ka vaga (Sartorius TE214-SOCE, Njemacka)

. Laboratorijski suSionik (InkoLab ST60T, Hrvatska)

. Eksikator (Normax, Portugal)

. Vorteks (BiosanVortex V1 Pus, Latvija)

. Centrifuga (Hettich EBA 8, Njemacka)

. Spektrofotometar (Biochrom Libra S11, Engleska)

. Aparatura za vakuum filtraciju (Rocker 300 — LF 30, New Taipei City, Taiwan)

. Klipna pumpa (NE-300, New Era Pump Systems, Farmingdale NY, SAD)

. Vibracioni volumetar (laboratorijska izrada)

. Analizator veli¢ine ¢estica (Malvern Mastersizer 2000, Velika Britanija)

. Analizator teCenja prahova (Powder Flow Analyser, Stable Micro Systems, Velika
Britanija)
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Pribor:

Filter papir od celuloze (veli¢ina pora 20 pm)
Stakleni ljevak

Staklene ¢ase volumena 100 mL, 200 mL i 500 mL
Odmjerna tikvica volumena 100 mL i 200 mL
Menzura volumena 250 mL

Metalna Spatulica

Aluminijske posudice s poklopcem

Staklene epruvete

Stalak za epruvete

Staklene pipete volumena 10 mL

Pipete volumena 5 mL i 10 mL

Mikropipete volumena 100 pL 1 500 pL
Kiveta od kvarcnog stakla

Falkon kivete 15 ml

Pasteur pipeta

Aluminijski pladanj (dimenzije 21 cm x 25 cm)
Sprica

Eppendorf kivete
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3.2. METODE

3.2.1. Priprema ekstrakata

3.2.1.1. Priprema tekuceg ekstrakta

Ekstrakcija bioloski aktivnih spojeva temelji se na denaturaciji staniéne membrane i otpustanju
molekula s bioloskom aktivnos$¢u (Kaushik i sur., 2010). Provodi se na nacin da se u staklenu
¢asu volumena 200 mL odvaze 2 g uzorka usitnjenog osusenog bilja te se prelije sa 100 mL
destilirane vode zagrijane na temperaturu od 80 °C. Pripremljena ekstrakcijska smjesa
termostatira se na 80 °C u uljnoj kupelji s integriranom mijesalicom pri 250 rpm tijekom 60
minuta. Nakon isteka zadanog vremena ekstrakcije, vruci uzorak se profiltrira pomocu filter
papira kako bi se odvojio vodeni ekstrakt od krute faze te se skladisti u zamrzivacu do daljnje

upotrebe.

3.2.1.2. Priprema mikroinkapsuliranog ekstrakta

Mikroinkapsulacija je proces oblaganja bioaktivne komponente nekom drugom tvari s ciljem
oCuvanja bioaktivnih svojstava oblozene tvari. Oblikovane mikrokapsule su obi¢no male

kuglice €iji promjer moZze iznositi od nekoliko mikrometara do nekoliko milimetara (Estevinho

i sur., 2013).

Proizvodnja mikrokapsuliranog ekstrakta provodi se na nacin da se u Falcon kiveti volumena
50 mL odvaze 1,6 g glicerola i doda 40 mL prethodno pripremljenog tekuceg ekstrakta. Otopina
se stavi u hladnjak kako bi se dobro ohladila. Nakon toga izvaze se 4 g Zelatine u prahu i doda
se ohladenoj otopini ekstrakta 1 glicerola. Ostavi se stajati 10 minuta da Zelatina nabubri. Nakon
10 minuta otopina se zagrije dok se sva zelatina ne otopi, pri ¢emu je vazno pripraziti da se
smjesa ne po¢ne kuhati. Pripremljena vruéa otopina prenese se u Spricu na koju se stavljaju
mikrokapilare. Sprica sa mikrokapilarama montira se na klipnu pumpu podesenu na protok
1000 pL min™. Istovremeno se pripremi ¢asa sa ohladenim uljem koja se smjesti na izlaz
kapilare. Pokrene se pumpa i kapljice se skupljaju u ¢asu s ohladenim uljem, potrebno je stalno
pomicati ¢asu da ne dode do spajanja Cestica u ulju. Nakon pripreme mikrokapsula smjesa se
ostavi stajati 1 h te se nakon toga ocijedi ulje. Tako pripremljene mikrokapsule drze se u
hladnjaku do upotrebe.
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3.2.2. SuSenje u pjeni: ¢ista kakao mjeSavina, kakao mjeSavina s teku¢im ekstraktom,

kakao mjeSavina sa mikrokapsuliranim ekstraktom

Prvo se priprema temeljna kakao/Secer smjesa. U tu se smjesu dodaje instant Zelatina. Bjelanjak
se izmijeSa sa ekstraktom 4 min pri maksimalnoj brzini te se nakon mijeSanja pazljivo ru¢no
umijesavaju suhi sastojci. Od tako pripremljene pjene uzima se 10 mL u prethodno izvaganu
Falcon kivetu od 50 mL za odredivanje gustoce i stabilnosti pjene. Pripremljena pjena
ravnomjerno se rasporedi po aluminijskom pladnju i susi preko no¢i na 60 °C. Nakon zavr§enog
susenja aluminijski pladnjevi se izvade i ostave ohladiti. Ohladeni uzorci se tada izmelje kako

bi se dobio prah. Sastav smjesa i uvjeti proizvodnje pjena prikazani su u Tablici 4.

Tablica 4. Sastav smjesa i uzoraka kakao praha

Set 1: kontrolni

uzorak

Uzorak K: 50 g
temeljne smjese
kakao/Seéer (30:70),
80 g bjelanjka, 0,5%
w/w Zelatine

Set 2: dodatak tekuceg
ekstrakta

Uzorak E2,5: 50 g temeljne
smjese kakao/Secer (30:70),
80 g bjelanjka, 0,5% w/w
zelatine, 2,5% w/w tekuceg
ekstrakta

Uzorak E5: 50 g temeljne
smjese kakao/Sec¢er (30:70),
80 g bjelanjka, 0,5% w/w
zelatine, 5% w/w tekuceg
ekstrakta

Uzorak E10: 50 g temeljne
smjese kakao/Secer (30:70),
80 g bjelanjka, 0,5% w/w
zelatine, 10% w/w tekuceg
ekstrakta

Uzorak E15: 50 g temeljne
smjese kakao/Secer (30:70),
80 g bjelanjka, 0,5% wiw
zelatine, 15% w/w tekuceg
ekstrakta
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Set 2: dodatak

mikroinkapsuliranog ekstrakta

Uzorak A25: 50 g temeljne
smjese kakao/Secer (30:70), 80 g
bjelanjka, 0,5% w/w zelatine,
2,5% w/w mikroinkapsuliranog
ekstrakta

Uzorak A5: 50 g temeljne smjese
kakao/Sec¢er (30:70), 80 g
bjelanjka, 0,5% w/w Zelatine, 5%
w/iw mikroinkapsuliranog
ekstrakta

Uzorak A10: 50 g temeljne smjese
kakao/se¢er  (30:70), 80 g
bjelanjka, 0,5% w/w Zelatine, 10%
wiw mikroinkapsuliranog
ekstrakta

Uzorak A15: 50 g temeljne smjese
kakao/Sec¢er  (30:70), 80 g
bjelanjka, 0,5% w/w Zelatine, 15%
wiw mikroinkapsuliranog
ekstrakta



3.2.2.1. Gustoca pjene

Odredivanje gustoce pjene provodi se tako §to se od prethodno pripremljene pjene uzima 10
mL u prethodno izvaganu Falkon kivetu od 50 ml. Nakon toga uzorak koji se nalazi u Falkon
kiveti izvaZe se na analitickoj vagi. Gustoca se izraCunava tako Sto se od mase uzorka zajedno
s Falkon kivetom oduzma masa prazne Falkon kivete te se ta masa podijeli s volumenom uzorka

koji je stavljen u Falkon kivetu.

3.2.2.2. Stabilnost pjene

Analiza stabilnosti pjene provodi se tako $to se od iste prethodno pripremljene pjene uzima 10
mL i stavlja u Falkon kivetu od 50 ml. Nakon toga se ocita pocetni volumen uzorak u Falkon
Kiveti te se ostavlja stajati 2 sata na sobnoj temperaturi nakon ¢ega se ponovo o¢itava volumen.
Stabilnost pjene se izrazava kao postotak kona¢nog volumena u odnosu na pocetni volumen

uzorka u Falkon kiveti.

3.2.2.3 Odredivanje suhe tvari pjene

U suhu i oznacenu aluminijsku posudicu s poklopcem odvaze se 3 g uzorka.SusSenje uzorka
traje 3 sata pri 105°C u suSioniku s automatskom regulacijom temperature, pri cemu posudice
Moraju biti otvorene. Kada je suSenje zavrSeno, posudice se zatvore u suSioniku i prenesu u
eksikator gdje se hlade na sobnoj temperaturi te se zabiljezi konacna masa za izraun udjela

suhe tvari odnosno vode. Izracun suhe tvari provodi se prema jednadzbama 1 i 2:

Udio vode u uzorcima izra€una se iz gubitka mase prema jednadzbi:

% vode = (a—b) - 100 /m [1]
% suhe tvari = 100 — % vode [2]
Gdje su:

a — masa posudice s uzorkom prije susenja (g)
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b — masa posudice s uzorkom poslije suSenja (g)
m — masa uzorka (g)

Provode se tri paralelna mjerenja.

3.2.3. Fizikalna svojstva dobivenih kakao prahova obogaéenih ekstraktom

industrijske konoplje

3.2.3.1. Raspodjela velicine cestica

Mjerenja se provode uz pomo¢ laserskog analizatora veliCine Cestica (Mastersizer 2000) i
jedinice za suhu disperziju (Scirocco 2000). Laserska difrakcija mjeri distribuciju veli¢ine
Cestica na nacin da mjeri kutnu varijaciju u intenzitetu svjetlosti koji se rasprsi usred prolaska
laserske zrake kroz dispezni uzorak ¢estica. Podaci o kutnom rasprSivanju intenziteta svjetlosti
se tada analiziraju te se koristi Mie teorija o rasprSivanju svijetlosti kako bi se izracunala

veli¢ina Cestica koje su dovele do takvog obrasca rasprsivanja (Fu i Sun, 2001).

