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1. UuvoD

Cokolada je popularan konditorski proizvod na globalnoj razini i potraznja za njom konstantno
raste. Trenutno je joS uvijek najpopularnija mlijeCna Cokolada, ali uslijed sve vece
informiranosti potroSac¢a o utjecaju prehrane na zdravlje, raste konzumacija tamne ¢okolade
koja se, zbog visokog udjela kakaovih dijelova, smatra funkcionalnom hranom. Upravo zbog
svoje popularnosti medu svim generacijama potroSaca, ¢okolada predstavlja i dobar matriks
za obogacivanje razliCitim bioaktivnim spojevima. U tom pogledu narocCito je zanimljiva bijela
Cokolada koja u sastavu ne sadrzi bezmasnu suhu tvar kakaovih dijelova pa ni bioaktivne
spojeve podrijetlom iz kakaovih zrna. S druge strane, potencijalno bogat izvor bioaktivnih
spojeva, naroCito polifenola, imaju zelena zrna kave, u kojima su najviSe zastupljene
klorogenske kiseline poznate po snaznom antioksidacijskom djelovanju.

Buduci da taj potencijal zelenih zrna kave nije dovoljno poznat i zelena zrna nemaju primjenu
u prehrambenoj industriji, cilj ovoga istrazivanja bio je bioaktivha karakterizacija zelenih zrna
Arabika i Robusta kava i ispitivanje potencijala njihove primjene u obogacivanju bioaktivnog
sastava bijelih ¢okolada. Samljevena zelena zrna dodana su u formulacije bijelih ¢okolada u
udjelima od 3,5 i 7 %. Bioaktivna karakterizacija zrna i ¢okolada uklju€ivala je odredivanje
udjela ukupnih polifenola i antioksidacijskog kapaciteta (DPPH i ABTS) spektrofotometrijskim
metodama te odredivanje udjela pojedinacnih bioaktivnih spojeva (klorogenske kiseline i
kafein) primjenom HPLC-PDA metodologije. Takoder, provedena je DSC analiza ¢okolada
kako bi se ispitao utjecaj dodatka zelenih zrna kava na profil taljenja ¢okolada te senzorska
analiza evaluacijom parametara izgleda (sjaj i homogenost), akusti¢nosti (lom), teksture

(talienje i zrnatost), okusa (slatko, gorko, biljno i kava) i opée prihvatljivosti.



2.  TEORIJSKIDIO
2.1. Kakaova zrna i proizvodnja ¢okolade

Kakaovac (Theobroma cacao L.) pripada porodici Malvaceae (sljezovke) i unutar njegovog
ploda nalaze se kakaova zrna koja su sirovina za izradu kakaove mase i kakaovog maslaca,
osnovnih sastojaka za proizvodnju ¢okolade (Qin i sur., 2016). NajviSe kakaovih zrna, ¢ak oko
74 % ukupne proizvodnje, proizvodi se na podrucju Afrike, gdje su Obala Bjelokosti i Gana
najveci proizvodaci. Kakaova zrna takoder se proizvodei u Juznoj Americi (Ekvador i Brazil),
uz zastupljenost u svjetskoj proizvodnji od oko 22 %, a oko 5 % se proizvodi i u Aziji i Oceaniji
(Indonezija i Papuanska Nova Gvineja) (ICCO, 2024a). Proizvodnja kakaovih zrna prema

pojedinim drzavama za razdoblje 2022./2023. prikazana je na Slici 1.

Papuanska Nova
Gvineja

Indonezija
Brazil
Kamerun
Nigerija
Ekvador
Gana

Obala Bjelokosti 2,24

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

Proizvodnja kakaovih zrna (milijuni tona)

Slika 1. Drzave s najve¢om proizvodnjom kakaovih zrna u razdoblju 2022./2023. (ICCO,
2024a)

Postoje tri osnovna varijeteta kakaovih zrna, a to su Forastero, Criollo i Trinitario, pri Cemu je
Forastero najzastupljeniji s 95 % svjetske proizvodnje (Afoakwa, 2016). Podrucje njihovog
uzgoja prikazano je na Slici 2, a osnovne karakteristike navedene su u Tablici 1.



Criollo

Trinitario

Forastero

Slika 2. Podrucje uzgoja razlicitih varijeteta kakaovih zrna (ICCO, 2024b)

Tablica 1. Karakteristike Criollo, Forastero i Trinitario varijeteta kakaovih zrna (Afoakwa, 2016)

Karakteristike Criollo Forastero Trinitario
Tekstura mekana i tvrda i glatka vecinom tvrda
naborana
Plod . —
Boja crvena zelena promjenjiva
Broj zma u 20 - 30 > 30 > 30
plodu
bijela, boja
Sjemenke Boja kotiledona slonqyace i svue.tlo .cio p"romjen{lva;
svijetlo tamno ljubiCasta rijetko bijela
ljubicasta
Otpornost stabla niska visoka umjerena
Agronomski Osjetljivost na
uvjeti nametnike i e . .
. osjetljiv umjereno umjereno
bolesti
Fermentacija 1-3dana 5 dana 4 — 5dana
Udjel kakaovog nizak visok srednji
maslaca
Veli¢ina
Kvaliteta sjemenki (masa
(g) 100 85 94 91
sjemenki)




Uz navedena tri varijeteta, pojedini autori navode Nacional kao Cetvrti, iako se radi o Forastero
varijetetu koji se uzgaja u Ekvadoru i €ini svega 5 % svjetske proizvodnje (Afoakwa, 2016).
Postoje odredene razlike u kemijskom i bioaktivnom sastavu te profilu arome i okusa izmedu
varijeteta kakaovih zrna uslijed razli¢itog genetskog sastava zrna, botani¢kog podrijetla,
mjesta uzgoja, uvjeta rasta (npr. klima, koli¢ina sunCeve svjetlosti i padalina, sastav tla),
vremena berbe te vremena koje prode izmedu berbe i fermentacije zrna (Kongor i sur., 2016).
Kakaova zrna su polazna sirovina za proizvodnju &okolade, a sam postupak od berbe

kakaovih plodova do oblikovanja i pakiranja ¢okolade prikazan je na Slici 3.

F 4 - -‘\l F 4 - 3 hY I - 3 hY F 4 - -\. F 4 - -\.

Fermentacija kakaovih Susenje kakaovih Prienie kakaovih zma Drobljenje i spearacija KAKAOV
zma zma ! kakaovih zrna LOM
Konciranje Valcanje Priprema zamjesa KAKAOVA Grubo fino
MASA mljevenje
COKOLADNA L N -
MASA Temperiranje Oblikovanje Pakiranje

. J \ J \ J \ J

Slika 3. Postupak proizvodnje ¢okolade (Afoakwa, 2016)

Cjelokupni postupak proizvodnje ¢okolade zapocinje berbom zrelih plodova kakaovca, nakon
Cega slijedi fermentacija i suSenje kakaovih zrna, pakiranje te transport u jutenim vreéama do
proizvodaca kakaovih proizvoda. U tvornicama, nakon prethodnog ¢iScenja, slijedi przenje i
drobljenje kakaovih zrna, potom separacija kakaovih zrna od ljuske i mljevenje izdvojenog
kakaovog loma, priprema zamjesa kakaove mase, valcanje, konciranje te na kraju
temperiranje ¢okoladne mase (Afoakwa, 2016). Cokolada je poluévrsta suspenzija finih vrstih
Cestica Secera, bezmasne suhe tvari kakaovih dijelova i mlijeka (ovisno o vrsti) u kontinuiranoj
masnoj fazi kakaovog maslaca koja se tali na tjelesnoj temperaturi i stvara glatku suspenziju
(Ostrowska-Ligeza i sur., 2019; Afoakwa, 2016). U Republici Hrvatskoj, prema Pravilniku o
kakau i ¢okoladnim proizvodima (NN 73/2005), razlikuju se ¢okolada, mlije€na €okolada,
obiteljska mlijeCna Cokolada, bijela Cokolada, punjena Cokolada, Cokolada »a la tazag,
obiteljska ¢okolada »a la taza« i Cokoladni desert ili praliné. Prema Americkoj agenciji za hranu
i lijekove (FDA) Cokolada se dijeli na bijelu, mlije€nu, tamnu, gorko-slatku ¢okoladu, ¢okoladu

s raznim mlijenim proizvodima, ¢okoladu s obranim mlijekom, slatku ¢okoladu i ¢okoladu od

4



mlacéenice. Najveca konzumacija ¢okolade, od 11,8 kg po stanovniku godiSnje, zabiljezena je
u Svicarskoj, slijede Sjedinjene Ameritke Drzave (9,0 kg), Njemadka (5,8 kg) te Francuska
(3,6 kg) (Statista, 2023). Prema dostupnim podacima, U Hrvatskoj se konzumira (2,2 kg)
Cokolade po stanovniku godisnje (GAIN, 2016).

Trenutno su najveci svjetski proizvodaci Cokolade Mars Wrigley Confectionery, sa sjedistem u
gradu Chicago (SAD), Ferrero Group, koji se nalazi u gradu Alba u lItaliji, i Mondelez
International, sa sjedidtem u gradu Deerfield (SAD) (Kolmar, 2023). Najveci proizvodadi
Cokolade u Republici Hrvatskoj su Kra$ d.d. sa sjediStem u Zagrebu, Kandit d.o.o. sa sjedistem
u Osijeku i ZveCevo d.d. sa sjediStem u PozZegi (Mihaljevi¢, 2021). Potrosaci postaju sve
osvjesteniji Sto se tiCe povezanosti hrane i zdravlja, $to se odrazava i u promjenama trendova
na trzistu ¢okolada. Trenutni trendovi trziSta ¢okolada fokusirani su na veganske, organske i
.faw“ Cokolade, ali i €okolade bez dodanog Secera, kao i Cokolade obogacene polifenolima,

vitaminima, mineralnim tvarima ili prehrambenim viaknima (Mordor Intelligence, 2022).
2.1.1. Cokolada kao funkcionalna hrana

Pojam funkcionalne hrane prvi je puta upotrijebljen u Japanu 80-ih godina proslog stoljeéa, a
najCesce se definira kao hrana za koju je dokazano da povoljno utje¢e na jednu ili viSe ciljanih
funkcija u organizmu ili smanijuje rizik pojave bolesti (Baker i sur., 2022). Funkcionalna hrana
mozZe se podijeliti na nekoliko kategorija ukljuCujuci proizvode obogacene spojevima s
pozitivnim utjecajem na zdravlje (npr. kruh obogacéen kalcijem ili omega-3 masnim kiselinama,
namaz obogacen fitosterolima), hranu prilagodenu za neutralizaciju antinutritivnin spojeva
nastalih tijekom obrade hrane (npr. toksi¢ni spojevi ili alergeni u hrani), proizvodi s povec¢anim
udjelom specificnih spojeva uslijed promjene ishrane zivotinja (npr. jaja ili meso bogato
omega-3 masnim kiselinama, govedina bogata linolnom kiselinom) te inovativne proizvode s
poboljSanim zdravstvenim djelovanjem, proizvedeni genetskom manipulacijom ili selekcijom
novih sorti koje ranije nisu bile konzumirane (npr. riza s visokim udjelom Zeljeza ili vitamina B,
biljna ulja s promijenjenim sastavom masnih kiselina, hrana bez alergena, ulja uljane repice s
visokim udjelom karotenoida, pSenica s poveéanim udjelom luteina, bobiCasto voce s veéim

udjelom antioksidansa) (Kaur i Das, 2011).