Uzorak se usipa u kadicu jedinice za suhu disperziju koja je opremljena sitom za razbijanje
aglomerata i ujednacavanje dotoka uzorka u mjernu ¢éeliju. Prije mjerenja provodi se mjerenje
pozadinskog Suma koji nastaje kao rezultat struje zraka kroz mjernu Celiju. Zasic¢enje laserske
zrake podeSava se na 2 — 6%, za svaki su uzorak provode se 3 paralelna mjerenja, svako u

trajanju od 10 sekundi.

3.2.3.2. Suha tvar prahova

Postupak odredivanja suhe tvari prahova provodi se kao $to je prethodno opisano u odjeljku
3.2.2.3.
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3.2.3.3. Nasipna gustoca

Odredivanje nasipne gustoce provodi se na nacin da se uzorak slobodno nasipa u menzuru do
ukupnog volumena 250 mL te se izvaze. Nakon ocitanja poCetne mase i volumena menzura se
pri¢vrséuje na postolje vibracionog volumetra. Volumetar radi na principu sabijanja praha
vibracijama duz vertikalne osi koje uzrokuju istiskivanje zraka iz Supljina medu cesticama, Sto
kao posljedicu ima smanjenje volumena praha u menzuri, a time ujedno i povecanje vrijednosti
nasipne gustoce. U prvom se ciklusu provodi 10 vibracija menzure s uzorkom i zabiljezi se
volumen praha. U drugom se ciklusu provodi 100 vibracija i zabiljezi se volumen praha te se

ukupno provode 3 paralelna mjerenja.

3.2.4. Svojstva tecenja kakao prahova

3.2.4.1. Indeks kohezije

Kohezivnost je sklonost Cestica materijala da prianjaju jedna uz drugu i nakupljaju se u vece
Cestice — aglomerate. Svojstva kohezije praha odreduju se pomocu reometra za analizu svojstva
teCenja prahova TA.HDPlus Powder Flow Analyser (StableMicro Systems, Godalming, United
Kingdom). Uzorak volumena od 160 mL izvaze se i stavlja u staklenu posudu. Prije nego se
obavlja mjerenje uzorka, instrument provodi 2 pripremna ciklusa mjerenja. Staklena posuda
fiksira se na predvideno mjesto na instrumentu te se na ra¢unalu pokrene postupak mjerenja.
Svojstva zbijanja ispitivana su i mjerena kada se rotirajuca ostrica instrumenta kretala prema
dolje, a svojstva kohezije mjerena su u trenutku kada se rotirajuca ostrica kretala prema gore
pri najveéoj brzini od 50 mm s, Tijekom kretanja ostrice prema dolje mjeren je koeficijent
kohezije kao povrSina ispod negativnog dijela krivulje. Indeks kohezije je tada racunat
dijeljenjem koeficijenta s masom uzorka. Indeks kohezije koristi se za kategorizaciju prahova

kao sto je prikazano u Tablici 5.
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Tablica 5. Kategorizacija prahova prema indeksu kohezije (Shah i sur., 2008; Janjatovi¢, 2011;
Benkovi¢ i sur., 2013)

Indeks kohezije Svojstvo teCenja praha
>19 Izrazito kohezivan
16-19 Vrlo kohezivan

14 -16 Kohezivan

11-14 Lako tece

<11 Slobodno tece

3.2.4.2. Procjena sposobnosti stvaranja ¢vrstog kolaca

Test sposobnosti stvaranja ¢vrstog kolaca takoder je proveden koriste¢i TA.HDPlus Powder
Flow Analyser te je zapoCeo s dva cikulusa kondicioniranja. Ostrica uredaja izravnava vrh
kolone praha i mjere visinu same kolone. Nakon toga ostrica se kre¢u kroz kolonu prema dolje
s brzinom od 20 mm s i zbijaju prah do unaprijed odredenom silom od 750 g. Kada je ostrica
dosegla zadanu silu kretale su se kroz prah brzinom od 10 mm s i ponovile ciklus sabijanja
jos 4 puta. Na pocetku svakog ciklusa ostrica je izmjerila visinu kolone te je takoder zabiljezena
visina praha kada je postignuta zadana sila. Kada je peti puta dosegnuta zadana sila, ostrica
mijenja smjer 1 reze kola¢ koji se formirao u posudi. Uredaj biljeZi promjene u visini stupca
prilikom sabijanja mjesavine (Abu-hardan i Hill, 2010), a rezultati su prikazani kao prosjecna

¢vrstoca kolaca [gmm].
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3.2.5. Rekonstitucijska svojstva

3.2.5.1. Disperzibilnost

Disperzibilnost praha odreduje se testom mijesanja i definirana je kao vrijeme u sekundama
potrebno da se odredena koli¢ina praha u potpunosti rasprsi u odredenoj koli¢ini vode pri
odredenoj temperaturi. Test se provodi na nacin da se u ¢asu ulije 50 mL vode temperature 24
°C. Izvaze se 5 g uzorka te se uzorak usipa u ¢aSu, a istovremeno se pokrene Stoperica te se
ru¢no mijesa (cca 25 okretaja u 15 sekundi). MijesSa se sve dok se prah u potpunosti ne otopi te
se tada zaustavi i Stoperica. Sama disperzibilnost se izrazava kao sekunde od pocetka mijesanja

do potpunog rasprsivanja uzorka.

3.2.5.2 Topivost

Topivost se izrazava kao tzv. indeks topivosti koji je definiran kao sposobnost praha da se otopi
u vodi. Test se provodi na nacin da se izvaze 2 grama uzorka te se uzorak doda u Falkon kivetu
u kojoj se ve¢ nalazi 10 mL vode temperature 24 °C. Promijesa se 90 sekundi te se mjeSavina
ostavi na sobnoj temperaturi 15 minuta kako bi se istalozila. Falkon kivete se nakon §to prode
15 minuta stave u centrifugu te se centrifugira, na 6000 min*, 5 minuta. Nakon centrifugiranja,
supernatant se pomocu Pasteur pipeta pazljivo ukloni, pri ¢emu je jako vaZno ne pipetirati talog.
Falkon kiveta se ponovo napuni s 10 mL destilirane vode temperature 24 °C, promijeSa i ponovo
centrifugira pod istim uvjetima (6000 min*, 5 minuta). Indeks topivosti izrazava se kao

volumen (u mililitrima) zaostalog taloga u Falkon kiveti.
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3.2.4. Kemijska svojstva i in-vitro simulacija probave dobivenih kakao prahova

obogacenih ekstraktom industrijske konoplje

3.2.4.1. Priprema acetonskih ekstrakta kakao prahova

Izvaze se 2 g praha i usipa u ¢asu sa 25 mL 75% acetona prethodno zagrijanog na 70 °C.
Ekstrakcija se provodi 30 min na 70 °C u uljnoj kupelji. Nakon zavrSene ekstrakcije, ekstrakt

se profiltrira pomoc¢u aparature za vakuum filtraciju.

3.2.4.2. Odredivanje udjela ukupnih polifenola

Koli¢ina ukupnih polifenola odreduje se spektrofotometrijski koristenjem Folin — Ciocalteu
metode. Metoda se temelji se na svojstvu fenolnih spojeva da tijekom reakcije s Folin-Ciocalteu
reagensom, koji je smjesa fosforwolframove i fosfomolbidenske kiseline, daju plavo obojeni
kompleks ¢iji je intenzitet obojenja proporcionalan koncentraciji fenola. Pri oksidaciji fenolnih
spojeva u blago alkalnim uvjetima ove kiseline se reduciraju 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).

Smjesa se priprema tako da se u epruvetu otpipetira 7,9 mL destilirane vode, 100 mL uzorka i
500 pL Folin-Ciocalteu reagensa te se dodatkom 1,5 mL 20%-tne otopine natrijeva karbonata
(Na2CO03) pokrecée reakcija nakon ¢ega uzorci stoje dva sata na sobnoj temperaturi. Za svaki
uzorak rade se dvije paralelne probe, a za rezultat uzima se srednja vrijednost. Osim smjese sa
uzorcima, priprema se i slijepa proba tako da se umjesto 100 mL uzorka stavlja 100 mL
destilirane vode. Zatim se spektrofotometrijski mjeri apsorbancija, tj. intenzitet plavog obojenja
pri 765 nm koji je proporcionalan udjelu polifenolnih spojeva u uzorku. Na osnovi bazdarnog
pravca galne kiseline (0 — 100 mg L) (Slika 2.) odredena je jednadzba pravca na temelju koje
se izracuna udio polifenola [3] te se rezultati izraze kao mg ekvivalenata galne kiseline po litri,

ili gramu uzorka.
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Slika 2. Bazdarni pravac za odredivanje ukupnih polifenola
Na temelju dobivenih rezultata jednadZzba pravca glasi:
y =0,0011x [3]

gdje je:
y— apsorbancija pri 765 nm,
x — koncentracija galne kiseline (mg L™).

R?- koeficijent determinacije

3.2.4.3 Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Antioksidativni kapacitet moze se odrediti redukcijom 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala
(DPPH) koji u metanolnoj otopini zbog nesparenog elektrona pokazuje jaku apsorpciju u
vidljivom dijelu spektra (515 nm), dok u prisutnosti elektron donora, antioksidansa, dolazi do

sparivanja elektrona, stabilizacije DPPH radikala, te do promjene iz ljubicaste boje otopine u
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zutu. Ta promjena boje koja je uzrokovana prelaskom radikala iz oksidiranog u reducirani oblik
mjeri se promjenom apsorbancije reakcijske smjese u definiranom vremenu u odnosu na isti
ucinak koji se postize s poznatim reducensom 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-

karboksilen kiseline (Trolox, analog vitamina E topljivog u vodi).

Pripremi se 0,094 mM otopina DPPH u metanolu. U staklenu epruvetu otpipetira se 100
uL ispitivanog uzorka i doda 3,9 mL 0,094 mM otopine DPPH te se smjesa dobro
homogenizira. Reakcija se odvija 30 minuta u mraku nakon ¢ega se mjeri apsorbancija pri 515
nm u odnosu na slijepu probu. Slijepa proba umjesto uzorka sadrzava jednaki volumen
metanola. Za svaki uzorak pripremaju se dvije paralelne probe, a kao rezultat se uzima srednja
vrijednost. 1z dobivenih vrijednosti i poznatih vrijednosti koncentracija Trolox-a (koji se uzima
kao standard) konstruira baZdarni pravac. Oduzimanjem izmjerene apsorbancije uzorka od
apsorbancije slijepe probe dobiva se promjena apsorbancije DPPH radikala (AA) nakon
reakcije. Rezultati AA preraunavaju se prema jednadzbi bazdarnog pravca [4] (Slika 3.) u
koncentracije (mmol L™ Trolox ekvivalenta) te se izrazavaju kao molarni (mmol g%) ili maseni

udjel (ng g* uzorka) ekvivalenta Troloxa.
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Slika 3. Bazdarni pravac za odredivanje antioksidacijske aktivnosti (DPPH)
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Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:

y = 0,61x [4]
gdje je:
y = razlika kontrole i apsorbancije uzorka pri 515 nm
x = ekvivalent troloxa (TAE) (mM L)

R2- koeficijent determinacije

3.2.4.3 In-vitro model simulacije probave

In-vitro simulacija probavnog procesa zapocinje korakom koji simulira uvjete u ustima. Odvaze
se 40 mg a-amilaze i otopi u 40 mL fosfatnog pufera zajedno s 0,04% NaCl-a i 0,004% CaClo.
Tako pripremljena otopina stavi se u uljnu kupelj i zagrije na temperaturu od 37 °C. Kada se
dostigne potrebna temperatura, doda se 4 grama praSkastog uzorka i pokrene Stoperica.