Kakaovi proizvodi vrlo su popularni zbog svojih senzorskih karakteristika, a u novije vrijeme
povecéanoj konzumaciji doprinose i rezultati istrazivanja o potencijalno pozitivnim zdravstvenim
uCincima uslijed prisustva razli¢itih bioaktivnih spojeva. Tri glavne skupine polifenola u
kakaovim zrnima su flavan-3-oli, od kojih je najzastupljeniji (-)-epikatein, te antocijani i
proantocijanidini. Osim polifenola, kakaova zrna sadrze vitamine B1, B2, B6, D i E,
metilksantin teobromin, razne mineralne tvari poput kalcija, magnezija, kalija, Zeljeza, cinka i
bakra, te prehrambena vlakna. Uz to, suSena kakaova zrna mogu sadrzavati i 10 — 25 %
5



proteina (Rojo-Poveda i sur., 2020). lako su kakaova zrna osnovna sirovina za proizvodnju
Cokolade, bioaktivni profil Eokolada drugadiji je uslijed razli€itih postupaka koji se primjenjuju
tijekom proizvodnje (Slika 3) i uslijed dodatka drugih sastojaka u formulaciju ¢okolade.
Neovisno o tome, €okolada s visokim udjelom kakaovih dijela, odnosno tamna ¢okolada,
smatra se funkcionalnom hranom. Tako su primjerice razliCita znanstvena istrazivanja
pokazala da konzumacija tamne ¢okolade dovodi do povecéanja bioaktivnog dusikovog oksida
(NO) snizavajuci krvni tlak, poboljSanja osjetljivosti na inzulin, smanjenja ukupnog kolesterola
u plazmi, naroéito LDL kolesterola (lipoproteini male gustoée), modulacije apoptoze stanica
na endotelnoj razini, pobolj8anja ravnoteze citokina i vaskularne upale te inhibicije agregacije
trombocita i sinteze endotelina-1 (Garcia i sur., 2021). Cokolada je takoder kao omiljeni
proizvod svih generacija potroSaca ujedno i dobar matriks za dodatno obogacivanje
bioaktivnim spojevima. Velika prednost uporabe ¢okolade kao matriksa za isporuku
bioaktivnih sastojaka je moguénost maskiranja neugodnih okusa, dok je najveci nedostatak
visoki udjel Secera u klasiénim formulacijama (Faccinetto-Beltran i sur., 2021). Neki od
primjera znanstvenih istraZivanja ¢okolada obogacenih funkcionalnim sastojcima prikazani su
u Tablici 2, a neki od primjera ¢okolada obogacenih razli¢itim funkcionalnim sastojcima i

dostupnih na trzistu prikazani su na Slici 4.



Cokolada (min. 55 %

Cokolada (60 % kakaovih Cokolada s ekstraktom kakaovih dijelova) s
dijelova) s dodatkom s lavlje grive (1,6 %) i dodatkom polifenola
dodatkom Pharma Gaba® i Lteanina, The astragalusa (0,8 %), Joya (SAD) sjemenki grozda
Functional Chocolate Company (SAD) (0,3 %), Hedona d.o.o.

Reake

Chamomile ﬂ
Lavender
® o o= -
2 N
t
‘S Bo e o8 s Aenel stk om
vitamina A (8,75 %), C Cokolada (66 % kakaovih dijelova) s Cokolada (55 % kakaovih
(1,88 %) i D (100 iu g-1), dodatkom kamilice i lavande, Raaka dijelova) s dodatkom
kalcija (2,88 %) i cinka Chocolate (SAD) ekstrakta zelenog ¢aja
(0,75 %), FourX Better (2 %), Amul (Indija)
Chocolate (Kanada)
omflom
CHOCILETE
(1Kl
mi
Bijela cokolada (38 % kakaovih dijelova) s Bijela éokolada (39 % kakaovih
dodatkom zrna Nikaragvanske kave, dijelova) s dodatkom crnog
Omnom (Island) ribizla, Karuna (ltalija)

Slika 4. Primjeri funkcionalnih ¢okolada prisutnih na trzistu
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Tablica 2. Primjeri znanstvenih istrazivanja ¢okolada obogacenih funkcionalnim sastojcima

Vrsta ¢okolade i Vrsta i udjel
- . dodanog -
udjel kakaovih . Zakljuéak
- funkcionalnog Referenca
dijelova .
sastojka
Dodatak Matcha ¢aja i
konjske rotkvice
Bijela Cokolada konjske rotkvice (1, 2, J Polinski i sur. (2022)

3i4 %)

kapacitet Cokolada uz
povecanje udjela
ukupnih polifenola i
karotenoida.

MikroCestice s uljem
chia sjemenki (5, 10 i
15 %)

Mlije¢na Cokolada

Dodatak mikroc¢estica
nije rezultirao znacajnim
promjenama
teksturalnih i reolo3kih
svojstava Cokolada.

Razavizadeh i Tabrizi
(2021)

Cokolada s 53 i 98 %
kakaovih dijelova i
mlijeCna Cokolada s
40 % kakaovih
dijelova

Ekstrakti borovnice,
maline, kupine,
komine nara i cikle (1
%)

Dodatkom ispitivanih
ekstrakata povecan je
antioksidacijski
kapacitet uz povecanje
udjela ukupnih
polifenola i senzorskih
svojstava Cokolade.

Zyzelewicz i sur.
(2021)

Ekstrakt zelenog ¢aja
Bijela Cokolada (60, 80i 100 g na kg
Cokolade)

Dodatak ekstrakta
zelenog Caja rezultirao
je povecanjem
antioksidacijskog
kapaciteta i udjela
ukupnih polifenola u
¢okoladama uz
zabiljezene promjene u
okusu i vizualnom
izgledu Cokolade.

Lonc&arevic¢ i sur.
(2019)

Ekstrakt crvenog
Bijela cokolada drijena, Spinata i
peluda (2 %)

Dodatkom ispitivanih
ekstrakata povecan je
antioksidacijski
kapacitet uz povecanje
udjela ukupnih
polifenola ¢okolada, pri
¢emu je najizrazeniji
ucinak ostvario ekstrakt
peluda.

Cerit i sur. (2016)




2.2. Kava

Zrna kave su medu najvaznijim prehrambenim sirovinama u svijetu zauzimajuéi drugo mjesto,
odmah iza sirove nafte. Oko 60 tropskih i suptropskih zemalja proizvodi kavu, a za neke od
njih kava je glavni poljoprivredni izvozni proizvod (Lashermes, 2008). Svjetska proizvodnja
kave u razdoblju od 2003/2004 do 2021/202 prikazana je na Slici 5, a drzave s najveéim
udjelom u proizvodniji u razdoblju 2023/2024 na Slici 6.
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Slika 5. Svjetska proizvodnja kave u razdoblju od 2003/2004 do 2021/2022 (Statista, 2023)

Meksiko
Peru
Honduras
Indija
Uganda
Indonezija
Etiopija
Kolumbija
Vijetnam

Brazil 66,3

0 10 20 30 40 50 60 70
milijuni vre¢a od 60 kg

Slika 6. Drzave s najve¢om proizvodnjom kave u razdoblju 2023/2024 (USDA, 2024a)

Rod Coffea pripada porodici Rubiaceae (brocevke) i sadrzi preko 70 vrsta od kojih se
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prvenstveno samo dvije koriste za proizvodnju kave, a to su Coffea arabica (Arabika), s
udjelom od gotovo 75 % svjetske proizvodnje, i Coffee canephora (Robusta), s udjelom od 23

— 24 % svjetske proizvodnje kave (Arya i sur., 2022). Izgled zelenih zrna Arabika i Robusta
kava prikazan je na Slici 7.

Slika 7. Primjer zelenog zrna Robusta kave (lijevo) i Arabika kave (desno)
(Latosinska, 2017).

Manje uzgajane su vrste C. liberica i C. excelsa, uglavhom ograni¢ene na zapadnu Afriku i
Aziju te €ine samo 1 - 2 % svjetske proizvodnje (Rodrigues i sur., 2013). C. liberica je manje
popularna medu potroSacdima i karakteristicna je po loSijoj kvaliteti i slabijem okusu, a C.
excelsa je po profilu okusa vrlo sli€¢na Arabiki, a po uzgoju Robusti (Davis i sur., 2022).

Zrna Arabika kave smatraju se kvalitetnijima i profinjenijeg su okusa od Robusta zrna sto se
odrazava i na njihovu cijenu te su stoga zrna Arabika kave skuplja (Davis i sur., 2022). Kretanje
cijene zrna Arabika i Robusta kava u razdoblju od 2014. do 2023. godine prikazano je na Slici
8.
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Slika 8. Kretanje cijene zrna Arabika i Robusta kava u razdoblju od 2014. do 2023. godine
(Statista, 2024b)
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Postoje razli€iti nacini pripreme napitaka od zrna kave te se tako razlikuju moka, filter, turska,
espresso kava, itd. Kava je izuzetno popularno pic¢e na globalnoj razini te se po u€estalosti

konzumacije nalazi na treéem mjestu, iza vode i €aja (Gitnux, 2024).
2.2.1.Bioaktivni sastav zelenih zrna kave

Zelena zrna kave sadrze razli€ite bioaktivhe spojeve od kojih je zasigurno najpoznatiji kafein,
iz skupine metilksantina. Kava sadrzi i zna¢aj udjel polifenola, narocito klorogenskih kiselina
koje posjeduju visoki antioksidacijski kapacitet. Kafeoilkininska kiselina, jedan od glavnih
polifenolnih spojeva kave, ester je kafeinske i kininske kiseline i €esto se naziva klorogenska
kiselina. Izraz klorogenske kiseline, medutim, uklju€uje cijeli niz hidroksicimetnih estera s
kininskom kiselinom, kao $to su kafeoil-, feruloil-, dikafeoil- i kumaroilkininska kiselina. Uz to,
postoji nekoliko izomernih oblika klorogenskih kiselina za svaku podskupinu, a razliciti
ekstrakti kave obi¢no sadrze razli€ite klorogenske Kkiseline, ali najéedéi izomer je 5-
kafeoilkininska kiselina (Tajik i sur., 2017). Osim klorogenskih kiselina, kava sadrZi i druge
polifenolne spojeve, poput izoflavona, lignana, tanina i antocijanina (Jeszka-Skowron i sur.,
2014). Lipidna frakcija zelenih zrna kave sastoji se uglavnom od triacilglicerola, sterola,
tokoferola i diterpena, pri ¢emu potonji ¢ine do 20 % ukupnih lipida (Alonso-Salces, 2009).
Proces przenja kava uzrokuje niz promjena u sastavu zrna kave jer se neki spojevi razgraduju
ili modificiraju $to rezultira razvojem karakteristicne arome, okusa i boje. Kako bi se tijekom
ovog procesa izbjegao gubitak nekih bioaktivnih spojeva s potencijalno pozitivnim u¢inkom na
zdravlje, zelena kava moze se Kkoristiti za dobivanje tzv. ,ekstrakta zelene kave", nakon
ekstrakcije vru¢om vodom ili alkoholom. Ekstrakti zelenih zrna kave posjeduju izrazeni
antioksidacijski kapacitet, potvrdena im je antibakterijska aktivhost i pozitivan ucinak na
smanjenje krvnog tlaka (Alves, 2010). Osim pripreme napitaka, zelena zrna kave do sada su
se ispitivala u brojnim znanstvenim istrazivanjima u svrhu obogacivanja bioaktivhog sastava

razli¢itih prehrambenih proizvoda, a neki od primjera prikazani su u Tablici 3.