Inkubacija traje 5 minuta.

Nakon inkubacije koja je trajala 5 minuta, pH reakcijske mjeSavine se namjesti na pH=2
pomocu koncentrirane klorovodi¢ne kiseline (HCI), ¢ime se simuliraju uvjeti probave u Zelucu.
Nakon §to je pH namjeSten , dodaje se suspenzija pepsina (6 mg pepsina otopljenog u 4 mL

0,01 mol Lt HCI) te se reakcijska mkesavina inkubira na 2 sata pri 37 °C.

Nakon zavrSetka inkubacije, pH se podesi na pH=6,5 dodatkom NaHCOs, §to odgovara
uvjetima u tankom crijevu. Nakon §to je pH namjesten dodaje se suspenzija pankreatina (0,08
grama pankreatina otopljenog ul0 mL fosfatnog pufera). Mjesavina se inkubira na 2 sata pri 37
°C. Nakon zavrSetka inkubacije, uzima 500 pL uzorka reakcijske mjeSavine i razrijedi u

Eppendorf kiveti s 500 pL destilirane vode te se kiveta odmah stavlja na hladenje.

Uzorcima dobivenim nakon inkubacije (nakon koraka tanko crijevo) odreduje se sadrzaj
ukupnih polifenola i antioksidacijski kapacitet na na¢in prethodno prikazan u tockama 3.2.4.2.

13.2.4.3.
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3.2.5. Senzorska svojstava dobivenog praha

Senzorsko ocjenjivanje prahova provedeno je uz pomo¢ panela od 5 educiranih osoba te tako
Sto je od prahova pripremljen napitak te ocijenjen na hedonistickoj skali od 1 do 9. Svi napitci

pripremljeni su na isti nacin, otapanjem 10 g praha u 200 mL zavrelog mlijeka.

Ocjenjivano je 6 svojstava: izgled, boja, miris, slatko¢a, naknadni okus i biljni okus. Svaki

ispitivani parametar ocjenjen je u rasponu ocjena od 1 (najlosije prihvac¢en) do 9 (najpozeljnije).

3.2.6. Statisti¢ka analiza podataka
Procjena utjecaja vrste dodatka (mikroinkapsulirani ili tekuci ekstrakt) te koncentracije
dodanog ekstrakta na fizikalna, kemijska 1 senzorska svojstva kakao prahova obogacenih
ekstraktom industrijske konoplje provedena je pomo¢u Wilcoxon testa ekvivalentnih parova.
Tim testom provodena je usporedba zavisnih uzoraka, a znacajnim su se smatrale razlike pri
p<0,05. Kako bi se dodatno utvrdilo koji je faktor (vrsta dodatka ili koncentracija dodatka) imao
dominantan utjecaj na svako pojedino svojstvo i svaki pojedini uzorak, provedena je i analiza
glavnih komponenata (engl. Principal Component Analysis tj. PCA). Analize su provedene
upotrebom softverskih paketa Statistica v 10.0 (Wilcoxon test) (StatSoft, Tulsa, USA), MS
Office Excel (Microsoft Corporation, Redmond, SAD) te XLStat dodatka (Addinsoft, Pariz,
Francuska) za MS Office Excel (PCA analiza).

32



4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu proizvedeni su instant kakao prahovi obogaceni ekstraktom industrijske konoplje.
Isto tako istrazivan je utjecaj dodatka ekstrakta industrijske konoplje razlic¢itih postotaka i
razli¢itog oblika (teku¢i i mikroinkapsulirani) instant kakao prahovima na njihova fizikalna,
kemijska i senzorska svojstva te ponasanje prilikom in-vitro modela probave. Najprije su
proizvedeni vodeni 1 mikroinkapsulirani ekstrakti industrijske konoplje te su u razli¢itim
postocima (2,5; 5; 10 ili 15%) dodani u smjesu koja je kasnije suSena u pjeni kako bi se dobili
instant kakao prahovi obogaéenim ekstraktom industrijske konoplje razli¢itih postotaka i
oblika.

Prilikom istrazivanja odredivane su fizikalna svojstva pjene (stabilnost, gustoca i suha tvar
pjene) koja su prikazana tablicama 6, 7 i 8. Takoder su istrazivana fizikalna svojstva dobivenih
kakao prahova (udio suhe tvari, raspodjela veli¢ine Cestica, nasipna gustoca, svojstva teCenja
odredena reometarskom metodom (indeks kohezije i sposobnost stvaranja ¢vrstog kolaca) i
rekonstitucijska svojstva (topljivost i disperzibilnost)). Dobiveni rezultati za udio suhe tvari,
raspodjelu veli¢ine Cestica, indeks kohezije i sposobnost stvaranja ¢vrstog kolaca prikazani su
tablicama 9, 10, 111 12, dok su dobiveni rezultati za nasipnu gustocu, topljivost i disperzibilnost
prikazani graficki sa slikama 4, 5 1 6.

Uz fizikalna svojstva odredivana su i kemijska svojstva dobivenih instant kakao prahova
(ukupni polifenoli te antioksidacijska aktivnost). Dobiveni rezultati za ukupne polifenole, koji
su odredivani spektrofotometrijski Folin-Ciocalteau metodom, prikazani su slikom 7, dok su
rezultati za antioksidacijsku aktivnost, koja je odredena primjenom DPPH metode, prikazani
na Slici 8.

Nadalje je provedena i senzorska analiza dobivenih instant kakao prahova, tj. njima dobivenih
napitaka. Dobiveni rezultati senzorske analize prikazani su na Slici 9.

U istrazivanju je napravljena i in-vitro simulacija probavnog trakta radi odredivanja postotka
ocuvanja ukupnih polifenola i antioksidacijske aktivnosti nakon prolaska kroz simulirani gornji
dio probavnog sustava. Rezultati za koli¢inu ukupnih polifenola prije prolaska kroz in-vitro
model probave, nakon prolaska te postotak o¢uvanja prikazani su na slici 10, dok su razultati
za antioksidacijsku aktivnost prije prolaska kroz in-vitro model probave, nakon prolaska te

postotak ocuvanja antioksidacijske aktivnosti prikazani su na Slici 11.
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4.1. FIZIKALNA SVOJSTA PJENE | KAKAO MJESAVINA
OBOGACENIH EKSTRAKTOM INDUSTRIJSKE KONOPLJE

4.1.1. Stabilnost i gustoé¢a pjene
Pjena je visoko-volumenska frakcijska disperzija plina (zrak) u tekuéini ili krutini. Stabilnost
pjene je sposobnost pjene 1 njene kontinuirane faze da zadrzi plinsku fazu u svojoj strukturi na
odredeni vremenski period. Ukoliko pjena ima sposobnost da zadrzZi plin na duzi vremenski
period, njena stabilnost ¢e biti veca te obrnuto (Narsimhan i Xiang, 2018). Stabilnost pjene se
smatra izrazito vaznom kako zbog odrzavanja velike povrSine za suSenje tijekom procesa
dehidracije, a ukoliko je stabilnost pjene losa to dovodi do produljenja vremena suSenja te u
konacnici do proizvoda losije kvalitete (Eduardo i sur., 2001; Abbasi i Azizpour, 2015). U

Tablici 6. prikazani su rezultati odredivanja stabilnosti pjene (%) za svih 9 uzoraka.

Tablica 6. Dobiveni rezultati odredivanja stabilnosti pjene prikazani kao srednja vrijednost +
SD (n=2)

Oznaka uzorka Stabilnost pjene (%)
Kontrola 100,000 + 0,000
A2)5 93,305 + 0,445

A5 97,825+ 2,175

A10 95,725 £ 0,275

Al5 97,620 + 2,380

E25 94,865 + 1,565

ES 94,050 + 2,380

E10 95,740 + 0,090

E15 92,295 + 0,295
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Najvecu stabilnost pjene ima kontrola (uzorak u koji nije dodan ekstrakt ili mikroinkapsulirani
oblik ekstrakta industrijske konoplje, 50 g temeljne smjese kakao/Secer, 80 g bjelanjka, 0%
ekstrakta) ¢ija je stabilnost pjene iznosila 100,000%, dok najnizu stabilnost pjene ima uzorak
E15 (50 g temeljne smjese kakao/Secer, 80 g bjelanjka i 15% tekuceg ekstrakta) ¢ija je stabilnost
pjene iznosila 92,295%. Nesto vecu stabilnost pjene ima uzorak A2,5 (50 g temeljne smjese
kakao/Secer, 80 g bjelanjka i 15% mikroinkapsuliranog ekstrakta) ¢ija stabilnost pjene iznosi
93,305%, sli¢ne stabilnosti pjene imaju uzorci E2,5 (50 g temeljne smjese kakao/Secer, 80 g
bjelanjka i 2,5% tekuceg ekstrakta) Cija je stabilnost pjene 94,865% te uzorak E5 (50 g temeljne
smjese kakao/Secer, 80 g bjelanjka 1 5% tekuceg ekstrakta) Cija je stabilnost pjene 94,050%.
Nesto vise stabilnosti pjene imaju uzorci A10 (50 g temeljne smjese kakao/Secer, 80 g bjelanjka
i 10% mikroinkapsuliranog ekstrakta) ¢ija je stabilnost pjene 95,725% 1 E10 (50 g temeljne
smjese kakao/Secer, 80 g bjelanjka i 10% tekuceg ekstrakta) ¢ija je stabilnost pjene 95,740%.
Od uzoraka s prisutnim mikroinkapsuliranim ekstraktom najvise vrijednosti stabilnosti pjene
imaju uzorci A5 (50 g temeljne smjese kakao/Secer, 80 g bjelanjka i 5% mikroinkapsuliranog
ekstrakta) ¢ija je stabilnost pjene 97,825% 1 A15 (50 g temeljne smjese kakao/Secer, 80 g
bjelanjka i 15% mikroinkapsuliranog ekstrakta ¢ija je stabilnost pjene 97,620%. Iz prikazanih
podataka vidljivo je da je stabilnost pjene uzoraka koji sadrze mikroinkapsulirani ekstrakt u
prosjeku nesto visa od uzoraka koji sadrze tekuci ekstrakt te da se stabilnost pjene dodatkom
bilo mikroinkapsuliranog, bilo tekuceg ekstrakta smanjuje u usporedbi sa stabilnosti pjene
kontrolnog uzorka. Medutim, sve vrijednosti stabilnosti pjene su veée od 90% §to sugerira da
je koncentracija bjelanjka u svim uzorcima bila dovoljna te se ovime potvrduje kako je bjelanjak

dobar odabir sredstva za upjenjavane (Rajkumar i sur., 2007).