11



Tablica 3. Primjeri znanstvenih istrazivanja prehrambenih proizvoda obogacenih ekstraktom

zelene kave

Udjel ekstrakta zelenih

Proizvod zrna kave u konaénom
proizvodu / Udjel
Zakljuc¢ak Referenca
klorogenskih kiselina
u ekstraktu zelene
kave
Dodatkom ekstrakta zelene
kave osiguran je Zeljen pH
jogurta, kiselost i boja uz Pimpley i sur.
Jogurt 0,5%/46,5gna100g L
poboljSanje teksture (2022)
proizvoda i senzorskih
karakteristika.
Dodatak inkapsuliranog
ekstrakta zelene kave
povecao je antioksidacijski .
_ 0,5-2,5%1/39,1gna _ Rahpeyma i
Tekuéi Kashk kapacitet tekuceg Kashk-a
sur. (2020)

100 g

uz oc¢uvanje boje, pH
vrijednosti i reoloskih

svojstava.

1,0-2,0%/37,3gna

Dodatkom ekstrakta zelene
kave povecan je
antioksidacijski kapacitet uz

Vasudevaiah i

Kruh
100 g . . sur. (2017)
zadrzavanje pozeljne
strukture tijesta.
_ Dodatkom ekstrakta zelene
U udjelu da konacan L
. . kave povecan je _
proizvod sadrzi 7 % L _ Corso i sur.
Instant kava . antioksidacijski kapacitet,
polifenola / 14,0 g na N _ (2016)
ali i smanjena senzorska
100 g o
prihvatljivost kave.
Dodatak ekstrakta zelene
Kraf 0,25,0,5i1gna100g/ kave povecao je Budryn i sur.
rafna
25,5gna100g antioksidacijski kapacitet te (2013)

nije narusSio strukturu tijesta.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Uzorci

U ovome istrazivanju koristena su zelena zrna Arabika kave, podrijetlom iz Brazila, i Robusta
kave, podrijetlom iz Gvatemale. Zelena zrna kava usitnjena su u kriomlinu i u usitnjenom obliku
koriStena su za sve daljnje eksperimente. Zelene kave nabavljane su u QUAHWA Coffee
Roastery & Coffee shop (Hrvatska). Za proizvodnju ¢okolade koriSteni su kakaov maslac (100
%) (Barry Callebaut, Belgija), mlijeko u prahu s 1,5 % mlijeEne masti (Dukat, Hrvatska), ksilitol
(Greenlab, Finska) i sojin lecitin (Mivolis, Austrija).

3.1.1. Kemikalije

e ABTS (2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeve soli)
(Sigma-Aldrich, SAD)
e Acetonitril (Fischer Scientific, SAD)
¢ Analiticki standardi metilksantina i polifenolnih spojeva:
e Galna kiselina (<97 %) (Sigma.Aldrich, SAD)
o Kafein (<97 %) (Fluka, Njemacka),
¢ Neoklorogenska kiselina (<98 %) (Sigma Aldrich, SAD)
o Kriptoklorogenska kiselina (<98 %) (Sigma Aldrich.SAD)
e Klorogenska kiselina (<97 %) (Sigma-Aldrich, SAD)
e DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal) (Sigma-Aldrich, SAD)
e Etanol (Gram Mol, Hrvatska)
e Folin-Ciocalteau reagens (Lach-Ner, Ceska)
o Kalijev persulfat (Sigma-Aldrich, SAD)
e Kvarcni pijesak (Gram-mol d.o.o., Hrvatska)
e Metanol (Honeywell, SAD)
e Mravlja kiselina (Fischer Scientific, SAD)

e Natrijev karbonat (Lach-Ner, Ceska)
3.1.2. Oprema

e Analititka vaga New Classic MF (Mettler Toledo, Svicarska)

e Centrifuga SL8/8R (ThermoFisher Scientific, SAD)

o Mikropipete (P200, P1000, P5000) (Gilson, Francuska)

o Tekucinski kromatograf Agilent Series 1200 (HPLC) (Agilent Technologies, SAD)
e Kriomlin (Retsch GmbH, Njemacka)

o Kromatografska kolona Zorbax Extend-C18 (Agilent Technologies, SAD)
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¢ Magnetska mjeSalica (SMHS-6) (Witeg Labortechnik GmbH, Njemacka)

e MelanZer (Twin Stone, Spanjolska)

o Spektrofotometar Genesys 10S (ThermoFischer Scientific, Njemacka)

e Laboratorijski suSionik (Instrumentaria, Hrvatska)

e Tehnicka vaga A&D Instruments (UK)

o Ultrazvuéna kupelj EImasonic S 60 H (Elma Schmidbauer GmbH, Njemacka)
o Vortex (MX-S) (DLAB Scientific Co., Kina)

e Vodena kupelj Inko VKZ ERN (Inkolab d.o.0, Hrvatska)

3.2. Metode
3.2.1. Odredivanje udjela suhe tvari u zelenim zrnima kave

Suha tvar uzoraka zelenih kava odredena je standardnom AOAC 930.15 metodom (Padmore,
1990). Uzorci su suseni u aluminijskim posudicama u laboratorijskom susioniku pri 105 °C do

konstante mase.
3.2.2.Karakterizacija bioaktivhog sastava zelenih zrna kave
3.2.2.1. Ekstrakcija bioaktivnih spojeva

Ekstrakcija bioaktivnih spojeva iz uzoraka zelenih zrna kava provedena je u vodenoj kupelji,
pri 80 °C kroz 15 min, i potom mijeSanjem na magnetskoj mijeSalici kroz 5 min. Koristen je
omjer uzorak/otapalo 1 g : 100 mL, a kao ekstrakcijsko otapalo 80 %-tna (v/v) otopina
metanola. Po zavr$etku ekstrakcije, provedena je filtracija (Whatman® 4 filter papir), nakon
Cega je skupljen filtrat, a zaostali talog podvrgnut je jos jednom ekstrakciji, koriste¢i navedene
parametre. Po zavrSetku druge ekstrakcije, filtrati dobiveni nakon prve i druge ekstrakcije
spojeni su i Cuvani na - 20 °C do daljnjih analiza i koriSteni za analizu udjela ukupnih polifenola,

antioksidacijskog kapaciteta i udjela pojedinacnih metilksantina i polifenola.
3.2.2.2. Odredivanje udjela ukupnih polifenola

Udjel ukupnih polifenola u zrnima zelenih kava odreden je koriste¢i metodu opisanu u radu
Singleton i Rossi (1965). U staklene epruvete otpipetiralo se 7,9 mL destilirane vode, 100 pL
ekstrakta, 500 uL Folin-Ciocalteau reagensa (razrijeden s vodom u omjeru 1:2) te 1,5 mL 20
%-tne otopine natrijevog karbonata te se reakcijska smjesa izmijeSala na vortex-u.
Apsorbancija reakcijske smjese mjerila se nakon 30 min na valnoj duljini od 765 nm. Slijepa
proba pripremila se na isti nacin, samo je umjesto uzorka sadrZzavala demineraliziranu vodu.
Bazdarna krivulja izradena je koristeCi otopine galne kiseline razli¢ite koncentracije (20 — 100
ug mL?) te su rezultati izrazeni kao ekvivalenti galne kiseline (EGK).

3.2.2.3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom
14



Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta (Re i sur., 1999) uzoraka pripremila se otopina
ABTS™ radikala oksidacijom vodene otopine ABTS reagensa (7 mM) s kalijevim persulfatom
(140 mM) do konacéne koncentracije otopine kalijevog persulfata od 2,45 mM. Na dan analize
otopina se razrijedila etanolom do konacne koncentracije ABTS™ radikala od 1 % tako da je
apsorbancija te otopine iznosila 0,70 = 0,02 na 734 nm. Reakcijska smjesa sastojala se od 4
mL otopine ABTS™ radikala te 40 pL ekstrakta, a apsorbancija se mjerila na valnoj duljini od
734 nm nakon 6 min. Bazdarna krivulja izradena je koristeCi otopine Trolox-a razliCite

koncentracije (25 — 250 pug mL™).
3.2.2.4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

U radu je primijenjena metodologija Brand-Williams i sur. (1995). Reakcijska smjesa sastojala
se od 3,9 mL 0,094 mM otopine DPPH u metanolu i 100 pL ekstrakta. Apsorbancija reakcijske
smjese mijerila se na 515 nm nakon 30 min. BaZzdarna krivulja izradena je koristeci otopine

Trolox-a razlicite koncentracije (25 — 250 ug mL™?).

3.2.2.5. Odredivanje  udjela  pojedina¢nih  bioaktivnih  spojeva  tekucéinskom

kromatografijom visoke djelotvornosti

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti — HPLC (engl. high performance liquid
chromatography) provedena je na kromatografskom sustavu Agilent Series 1200 s kolonom
Zorbax Extend C18 (4,6 x 250 mm, 5 pm i.d.) (Agilent Technologies, SAD) spojene s
detektorom s nizom fotodioda (engl. photodiode array detector - PDA). Eluacija je provedena
gradijentno s dvokomponentnom mobilnom fazom koja se sastojala od 1 %-tne (v/v) otopine
mravlje kiseline u vodi (A) i 1 %-tne (v/v) otopine mravlje kiseline u acetonitrilu (B), prema

rezimu eluacije prikazanom u Tablici 4, i pri protoku od 1 mL min,

Tablica 4. Rezim eluacije za primijenjenu HPLC metodu

Vrijeme Otapalo A Otapalo B

(min) (%) (%)
0 93 7
5 93 7
45 60 40
47 30 70
52 30 70

Volumen injektiranja iznosio je 5 yL, a temperatura kolone bila je 25 °C. Analiti su detektirani

PDA detektorom pri valnim duljinama od 278 i 320 nm. Svi uzorci su filtrirani kroz 0,45 pm
15



membranski filter (Nylon Membranes, SAD) prije analize, a analize svih uzoraka provedene

su u duplikatu (Seremet i sur., 2022).