Gustoca pjene koristi se za procjenu sposobnosti pjenjenja uzorka te ju mnogi autori koriste kao
glavni parametar za procjenu kvalitete pjene (Falade i Okocha, 2010; Bag i sur., 2011). Sto je
vise zraka zarobljeno tijekom pjenjenja to je niza gustoca pjene te je uz to povecana i Sposobnost
tucenja pjene (Falade i sur., 2003). Posljedi¢no, vece vrijednosti gustoCe pjene rezultiraju
produljenim vremenom susenja te time i krajnjim produktima koji su losije kvalitete Tablica

7. prikazuje rezultate dobivene odredivanjem gustoce pjene za svih 9 uzoraka.
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Tablica 7. Rezultati dobiveni odredivanjem gustoée pjene prikazani kao srednja vrijednost =+

SD (n=2)

Oznaka uzorka Gustocéa pjene (g mL™1)
‘Kontrola ~ 0745+£0005
A2.5 0,525 + 0,005
A5 0,630 + 0,000
Al10 0,590 + 0,010
Al5 0,645 + 0,015
E2.5 0,510 + 0,020
ES 0,595 + 0,015
E10 0,610 + 0,020
E15 0,550 + 0,010

Najvecu gustocu pjene ima kontrola (50 g temeljne smjese kakao/Secer, 80 g bjelanjka, 0%
ekstrakta), a ona iznosi 0,745 g mL%. Najmanju gustoéu pjene imaju uzorci s 2,5% ekstrakta,
uzorak E2,5 (50 g temeljne smjese kakao/Secer, 80 g bjelanjka, 2,5% tekuceg ekstrakta) i uzorak
A2,5 (50 g temeljne smjese kakao/Secer, 80 g bjelanjka, 2,5% mikroinkapsuliranog ekstrakta),
njihove gustoée iznose 0,510 i 0,525 g mL™. Nesto vise gustoce pjene imaju uzorci E15 (50 g
temeljne smjese kakao/Secer, 80 g bjelanjka, 15% tekuceg ekstrakta) ¢ija gustoca pjene iznosi
0,550 g mL™, A10 (50 g temeljne smjese kakao/Secer, 80 g bjelanjka, 10% mikroinkapsuliranog
ekstrakta) ¢ija gustoca pjene iznosi 0,590 g mL™ te E5 (50 g temeljne smjese kakao/Seéer, 80 g
bjelanjka, 5% tekuéeg ekstrakta) ¢ija gustoca pjene iznosi 0,595 g mL™. Najvise vrijednosti
gustoce pjene, od uzoraka koji sadrze ekstrakt, imaju uzorci E10 (50 g temeljne smjese
kakao/Seéer, 80 g bjelanjka, 10% tekuceg ekstrakta) koja iznosi 0,610 g mL* te A15 (50 g
temeljne smjese kakao/Secer, 80 g bjelanjka, 15% mikroinkapsuliranog ekstrakta) koja iznosi
0,645 g mL™. 1z rezultata vidljivo je da dodatkom ekstrakata dolazi do smanjenja gustoée pjene,
Sto predstavlja pozitivan utjecaj s obzirom da pjene manje gustoce imaju vise inkorporiranog
zraka, a samim time i vecu povrsinu za izmjenu topline pri suSenju. Samo smanjenje gustoce
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pjene se ne razlikuje znacajno izmedu uzoraka koji sadrze ekstrakt u tekucem ili
mikroinkapsuliranom obliku. Mnoga istrazivanja indicirala su kako su optimalne vrijednosti
gustoce pjene za proces susenja u pjeni izmedu 0,2 i 0,6 g mL™ ¢ime su vrijednosti za gustoéu
pjene koje su dobivene u ovom radu na gornjoj granici tog optimalnog intervala s obzirom da
se vrijednosti kre¢u oko 0,6 g mL™, a samo su vrijednosti za 3 uzorka (A5, Al5, E10)

minimalno izvan takvog optimalnog intervala (Azizpour i sur., 2016).

4.1.2. Sadrzaj suhe tvari pjene

Suha tvar pjene kreée se u rasponu od 39,985 do 46,808%, pri ¢emu je najvecu vrijednost suhe
tvari pjene imala kontrola (50 g temeljne smjese kakao/Secer, 80 g bjelanjka, 0% ekstrakta),
dok je najmanju vrijednost suhe tvari pjene imao uzorak E15 (50 g temeljne smjese kakao/Secer,

80 g bjelanjka, 15% tekuceg ekstrakta), kao Sto je prikazano u Tablici 8.

Tablica 8. Sadrzaj suhe tvari pjene prikazan kao srednja vrijednost + SD (n = 2)

Uzorak Suha tvar pjene (%)
Kontrola 46,808 + 1,269
A2)5 46,684 + 0,198
A5 45,960 + 1,131
A10 43,548 + 0,427
Al5 43,672 + 0,621
E25 46,767 = 0,265
ES 43,803 + 2,399
E10 42,072 + 0,497
E15 39,985 + 1,351
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Usporedbom vrijednosti moze se primijetiti kako se suha tvar pjene smanjuje dodatkom
ekstrakta te sto je veci postotak dodanog ekstrakta, vece je smanjenje koli¢ine suhe tvari pjene.
Dobiveni rezultati mogu se objasniti samim dodatkom odredenog postotka suhe tvari ekstrakta.
Naime, ekstrakt koji je dodavan kao vodena otopina ili kao mikrokapsule, sadrzavao je samo
0,375% suhe tvari (rezultati nisu prikazani u tablici), te je njegovim dodatkom u pjenu doslo do
efekta razrjedivanja smjese, ¢ime su se smanjile i vrijednosti suhe tvari. Posljedi¢no, dodatkom
vecéeg postotka dodanog ekstrakta dolazi do veceg smanjenja gustoce pjene uzoraka. Takoder,

dodatkom tekuceg ekstrakta smanjenje sadrzaja suhe tvari pjene je izrazenije.

4.1.3. Fizikalna svojstva kakao prahova obogacenih ekstraktom industrijske
konoplje

4.1.3.1.  Sadrzaj suhe tvari praha

U Tablici 9. prikazane su vrijednosti za postotak suhe tvari praha kod uzoraka te kontrole.
Vrijednosti suhe tvari kreée se u rasponu od 97,164 do 97,937%.

Tablica 9. Sadrzaj suhe tvari praha prikazan kao srednja vrijednost + SD (n = 2)

Uzorak Suha tvar praha (%)
Kontrola 97,548 + 0,022

A2)5 97,744 + 0,026

A5 97,626 + 0,026

A10 97,406 £+ 0,042

Al5 97,226 £ 0,024

E2,5 97,937 +0,0116

ES 97,414 £ 0,054

E10 97,164 + 0,022

E15 97,342 £ 0,005
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Najvecu vrijednost imaju uzorci A2,5 (2,5% mikroinkapsuliranog ekstrakta) i E2,5 (2,5%
tekuceg ekstrakta) ¢ije vrijednosti iznose 97,744 te 97,937%. Najnize vrijednosti suhe tvari
praha imaju uzorci A15 (15% mikroinkapsuliranog ekstrakta) i E10 (10% tekuceg ekstrakta)
¢ije vrijednosti iznose 97,226 te 97,164%. 1z dobivenih rezultata moze se zakljuditi kako
dodatkom ekstrakta u vecoj koncentraciji dolazi do jaCeg smanjenja postotka suhe tvari praha
te je takvo smanjenje postotka suhe tvari izrazenije kod uzoraka koji sadrze tekuéi oblik

ekstrakta.

Suhe tvari praha imaju puno vece vrijednosti od suhe tvari pjene zbog toga §to je pjena
podvrgnuta procesu suSenja prilikom proizvodnje prahova. Procesom susenja doslo je do
isparavanja vode ¢ime se njezin udio u prahovima znac¢ajno smanjio. Usporedbom vrijednosti
pjene i prahova moze se primijeniti podudaranje, tj. ukoliko su vrijednosti suhe tvari u pjeni

kod odredenog uzorka bile vise, takve su i vrijednosti kod suhe tvari praha.