Identifikacija polifenola i metilksantina provedena je usporedbom retencijskih vremena i
karakteristi¢nih apsorpcijskih spektara (190 — 400 nm) s komercijalno dostupnim standardima,

a kvantifikacija izradom bazdarnih krivulja odgovarajuéih standarda (2 — 100 pg mL™).
3.2.3.Formulacija bijelih ¢okolada uz dodatak zelenih zrna kave

Pripremljeno je ukupno 5 formulacija bijelih Cokolada, od ¢ega je jedna predstavljala kontrolni
uzorak (uzorak C_K) bez dodatka zelenih zrna kave i &iji je sastav ukljugivao dodatak
kakaovog maslaca (42,4 %), mlijeka u prahu (22,6 %), ksilitola (33,8 %) i sojinog lecitina (1,2
%). U 2 formulacije ¢okolada dodana su zasebno usitnjena zelena zrna Arabika ili Robusta
kava u udjelu od 3,5 % (uzorci C_A_3,5i C_R_3,5), a u preostale 2 formulacije u udjelu od 7
% (uzorci C_A_7 i C_R_7). Cokoladne mase pripremliene su mijeSanjem svih sastojaka u
melanzeru kroz 2 h, nakon €ega je slijedilo ru¢no temperiranje (grijanje okoladne mase na
45 °C, potom hladenje na 26 °C i ponovno grijanje na 28 °C), lijevanje u kalupe, hladenje te

vadenje Cokolada iz kalupa.
3.2.3.1. Karakterizacija bioaktivhog sastava ¢okolada

Novoformulirane ¢okolade (oko 10 g) prebacene su u reagens boce u koje je dodano 10 mL
vode zagrijane do vrenja nakon Cega se provodila ekstrakcija mijeSanjem na magnetskoj
mijesalici kroz 10 min i potom ekstrakcija u ultrazvucénoj kupelji (50 °C) kroz 10 min. Potom je
u iste boce dodan metanol (10 mL) te su uzorci ponovno mijeSani 10 min na magnetskoj
mijeSalici i 10 min u ultrazvuénoj kupelji (50 °C). Po zavrSetku ekstrakcija, uzorci su ohladeni
i centrifugirani (9500 rpm, 20 min), a dobiveni ekstrakti koriSteni su za odredivanje udjela
ukupnih polifenola (poglavlje 3.2.2.2), antioksidacijskog kapaciteta ABTS i DPPH metodama
(poglavlja 3.2.2.3. i 3.2.2.4.) te odredivanje udjela pojedinacnih bioaktivnih spojeva HPLC
metodologijom (poglavlje 3.2.2.5.).

3.2.3.2. Odredivanje svojstva taljenja ¢okolada

Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (DSC) koriStena je za karakterizaciju profila taljenja
¢okolada i provedena je prema metodi opisanoj u radu Dolatowska-Zebrowska i sur. (2019).
Svaki uzorak ¢okolade (oko 4 mg) bio je zatvoren u aluminijsku posudicu za mjerenje. Tijekom
analize, uzorak je prvo hladen na 10 °C, a zatim zagrijavan brzinom od 4 °C min? u
temperaturnom rasponu od 10 °C do 50 °C, uz koristenje inertne struje dusika s protokom od
50 mL min?t. Rezultati su prikazani kao DSC termogrami iz kojih su odredene maksimalna
temperatura taljenja (Ty) i entalpija taljenja (AH) za oblik V (B2) kakaovog maslaca u uzorcima

¢okolade.
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3.2.3.3. Odredivanje senzorskih svojstava ¢okolada

Senzorska analiza ¢okolada provedena je prema metodi ISO 8589:2007. Senzorsku analizu
provodio je interni panel Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu koji se
sastojao od 10 &lanova starosti izmedu 20 i 50 godina. Clanovi panela imali su prethodnog
iskustva u ocjenjivanju ¢okoladnih proizvoda. Cokolade su servirane &lanovima panela na
sobnoj temperaturi, a ocjenjivan je intenzitet parametara izgleda (sjaj i homogenost),
akusti¢nosti (lom), teksture (taljenje i zrnatost) te okusa (slatko, gorko, biljno i kava) ocjenama
od 1 do 9 (pri €emu 1 oznaCava izrazito nizak intenzitet/jainu parametra, a 9 izrazito visoki
intenzitet/jainu parametra). Opca prihvatljivost Cokolada ocjenjivana je hedonistickom skalom

od 1 do 9, pri Cemu 1 izrazava izrazito nepozeljan proizvod, a 9 izrazito pozeljan proizvod.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je razviti i karakterizirati formulacije bijelih Cokolada obogaéenih zelenim
zrnima Arabika i Robusta kava. U tu svrhu odreden je bioaktivni sastav zelenih zrna kava koji
je uklju€ivao odredivanje udjela ukupnih polifenola, antioksidacijskog kapaciteta, udjela
kafeina te neoklorogenske, klorogenske i kriptoklorogenske kiseline. Nakon dodatka zelenih
zrna kava (3,5 1 7 %) u bijelu ¢okoladnu masu, ¢okoladama je takoder odreden bioaktivni

sastav, ali i profil taljenja te su im ispitana senzorska svojstva.
4.1. Karakterizacija bioaktivhog sastava zelenih zrna kave

Bioaktivha karakterizacija zelenih zrna kava uklju€ivala je odredivanje udjela ukupnih
polifenola i antioksidacijskog kapaciteta spektrofotometrijskim metodama i rezultati su
prikazani na Slikama 9 i 10. Takoder, odreden je udjel pojedinacnih polifenolnih spojeva i
metilksantina HPLC-PDA metodom i rezultati su prikazani na Slici 11. Rezultati odredivanja
bioaktivnog sastava izrazeni su na suhu tvar uzoraka, koja je za uzorak zrna Arabika kave
iznosila 95,9 + 0,04 %, a za uzorak zrna Robusta kave 96,16 + 0,20 %.

o2}
o

55,25

a
o

N
o

m Arabika
@ Robusta

N
o

Udjel ukupnih polifenola (mg EGK g-
Is.tv)
= w
o o

o

Arabika Robusta
Uzorak

EGK-ekvivalent galne kiseline; s.tv.-suha tvar uzorka

Slika 9. Udjel ukupnih polifenola u zelenim zrnima kave
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Slika 10. Antioksidacijski kapacitet zelenih zrna kave odreden ABTS i DPPH metodama

Udijel ukupnih polifenola u zelenim zrnima Arabika kave iznosio je 43,23 mg EGK ¢ s. tv.,
dok je u zelenim zrnima Robusta kave odreden veéi udjel od 55,25 mg EGK g s. tv. Zelena
zrna Robusta kave takoder su pokazala viSi antioksidacijski kapacitet od 0,236 mmol Trolox
gls. tv. (ABTS)i 0,180 mmol Trolox g*s. tv. (DPPH), u odnosu na zelena zrna Arabika kave

¢iji je antioksidacijski kapacitet iznosio 0,161 mmol Trolox g*s. tv. (ABTS) i 0,189 mmol Trolox
gls. tv. (DPPH).