4.1.3.2.  Raspodjela velicine Cestica

Kod karakterizacije fizikalnih svojstava prahova, raspodjela veli¢ine Cestica je jedna od
kljuénih karakteristika. Cestice razli¢itih veli¢ina i raspodjela veli¢ina pokazuju razligita
svojstva prilikom transporta, mjeSanja i tecenja. Primjerice, manje Cestice imaju vecu specificnu
povrsinu i nasipnu gusto¢u, a poroznost, brzina teenja i topljivost zna¢ajno se razlikuju od
vecih Cestica (Felton, 2013). Analiza veliCine Cestica laserskom svjetlosnom difrakcijom
temelji se na Cinjenici da Cestice prolaskom kroz izvor svjetlosti odnosno lasersku zraku
rasprSuju svjetlo pod kutom koji se logaritamski povec¢ava sa smanjenjem veli¢ine ¢estica. O
veli€ini Cestica ovisi 1 intenzitet rasprSenja koji se smanjuje sa smanjenjem volumena Cestice.
Cestice veéih dimenzija raspriuju svjetlost pod ostrim (odnosno malim) kutovima s velikim
intenzitetom, dok Cestice manjih dimenzija svjetlost rasprSuju pod Sirim kutovima, ali s niskim

intenzitetom (Jillavenkatesa i sur., 2001).
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Tablica 10. Raspodjela veli¢ine Cestica prahova prikazanih kao srednja vrijednost + SD (n = 3)

Uzorak

d (0,5) (um)

D [3,2] (um)

Kontrola 186,656+4,409 66,3274+2,325
A2,5 134,243+0,437 54,012+0,091
A5 174,078+3,150 74,053+1,036
Al10 173,190+0,528 70,143+0,080
Al5 184,730+3,667 83,283+1,719
E2,5 132,141+1,411 49,927+1,266
E5 165,541+0,558 67,281+0,158
E10 180,024+1,842  71,353+0,699
E15 141,153+1,269 53,420+0,139

Raspodjela veli¢ine Cestica u ovom radu prikazana je pomocu d(0,5) i D[3,2], a rezultati su
prikazani na Tablici 10. Parametar d(0,5) pokazuje vrijednost za srednji promjer volumenske
raspodjele, a izraZzava se u mikronima (mikrometrima) i pokazuje veli¢inu ¢estica od koje je
50% uzoraka manje vrijednosti, a 50% uzoraka je vece od te vrijednosti, dok parametar D[3,2]
oznacava povrSinski srednji promjer ili tzv. Sauterov promjer (Rawler, 2007; Stojanovi¢ i
Markovi¢, 2010). Uzimajuéi u obzir parametre d(0,5) i D[3,2], najvecu veli¢inu Cestica ima
uzorak A15 (15% mikroinkapsuliranog ekstrakta) ¢ije vrijednosti iznose 184,730 i 83,283 um.
Najmanju veli¢ini Cestica ima uzorak E2,5 (2,5% tekuceg ekstrakta) Cije vrijednosti iznose
132,141 i 49,927 pum. Iz rezultata se moze primijetiti kako, u pravilu, veli¢ina Cestica raste $to
je veci postotak ekstrakta dodan u kakao prahove, dok oblik u kojem je ekstrakt dodan
(mikroinkapsulirani ili tekuci) nema znacajni utjecaj na veli¢inu Cestica. Opcenito, vrijednosti
veli¢ine Cestica ovise o nekoliko faktora: tipu primijenjenog uredaja za mljevenje, vremenu

trajanja mljevenja te samim svojstvima materijala (Barbosa-Canovas i sur., 2005).
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4.1.3.3. Nasipna gustoca

Nasipna gustoca predstavlja omjer mase granuliranog materijala i volumena koji takav materijal
zauzima u mjernom cilindru podvrgnutom vibracijama zbog kojih dolazi do promjene
volumena praha u mjernom cilindru. 1z tog mjerenja moguce je izracunati vibracionu, nasipnu

gusto¢u materijala (Werner i sur., 2007a; Werner i sur., 2007b).

Materijali koji znacajnije mijenjaju svoju gustocu nakon djelovanja vibracija, imaju
promjenjive osobine. Oni obi¢no imaju dobar protok kad je materijal u opustenom stanju, a lo§
protok kad je materijal slegnuti. Sklonost materijala da reducira volumen prilikom djelovanja

vibracija se takoder smatra zna¢ajkom te¢nosti materijala (Barbosa-Canovas i sur., 2005).
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Slika 4. Nasipna gusto¢a obogacenih kakao prahova pri 0, 10 i 100 udaraca

Nasipna gustoca je kod svih uzoraka porasla s rastom broja vibracija usred smanjenja udjela
zraka medu granuliranim Cesticama praha. Dobivene vrijednosti za nasipnu gustocu (slobodna
te nakon 10 i 100 udaraca) prikazane su Slikom 4. Vrijednosti slobodne nasipne gustoc¢u (pri 0
udaraca) kre¢u se u rasponu od 0,581 do 0,659 g mL™, za nasipnu gusto¢u nakon 10 udaraca
0d 0,640 do 0,714 g mL™%, dok su za nasipnu gustoéu kod 100 udaraca vrijednosti bile u rasponu

od 0,705 do 0,773 g mL™%. Najmanju promjenu vrijednosti nasipne gusto¢e pokazuje kontrolni
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uzorak (0% ekstrakta) te ona iznosi 0,104 g mL™, dok je najveéu promjenu nasipne gustoée
pokazao uzorak A10 (10% mikroinkapsuliranog ekstrakta), a iznosi 0,174 g mL™. Uzorci s
odredenim udjelom ekstrakta koji pokazuju najmanju promjenu nasipne gustoce su A5 (50 g
temeljne smjese kakao/Secer, 80 g bjelanjka, 5% mikroinkapsuliranog ekstrakta) i E15 (50 g
temeljne smjese kakao/Secer, 80 g bjelanjka, 15% mikroinkapsuliranog ekstrakta) cije
vrijednosti promjene nasipne gustoée iznose 0,116 i 0,0114 g mL™. Ovi uzorci pokazuju
najbolje pozeljne osobine (prilagodba skladistenju, distribuciji, preradi, pakiranju) zbog toga
jer imaju najmanju promjenu vrijednosti nasipne gustoce te najnizu kompresibilnost, dok uzorci
A10 i E5 pokazuju najvecu promjenu nasipne gustoce i najve¢u kompresibilnost te zbog toga
imaju najlosije osobine. Postotak dodanog ekstrakta nije imao utjecaja na nasipnu gustocu
kakao prahova, medutim iz rezultata se moze vidjeti da je vrsta dodatka imala utjecaj. Dodatak

ekstrakta u obliku mikrokapsula doveo je do nesto vec¢ih promjena vrijednosti nasipne gustoce.

4.1.34. Svojstva tecenja kakao prahova

Svojstva teCenja prahova razlikuju se usred kombinacija fizikalno-kemijskih svojstava praha -
gustoca praha, veli¢ina i oblik Cestica, struktura i1 karakteristike povrSine praha te sadrzaj vlage,
bjelan¢evina i masnoca (Liu i sur., 2008). Kohezivnost praha raste usred smanjenja veli¢ine
Gestica praha. Sto je manja veli¢ina Gestica, veca je dodirna povrsina po jedinici mase praha i
zbog toga raste kombinirani utjecaji privlacenja van der Waalsovim silama izmedu razli¢itih
Cestica (Fitzpatrick, 2005). Svojstva tecenja koja su odredena testom kohezivnosti prikazana su
u Tablici 11, a izrazena su kao indeks kohezije te je s obzirom na odredeni indeks kohezije koji
prahovi imaju napravljena kategorizacija u sljedece kategorije: indeks kohezije (CI) =< 11 —
prah slobodno tece, CI = 11- 14 - prah lako te¢e, CI = 14 — 16 — prah je kohezivan, Cl = 16- 19

— prah je vrlo kohezivan Cl = > 19 — prah je izrazito kohezivan.
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Tablica 11. Indeks kohezije te svojstvo teCenja prahova prikazanih kao srednja vrijednost + SD
(n=3)

Uzorak Indeks kohezije (mm) Svojstvo tecenja praha
Kontrola 11,886 + 0,082 Lako tece

A2,5 21,078 £0,715 Izrazito je kohezivan
A5 15,446 + 0,078 Kohezivan je

Al10 16,156 + 0,364 Vrlo je kohezivan

Al5 16,132 +£ 0,364 Vrlo je kohezivan

E2,5 16,690 + 1,517 Vrlo je kohezivan

E5 10,459 + 0,391 Slobodno tece

E10 12,152 +£ 0,477 Lako tece

E15 12,915+ 0,177 Lako tece

S obzirom na dobivene vrijednosti indeksa kohezije, prikazanih u Tablici 11., prahovi su
kategorizirani na sljede¢i nacin: slobodno tece: uzorak ES5; lako teCe: kontrola i uzorci E10 i
E15; kohezivan je: uzorak A5; lose tee: A10, A15 I E2,5; izrazito loSe tece: A2,5. Uzorci koji
su sadrzavali tekuce ekstrakte industrijske konoplje pokazali su se kao manje kohezivni, u
usporedbi s uzorcima koji su imali mikroinkapsulirani ekstrakt u sastavu koji jako dizu indeks
kohezije. Indeksi kohezije tekucih ekstrakata kretali su se u rasponu od 10,459 do 16,690, dok
su se indeksi kohezije uzoraka s mikroinkapsuliranim ekstraktima kretali u rasponu od 15,446
do 21,078. Kakao prahovi imaju opcenito Cestice vrlo malih veli¢ina, §to dovodi do povecanja
povrSine te na kraju do povecanja indeksa kohezivnosti, ¢ime mozemo kategorizirati kakao
prahove kao kohezivne i izrazito kohezivne. Rezultati ovoga rada slazu se, djelomicno, s
rezultatima prijasnjih radova koji su kakao prah okarakterizirali kao izrazito kohezivan
(Belscak i sur., 2011; Benkovi¢ i sur., 2013).
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Tablica 12. Rezultati procjene sposobnosti stvaranja ¢vrstog kolaca prikazane kao srednje

vrijednosti snage ¢vrstog kolaca i prosjecne snage ¢vrstog kolac¢a = SD (n = 3)

Uzorak Prosjecna ¢vrstoca kolaca (g)
Kontrola 62,548 + 15,582

A25 107,009+5,448

A5 80,314+9,237

Al0 72,714+1,799

Al5 103,906+7,421

E2,5 119,915+4,897

E5 134,399+3,433

E10 59,948+4,995

E15 137,253+2,600

Sposobnost stvaranja ¢vrstog kolaca je Stetan fenomen kod kojeg dolazi do transformacije
amorfne hrane, u ovom slucaju praha, u nepozeljni, ljepljivi materijal Sto rezultira umanjenom
funkcionalno$¢u i slabijom kvalitetom proizvoda (Aguilera i sur., 1995). Smatra se da prahovi
tvore ¢vrsti kolac kada se dvije ili vise makro Cestica, od kojih svaka ima sposobnost zasebnog
nacina translacije (gibanje krutoga tijela pri kojemu se svi dijelovi tijela gibaju po jednakim
putanjama i bez rotacije), dodu u dodir te ulaze u interakciju ¢ime dolazi do sljepljivanja, tj.
stvaranja skupa Cestica u kojem Cestice viSe nemaju mogucnost zasebne kretnje (Griffith, 1991).
Prahovi s manjom veli¢inom Eestica pokazuju vecu sposobnost kohezije zbog vece povrsine i
jacih van der Waalsovih sila Sto dovodi do vece moguénosti za tvorbu cvrstog kolaca
(Fitzpatrick, 2005). Na samu sposobnost praha za stvaranjem ¢vrstog kolaca utjecu sastav
materijala, veli¢ina i1 oblik Cestica, sadrzaj vlage, varijacije tlaka i1 temperature tijekom
proizvodnje i skladistenja (Chen i Chou, 1993). Rezultati prosje¢ne ¢vrstoce kolaca prikazani
su Tablicom 12. Najvecu prosje¢nu ¢vrstocu kolac¢a pokazuju uzorci E5 (50 g temeljne smjese
kakao/Secer, 80 g bjelanjka, 5% tekuceg ekstrakta) i E15 (50 g temeljne smjese kakao/Secer, 80

g bjelanjka, 15% tekuceg ekstrakta) ¢ije su srednje vrijednosti ¢vrstoce kolaca iznosile 134,399
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i 137,253 g. Najnizu vrijednost prosje¢ne Cvrstoce kolaca imala je kontrola (50 g temeljne
smjese kakao/Secer, 80 g bjelanjka, 0% ekstrakta) i E10 (50 g temeljne smjese kakao/Secer, 80
g bjelanjka, 10% tekuceg ekstrakta) ¢ije su vrijednosti iznosile 62,548 i 59,948 g. Vrijednosti
za uzorke s mikroinkapsuliranim ekstraktom kretale su se od 72,714 do 107,009 g, dok su se
vrijednosti za uzorke s teku¢im ekstraktima kretale od 59,948 do 137,253 g. Iz dobivenih
rezultata moze se zakljuciti kako uzorci s teku¢im ekstraktom imaju prosje¢no vece vrijednosti
¢vrstoce kolaca od uzoraka s mikroinkapsuliranim ekstraktom. lako je kod uzoraka koji sadrze
ekstrakt u mikroinkapsuliranom obliku koriStena Zelatina, koja se smatra vezivnim sredstvom
zbog svoje visoke viskoznosti, a koristena je za samo stvaranje kapsula, vrijednosti za takve

uzorke su nize $to je suprotno od oc¢ekivanja (Barbosa-Canovas, 2005).

4.1.3.5.  Rekonstitucijska svojstva

U vecini slucajeva, prahovi moraju biti dobro topljivi kako bi bili korisni i funkcionalni (Fang
i sur., 2007). Topljivost je u ovom radu prikazana kao indeks topljivosti, tj. kao koli¢ina
zaostalog taloga, u mL, u Falkon epruveti nakon centrifugiranja. S obzirom da je topljivost
vazan pokazatelj sposobnosti prahova da ostanu homogeno pomijeSani s vodom (Franco 1 sur.,
2016) i ¢injenicu da $to je manji volumen zaostalog taloga to znac¢i da prah pokazuje bolju
topljivost, prahovi kod kojih je prisutna manja koli¢ina zaostalog taloga smatraju se prahovima

s boljom topljivoscu.
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Slika 5. Topljivost kakao mjeSavina prikazana kao srednja vrijednost zaostalog taloga (mL) +
SD (n=2)

Na Slici 5. prikazani su dobiveni rezultati iz kojih se moze uociti kako uzorci kontrola (0%
ekstrakta) i E5 (5% tekuceg ekstrakta) imaju najlosiju topljivost koja iznosi 1,375 1 1,475 mL
zaostalog taloga, dok wuzorci A5 (5% mikroinkapsuliranog ekstrakta) i A15 (15%
mikroinkapsuliranog ekstrakta) imaju najbolju topljivost, tj. najmanji volumen zaostalog taloga
koji iznosi 1,15 i 1,1 mL. Generalno, dodatkom ekstrakata u kakao prah dolazi do smanjenja
koli¢ine zaostalog taloga, tj. do poboljSanja topljivosti te se isto tako mozZe uo€iti kako do veceg
poboljsanja topljivosti dolazi usred dodatka mikroinkapsuliranog ekstrakta, u usporedbi s

dodatkom tekuceg ekstrakta.
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Slika 6. Disperzibilnost kakao mjesavina prikazana kao srednja vrijednost potrebnog vremena
(s)£SD (n=2)

Kako bi se postigla maksimalna funkcionalnost, prahovi moraju biti lako disperzibilni u
zeljenom mediju te ostati otopljeni ili suspendirani tijekom vremena bez obzira na okoliSne
uvjete (Gaiani i sur., 2007), a sama disperzibilnost je svojstvo praha da se u potpunosti rasprsi
u odredenoj koli¢ini odgovaraju¢eg medija (najcesce voda) pri odredenoj temperaturi (Fang i
sur., 2007). Na Slici 6. prikazani su rezultati za disperzibilnost. Vremena disperzibilnosti krecu
se u rasponu od 25,5 do 34,5 sekunde. Najmanju disperzibilnost, tj. najduze vrijeme potrebno
da se postigne potpuno rasprsivanje u vodi pokazuju uzorci A15 (15% mikroinkapsuliranog
ekstrakta), E10 (10% tekuceg ekstrakta) i E15 (15% tekuceg ekstrakta) ¢ija vremena iznose 32,
341 34,5 sekunde. Najbolju disperzibilnost pokazuje uzorak kontrola (0% ekstrakta) koja iznosi
25,5 sekunde, dok ostali uzorci imaju relativnu slicnu disperzibilnost koja se krece oko 30
sekundi. Iz rezultata se moze zakljuciti kako je dodatak ekstrakta u kakao mjesavinu doveo do
povecanja vremena potrebnog za potpuno rasprSivanje, tj. umanjio je disperzibilnost kakao
mjeSavina. Pri tome je vidljivo da je dodatkom veée koli¢ine ekstrakta dosSlo do veceg
smanjenja disperzibilnosti uzoraka te je isto tako primjetno da je dodatak ekstrakta u teku¢em
obliku doveo do veteg poveéanja disperzibilnosti uzoraka, u odnosu na ekstrakt u

mikroinkapsuliranom obliku.
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4.2. KEMIJSKA SVOJSTVA DOBIVENIH PRAHOVA
4.2.1. Sadrzaj ukupnih polifenola

Kakao prah prirodno je bogati izvor antioksidansa, ponajvise polifenola, medu kojima su
najvazniji flavonoidi (Maleyki i Ismail, 2010; Rimbach 1 sur., 2009). Njihova antioksidativna
aktivnost i povoljan utjecaj na ljudsko zdravlje dokazana je brojnim istrazivanjima. Medu
najvaznije farmakoloske ucinke polifenola ubrajamo inhibiciju lipidne peroksidacije, zastitu
LDL kolesterola od oksidacije te povecanje otpornosti organizma od Stetnog djelovanja
pojacanog oksidacijskog stresa (Andujar i sur., 2012; Stoclet i sur.,2004). Najzastupljenije
grupe flavonoida u kakau su: flavan-3-oli (37%), antocijani (4%) i proantocijanidini (58%) s
prosjeénim sadrzajem od 120 — 180 g kg™ (Rusconi i Conti, 2010). Lee i suradnici (2003), u
svom istrazivanju, odredili su kako kakao 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 ¢aja.
12

10

E2,5 Kontrola Ekstrakt Kuglice
Oznaka uzorka

mg GAEg™! ekstrakta
)] (o]

>

N

Slika 7. SadrZaj ukupnih polifenola kakao mjeSavina te Cistog ekstrakta u tekucem i

mikroinkapsuliranom obliku prikazan kao srednja vrijednost + SD (n = 2)
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U ovom radu, udjel ukupnih polifenola odreden je Folin-Ciocalteau metodom. Dobiveni
rezultati udjela ukupnih polifenola (mg GAE g* ekstrakta) u prahu s razli¢itim koncentracijama
(2,5; 5; 10 1 1%) i obliku dodanog ekstrakta (tekuéi, mikroinkapsulirani) te ¢istim ekstraktima
prikazani su na Slici 13. Najveci udjel polifenola prisutnim u pripremljenim kakao smjesama
pokazuju uzorci A2,5 (2,5% mikroinkapsuliranog ekstrakta) 1 E2,5 (2,5% tekuceg ekstrakta),
te iznose 3,488 i 3,676 mg GAE g ekstrakta. Sljedei je uzorak A5 (5% mikroinkapsuliranog
ekstrakta) ¢ija vrijednosti iznosi 3,03 mg GAE g ekstrakta. Nakon toga uzorci A10 (10%
mikroinkapsuliranog ekstrakta) i E5 (5% tekuceg ekstrakta) ¢ije vrijednosti iznose 2,681 te
2,451 mg GAE g ekstrakta. Kontrola (0% ekstrakta) sadrzi 2,256 mg GAE g ekstrakta, dok
najmanju vrijednost ukupnih polifenola pokazuju uzoraci Al5 (15% mikroinkapsuliranog
ekstrakta) i E15 (15% tekudeg ekstrakta) Gije vrijednosti iznosi 1,732 i 1,924 mg GAE g
ekstrakta. 1z dobivenih rezultata mozZe se zakljuciti kako je, suprotno ocekivanju, odnos
dodanog ekstrakta i ukupnog sadrzaja polifenola obrnuto proporcionalni. Sto znaé¢i da su
najvecu vrijednost ukupnog sadrzaja polifenola pokazali uzorci s najmanjim postotkom
dodanog ekstrakta (2,5%). Uzorci koji su u svom sastavu imali vece postotke dodanog ekstrakta
imali su manji udio ukupnih polifenola pa su tako uzorci s najvec¢im postotkom dodanog
ekstrakta (15%) imali najmanje vrijednosti ukupnih polifenola. lako postoji jasan utjecaj
postotka dodanog ekstrakta na sadrzaj ukupnih polifenola, oblik dodanog ekstrakta (teku¢i ili
mikroinkapsulirani) nije imao znacaj utjecaj. Slicne rezultati dobiveni su u radu Pizeta (2018).
Naime, u tom je istrazivanju utvrdeno da dodatak biljnog ekstrakta povoljno djeluje na kemijska
svojstva kakao mjesavina suSenih u pjenu samo do odredene (optimalne) razine (w = 3.75%
ekstrakta), dok bilo koji drugi dodatak ekstrakta u koli¢inama viSim od optimalne dovodi do

smanjenja sadrzaja ukupnih fenola.
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4.2.2. Antioksidacijski kapacitet

U istrazivanju Lee i suradnika (2003) vrijednost antioksidacijske aktivnosti kod kakaa mjerena
je DPPH metodom te je iznosila 836 mg ekvivalenta askorbinske kiseline po serviranju (7,3
grama). Antioksidacijski kapacitet kakao mjesavina u ovom radu odreden je DPPH metodom
(umol Trolox-a g ekstrakta). Metoda se temelji na detekciji potencijalnog antioksidansa koji
donira (prenosi) jedan elektron ¢ime se smanjuje koncentracija slobodnog radikala DPPH, a

dobiveni rezultati prikazani su na Slici 14.
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Slika 8. Antioksidacijski kapacitet kakao mjeSavina te Cistog ekstrakta u tekuéem i

mikroinkapsuliranom obliku prikazan kao srednja vrijednost + SD (n = 2)

Najveci antioksidativni kapacitet utvrden je, sli¢no kao i kod udjela polifenola, kod uzoraka
E2,5 (12,842 pmol Trolox-a gt ekstrakta) i A2,5 (12,491 pmol Trolox-a g* ekstrakta), ali i kod
kontrole (12,674 pmol Trolox-a g ekstrakta). Jednako kao i kod ukupnog sadrzaja polifenola
(Slika 13.) sto je veéi postotak dodanog ekstrakta to je manja vrijednost antioksidacijski
kapaciteta. Tako nadalje slijede A5 (11,354 pumol Trolox-a g ekstrakta), E5 (8,588 pmol
Trolox-a g ekstrakta), E15 (8,255 umol Trolox-a g ekstrakta), E10
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(7,951 umol Trolox-a g ekstrakta) i A10 (7,156 pmol Trolox-a g ekstrakta). Najnizu
vrijednost antioksidacijskog kapaciteta ima uzorak A15 i ona iznosi 5,690 umol Trolox-a g™
ekstrakta. Antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom pokazuje slican trend kao i udjel
ukupnih polifenola odreden Folin-Ciocalteau metodom, povecanjem postotka dodanog
ekstrakta dolazi do smanjenja antioksidacijske aktivnosti. Takoder, iz rezultat se moze
primijetiti kako ima odredene razliku ovisno o obliku u kojem je ekstrakt dodan, pri ¢emu su
viSe vrijednosti dobivene za uzorke kod kojih je ekstrakt dodan u tekucem obliku. Ovi se
rezultati mogu objasniti efektom razrjedivanja pjene. Naime, vece koli¢ina dodanog ekstrakta
u pjenu uvodi 1 veci postotak vode koji posljedi¢no smanjuje koli¢inu antioksidansa. Sli¢ni su

rezultati postignuti i u istrazivanjima Pizete (2018) i Buljat (2018).
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4.3. SENZORSKA SVOJSTVA DOBIVENIH PRAHOVA

Senzorska analiza dobivenih kakao uzoraka, provedena je pomocu panel skupine (5
ocjenjivaca) koja je ocjenjivala 6 razli¢itih senzorskih svojstva: izgled, boju, miris, slatkocu,
naknadni okus i biljni okus. Navedena svojstva ocjenjivana su hedonistickom skalom gdje je
za svaki parametar dodijeljena ocjena od 1 do 9 (pri ¢emu 1 oznacava najmanje svidanje, dok

9 oznacava najvece svidanje). Rezultati senzorske analize prikazani su na Slici 9.
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Slika 9. Rezultati senzorske analize dobivenih kakao prahova prikazane kao srednja vrijednost

Na temelju dobivenih ocjena, najbolje senzorski ocjenjeni uzorci su A2,5 (2,5%
mikroinkapsuliranog ekstrakta), A5 (5% mikroinkapsuliranog ekstrakta) 1 E15 (15% tekuceg
ekstrakta), dok je najlosije ocijenjeni uzorak E2,5 (2,5% tekuceg ekstrakta). Za svojstvo
izgleda, najbolje ocijenjeni uzorak je E15 (15% tekuceg ekstrakta) s prosjeénom ocjenom od
7,4, dok je najlosije ocijenjeni uzorak A2,5 (2,5% mikroinkapsuliranog ekstrakta) s ocjenom

od 5,4. Za svojstvo boje, najbolju ocjenu ima uzorak E15 (15% tekuceg ekstrakta) s ocjenom
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7,4, dok je najlosije ocijenjen uzorak E2,5 (2,5% tekuceg ekstrakta) s ocjenom 5,4. Za svojstvo
mirisa, najbolje ocijenjeni je uzorak A2,5 (2,5% mikroinkapsuliranog ekstrakta) s ocjenom 7,6,
dok je najlosije ocijenjeni uzorak E2,5 (2,5% tekuceg ekstrakta) s ocjenom 5,6. Najvisu
prosjecnu ocjenu za svojstvo slatkoce imaju uzorci A2,5 (2,5% mikroinkapsuliranog ekstrakta)
i A15 (15% mikroinkapsuliranog ekstrakta) s ocjenom 8,2, dok najlo$iju ocjenu, koja iznosi
6,2, imaju uzorci A10 (10% mikroinkapsuliranog ekstrakta) i E2,5 (2,5% tekuceg ekstrakta).
Za svojstvo naknadnog okusa, najvisu ocjenu, koja iznosi 7,8, ima uzorak A5 (5%
mikroinkapsuliranog ekstrakta), dok najnizu ocjenu ima uzorak E2,5 (2,5% tekuéeg ekstrakta).
Najvisu prosje¢nu ocjenu za svojstvo biljnog okusa ima A2,5 (2,5% mikroinkapsuliranog
ekstrakta) koja iznosi 8,2, dok najnizu ocjenu ima A 15 (15% mikroinkapsuliranog ekstrakta) te
ona iznosi 5,6. Pregledom rezultata moze se primijetiti kako dodatak razli¢itih koncentracija
ekstrakta nije doveo do boljih, odnosno losijih senzorskih rezultata pa se tako prosje¢na ocjena
za sva uzorke kre¢e izmedu i oko 6 i 7. Medutim, primjetne razlike prisutne Su ako
usporedujemo oblik u kojem je ekstrakt dodan. Uzorci s prisutnim ekstraktom u obliku
mikrokapsulica bolje su ocijenjeni za svojstva biljnog okusa, naknadnog okusa i slatkoc¢e, dok

su uzorci s dodanim tekuc¢im ekstraktom bolje ocjenjeni za svojstva izgleda i boje.
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44. IN-VITRO MODEL PROBAVE DOBIVENIH PRAHOVA

Kako bi se odredilo prezivljavanje i biodostupnost polifenola te antioksidacijska aktivnost
kakao prahova proveden je in-vitro model probave koji simulira pH i enzimatske aktivnosti u
ustima, zelucu i crijevima. In-vitro biodostupnost definirana je kao postotak ukupnih polifenola
1 antioksidacijskog kapaciteta koji je odreden u uzorcima nakon prolaska kroz probavni sustav

in-vitro u odnosu na pocetne vrijednosti.
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Slika 10. Sadrzaj ukupnih polifenola kakao mjesavina te Cistog ekstrakta u tekucem i
mikroinkapsuliranom obliku prije i nakon prolaska kroz in-vitro model probave prikazan kao

srednja vrijednost + SD (n = 2) te postotak o¢uvanja ukupnih polifenola
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Slika 11. Antioksidacijski kapacitet kakao mjeSavina te Cistog ekstrakta u tekucem i
mikroinkapsuliranom obliku prije i nakon prolaska kroz in-vitro model probave prikazan kao

srednja vrijednost + SD (n = 2) te postotak o¢uvanja antioksidacijskog kapaciteta

Na Slici 10. prikazani su rezultati za pocetne vrijednosti ukupnih polifenola uzoraka, vrijednosti
nakon prolaska kroz probavni sustav in-vitro te postotak njihova o¢uvanja. Uzorci A10 (10%
mikroinkapsuliranog ekstrakta) 1 E15 (15% tekuceg ekstrakta) imali su najveéi postotak
oCuvanja ukupnih polifenola koji iznosi 81,4 te 83,9%. Nakon njih, padaju¢im redoslijedom
slijede uzorci A5 (5% mikroinkapsuliranog ekstrakta), E10 (10% tekuceg ekstrakta) i kontrola
(0% ekstrakta) ¢ije vrijednosti iznose 77,8; 76,5 i 70,3%. Nesto nize vrijednosti imaju uzorci
E5 (5% tekuceg ekstrakta) i A15 (15% mikroinkapsuliranog ekstrakta) ¢ije vrijednosti iznose
63,5147,9%, dok daleko najnize vrijednosti ouvanja ukupnih polifenola pokazuju uzorci A2,5
(2,5% mikroinkapsuliranog ekstrakta) i E2,5 (2,5% tekuceg ekstrakta) ¢ije vrijednosti iznose
2,51 3,0%. 1z rezultata se moze primijetiti kako se bolji rezultati o¢uvanja ukupnih polifenola
postizu s veéim koncentracijama dodanog ekstrakta (10 i 15%), dok nema znacajne razlike
izmedu ocuvanja ukupnih polifenola izmedu wuzoraka koji su ekstrakt imali u
mikrokapsuliranom ili teku¢em obliku. Medutim, iako su rezultati postotka ocuvanja ukupnih
polifenola sli¢ni, zbog vecih pocetnih koncentracija polifenola u uzorcima koji sadrze

mikroinkapsulirani ekstrakt kod njih je prisutna i veca krajnja koncentracija ukupnih polifenola.

Na Slici 11. prikazani su rezultati za pocetne vrijednosti antioksidacijske aktivnosti uzoraka,

vrijednosti nakon prolaska kroz probavni sustav in-vitro te postotak njihovog ocuvanja. Najveci
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postotak ocuvanja antioksidacijske aktivnosti pokazali su uzorci A10 (10%
mikroinkapsuliranog ekstrakta) i A15 (15% mikroinkapsuliranog ekstrakta) ¢ije vrijednosti
iznose 94,2 1 93,1%. Nakon njih, slijede uzorci E10 (10% tekuceg ekstrakta), E5 (5% tekuéeg
ekstrakta) i E15 (15% tekuceg ekstrakta) Cije vrijednosti redom iznose 86,4; 81,8 te 77.2.
Uzorak kontrola (0% ekstrakta) ima ocuvanje od 63,9%, dok nesto nize vrijednosti imaju uzorci
E2,5 (2,5% tekuceg ekstrakta) i A2,5 (2,5% mikroinkapsuliranog ekstrakta). Najnizu vrijednost
ocuvanja antioksidacijske aktivnosti ima uzorak A5 (5% mikroinkapsuliranog ekstrakta) ¢ija
vrijednost iznosi 44,8%. Iz dobivenih rezultata se moze primijetiti kako, sli¢no kao 1 kod
ukupnih polifenola, u pravilu sto je veci postotak dodanog ekstrakta to je vece i oCuvanje
antioksidacijske aktivnosti, dok nema znacajne razlike u ocuvanju antioksidacijske aktivnosti

izmedu uzoraka koji su imali dodani ekstrakt u obliku mikrokapsulica ili u teku¢em obliku.
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45. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Procjena utjecaja vrste dodataka te razli¢itih koncentracija dodanog ckstrakta na razlicita
fizikalna, kemijska i1 senzorska svojstva dobivenih kakao mjeSavina obogacenih ekstraktom
industrijske konoplje provedena je pomocu Wilcoxon testa ekvivalentnih parova. Vrste
dodataka koriStene u ovom radu su teku¢i i mikroinkapsulirani ekstrakti industrijske konoplje
koji su dodani u pripremljene kakao mjesavine te su svi zajedno suseni u pjeni. Iz statisticke
analize Wilcoxon testa vrste dodataka imale su utjecaja na odredene fizikalne, kemijske te
senzorske parametre. Vrsta dodatka imala je znacajan utjecaj na stabilnost pjene (p= 0,0077),
pri tome su obje vrste snizavale njene vrijednosti $to sugerira da dodatkom ekstrakta dolazi do
destabilizacije integriteta pjene te je dodatak mikroinkapsuliranih ekstrakata doveo je do vecih
vrijednosti za stabilnosti pjene. Gustoca (p= 0,0077) te suha tvar pjene (p= 0,0077) snizene su
dodatkom obje vrste dodatka te je njihova vrijednost niza kod uzoraka koji sadrze ekstrakt u
tekucem obliku. Suha tvar praha (p= 0,0077) sniZena je dodatkom obje vrste ekstrakata. Vrste
dodataka, isto tako, imale su znacajan utjecaj na d (0,5) i D [3,2]. Indeksi kohezije (p= 0,0077)
su povecani dodatkom ekstrakta obje vrste te je vece povecanje indeksa kohezije postignuto
dodatkom ekstrakta u obliku mikrokapsulica §to se moze objasniti uporabom Zelatine za
proizvodnju samih mikrokapsulica. Nadalje, vrste dodatka imaju statisticki znacajan utjecaj i
na nasipnu gustocu (0, 10, 100) (p=0,0077) te prosje¢nu ¢vrsto¢u kolaca (p= 0,0077) pri ¢emu
su obje vrste dodatka dovele do njihova povecanja, a takvo je povecanje vece kod uzoraka
kojima je ekstrakt dodan u tekuéem obliku. Sto se ti¢e rekonstitucijskih svojstva, vrsta dodatka
znacajno utjeCe na svojstvo disperzibilnosti (p=0,0077) pri ¢emu obje vrste dodatka povecavaju
disperzibilnost (negativno utjecu), a takvo povecanje je znacajnije kod uzoraka koji imaju
dodatak u teku¢em obliku. Kod kemijskog dijela analize, vrste dodataka imaju pozitivan utjecaj
na sadrzaj ukupnih polifenola (p= 0,0108). Takoder, vrste dodataka imale su negativan utjecaj
I na rezultate antioksidativne aktivnosti nakon simulacije probavnog sustava in-vitro (p=
0,0076). Kod senzorske analize, vrste dodataka imale su statisticki znacajan utjecaj na sve
komponente senzorske analize (izgled, boju, miris, slatko¢u, naknadni okus, biljni okus) (p=

0,0076).

Postotak ekstrakta ima znacajan utjecaj na suhu tvar pjene (p= 0,0077) pri ¢emu povecanjem
postotka ekstrakta dolazi do smanjenja suhe tvari pjene, a takoder ima statisticki znacajan
utjecaj na ostala fizikalna svojstva pjene: gusto¢u (p= 0,0077) te stabilnost pjene (p= 0,0076).

Kod fizikalnih svojstava praha, postotak ekstrakta ima statisticki zna¢ajan utjecaj na suhu tvar
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praha (p= 0,0076) pri ¢emu, sli¢no kao i kod suhe tvari pjene, veci postoci dodanog ekstrakta
dovode do veceg snizenja vrijednosti suhe tvari praha. Nadalje, statisti¢ki znacajno utjece na
indeks kohezije (p=0,0151), prosje¢nu ¢vrstocu kolaca (p=0,0076) te nasipnu gustocu (0, 10,
100) (p= 0,0077). Postotak ckstrakta isto tako je imao znacajan utjecaj na d (0,5) i D [3,2]
parametre veli¢ine Cestica (p= 0,0077) te je, u pravilu, veli¢ina Cestica rasla $to je veci postotak
ekstrakta dodan u kakao prahove. Sto se ti¢e rekonstitucijskih svojstva, postotak ekstrakta
znacajno utjeCe na svojstva topljivosti (p= 0,0208) i disperzibilnosti (p= 0,0076) pri ¢emu
dodatkom vecéeg postotka ekstrakta dolazi do veceg povecanja disperzibilnosti (negativni
utjecaj). Sto se ti¢e kemijskih svojstava, postotak ekstrakta jedino je znacajno utjecao na
rezultate ukupnih polifenola dobivene nakon prolaska kroz in-vitro model probave (p=
0,010863). Kod senzorskog dijela analize, postotak dodanog ekstrakta nije statisticki utjecao ni

na jedno od promatranih svojstava, ve¢ ona primarno ovise o preferencijama potrosaca.
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Slika 12. PCA analiza svih uzoraka te mjerenih fizikalnih, kemijskih i senzorskih svojstava s
obzirom na faktore vrste dodatka i postotka ekstrakta

Analiza glavnih komponenata (engl. Principal Component Analysis, tj. PCA) provedena je s
ciljem dodatnog utvrdivanja koji je faktor (vrsta dodatka ili koncentracija dodatka) imao
dominantan utjecaj na svako pojedino svojstvo i svaki pojedini uzorak. PCA uocava razlike u
izmjerenim vrijednostima, te ih obraduje tako da se dobiju najvaznije karakteristike iz kojih se
dobivaju nove ortogonalne varijable koje zovemo ,,principal components®. Iz njih se racunaju
,faktori za svaki uzorak, koji je linearna kombinacija intenziteta odredene karakteristike
uzorka koji je od relativne vaznosti za model (Valinger i sur., 2017). Zbog toga §to je faktor
ovisan 1 izracunat na temelju spektralnih karakteristika, uzorci koji su prema odredenim
komponentama sli¢ni, biti ¢e prikazani blizu jedan drugoga na grafu, a Sto se vise razlikuju, bit
¢e udaljeniji (Valinger i sur., 2017). Abdi i Williams (2010) navode kako PCA daje uvid u
sli¢nostima i razli¢itostima izmedu podataka, tako da ih smjesta na odredenu poziciju na grafu.

Faktori predstavljaju razlike u karakteristikama uzorka, tj. u njihovom kemijskom sastavu, no
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ne moze se to¢no znati o kojim spojevima se radi. Na Slici 12. graficki su prikazani rezultati
PCA analize svih svojstava i uzoraka. Na temelju rezultata moze se primijetiti kako vrsta
dodatka najvise utjeCe na sljedeca svojstva: suha tvar praha, TPC nula, DPPH nula, indeks
kohezije, suha tvar pjene, DPPH crijeva, topljivost te prosje¢na ¢vrsto¢a kolaca, dok kod
uzoraka najvise utjeCe na: E2,5; A2,5;1 AS. S druge strane, postotak ekstrakta utjeCe na sljedeca
svojstva: nasipna gustoca pri 0 i 100 udaraca, kompletna senzorska svojstva, TPC crijeva, D
[3,2], disperzibilnost, d (0,5), gustoca i Stabilnost pjene. Sto se ti¢e uzoraka najvise utje¢e na:
E10, A15, E15, E5 | A10. Takoder je moguce primijetiti kako PCA analiza potvrduje rezultate
dobivene Wilcoxon testa, $to se lijepo moze vidjeti na slici zbog toga jer su Postotak ekstrakta
I npr., suha tvar pjene | dijagonalno suprotnom kvadrantu. S obzirom na dobivene rezultate
PCA analize, moze se zakljuciti kako je postotak ekstrakta imao znacajniji utjecaj na dobivene

uzorke te mjerena svojstva nego vrsta dodatka.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja i analize rezultata doneseni su sljede¢i zakljucci:

1.

Dodatak ekstrakta industrijske konoplje dovodi do smanjenja stabilnosti i gustoce pjene.

Suha tvari pjene smanjuje se proporcionalno s pove¢anjem postotka dodanog ekstrakta.

Dodatak ekstrakta dovodi do smanjenja postotka suhe tvari praha, s time da je takvo

smanjenje izrazenije kod uzoraka koji sadrze tekuéi oblik ekstrakta.

Dodatkom ekstrakta dolazi do povecanja vrijednosti indeksa kohezije te su takvi prahovi
okarakterizirani kao kohezivni te vrlo kohezivni prahovi. Uzorci koji su sadrzavali
mikroinkapsulirane ekstrakte industrijske konoplje pokazali su se kao kohezivniji u

usporedbi s uzorcima sa dodanim teku¢im ekstraktom.

Dodatkom ekstrakta dolazi do poveéanja vrijednosti prosjecne ¢vrstoce kolaca pri c¢emu
uzorci s tekuéim ekstraktom imaju prosjecno vece vrijednosti ¢vrstoce kolaca od

uzoraka s mikroinkapsuliranim ekstraktom.

Dodatak mikroinkapsuliranog ekstrakta dovodi do poboljsanja topljivosti prahova, dok

dodatak tekuceg ekstrakta povecava disperzibilnost prahova.

Najveéu vrijednost ukupnog sadrzaja polifenola pokazuju uzorci s 2,5% dodanog

ekstrakta.
Uzorci s prisutnim ekstraktom u obliku mikrokapsulica bolje su ocijenjeni za svojstva

biljnog okusa, naknadnog okusa 1 slatkoce, dok su uzorci s dodanim teku¢im ekstraktom

bolje ocjenjeni za svojstva izgleda i boje.

Bolji rezultati ocuvanja ukupnih polifenola i antioksidacijske aktivnosti postizu se s

ve¢im koncentracijama dodanog ekstrakta (10 1 15%).
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9. PCA analiza pokazala je kako je postotak dodanog ekstrakta imao znacajniji utjecaj na
fizikalna, kemijska i senzorska svojstva prahova nego vrsta dodanog ekstrakta.

10. Dodatak ekstrakta konoplje u koncentracijama 2,5 i 5% w/w doveo je do najboljeg
poboljsanja kemijskih (ukupni udio polifenola i antioksidacijsku aktivnost) i senzorskih
svojstava, dok su veCe koncentracije ekstrakta imale niZe vrijednosti kemijskih
svojstava te su slabije senzorski ocjenjene zbog intenzivnog naknadnog i biljnog okusa.

11. Ekstrakt industrijske konoplje pokazao se kao pogodan dodatak, a instant kakao prak

kao pogodni nosac¢ za proizvodnju funkcionalog napitka.
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