Alnsour i sur. (2022) odredivali su udjel ukupnih polifenola u zrnima zelene kave podrijetlom
iz Kenije, Etiopije, Brazila i Kolumbije. Najvisi udjel ukupnih polifenola od 17,25 mg g* EGK
odredili su u zrnima podrijetiom iz Kenije, a najnizi udjel od 13,82 mg g* EGK u zrnima
podrijetlom iz Brazila. U istrazivanju Jeszka-Skowron i sur. (2016), antioksidacijski kapacitet
ekstrakta zelenih zrna Arabika kave iznosio je 37,9 mmol Trolox L™, a Robusta zrna 57,1 mmol
Trolox L. U istome istraZivanju ekstrakt zelenih zrna Robusta kave pokazao je veéi postotak
inhibicije DPPH radikala, od 72,6 %, u odnosu na ekstrakt zrna Arabika kave, za koji je

zabiljeZzen postotak inhibicije od 47,5 %.

Nadalje, u ovome istraZivanju, bioaktivha karakterizacija zelenih zrna kava ukljucivala je i
odredivanje udjela pojedinac¢nih metilksantina i polifenolnih spojeva. Rezultati su prikazani na
Slici 11.
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Slika 11. Udjel pojedinac¢nih polifenolnih spojeva i metilksantina u uzorcima zelenih zrna

kave

Primjenom HPLC-PDA metodologije, od polifenolnih spojeva identificirane su klorogenska,
neoklorogenska i kriptoklorogenska kiselina, a od metilksantina kafein. Klorogenska kiselina
bila je najzastupljeniji polifenolni spoj kod oba uzorka kava te je njezin udjel u zelenim zrnima
Arabika kave iznosio 40,73 mg g*s. tv.,, a kod zrna Robusta kave 44,27 mg g*s. tv.
Kriptoklorogenska kiselina bila je zastupljena u udjelu od 4,77 mg g* s. tv. u zrnima Arabika
kave te u udjelu od 4,90 mg g s. tv. u zrnima Robusta kave, dok je neoklorogenska kiselina
detektirana u najmanjem udjelu u obje vrste kave, 2,80 mg g? s. tv. u zrnima Arabika kave i
2,72 mg g? s. tv. u zrnima Robusta kave. Udjel kafeina iznosio je 10,76 mg g*s. tv. u zrnima
Arabika kave te 17,72 mg g* s.tv. u zrnima Robusta kave.

Jeszka-Skowron i sur. (2016) istrazivali su bioaktivni sastav zelenih zrna Robusta i Arabike
kave podrijetlom iz Brazila i Vijethama te su u ekstraktu zrna Arabika kave odredili udjel
klorogenske kiseline od 117 mg L, udjel kriptoklorogenske kiseline od 19,7 mg L* te udjel
neoklorogenske kiseline od 14,9 mg L. U ekstraktu zelenih zrna Robusta kave njihovi udjeli
bili su redom 110,0, 27,3 21,8 mg L. Seremet i sur. (2022) odredivali su udjel klorogenskih
kiselina i kafeina u zelenim zrnima Arabika i Robusta kave podrijetlom iz Brazila i Gvatemale
te je udjel kafeina u zrnima Arabika kave iznosio 10,75 mg g, a u zrnima Robusta kave 17,85

mg g*. Udjel klorogenskih kiselina u zrnima Arabika kave iznosio je redom: 38,49 mg g*
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klorogenske kiseline, 5,02 mg g? kriptoklorogenske kiseline i 2,63 mg g neoklorogenske

kiseline, a njihovi udjeli u zrnima Robusta kave iznosili su 44,22, 7,39 i 4,00 mg g*.
4.2. Karakterizacija bioaktivhog sastava ¢okolada

U svrhu obogacivanja bioaktivhog sastava bijelih ¢okolada, razvijene su formulacije istih s
dodatkom usitnjenih zelenih zrna kava u udjelima od 3,5 i 7 %. Bioaktivha karakterizacija
novoformuliranih  Cokolada ukljuCivala je odredivanje udjela ukupnih polifenola i
antioksidacijskog kapaciteta spektrofotometrijskim metodama i rezultati su prikazani na
Slikama 12 i 13. Takoder, u ¢okoladama su primjenom HPLC-PDA metode identificirani isti
polifenolni spojevi (klorogenska, neoklorogenska i kriptoklorogenska kiselina) i metilksantini
(kafein) kao i u uzorcima zelenih zrna kava (poglavlje 4.1.). Rezultati su prikazani na Slici 14.

3,00 2,81
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Slika 12. Udjel ukupnih polifenola u novoformuliranim ¢okoladama
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Slika 13. Antioksidacijski kapacitet novoformuliranih ¢okolada odreden ABTS i DPPH

metodama

U kontrolnom uzorku &okolade (C_K) odreden je udjel ukupnih polifenola od 0,85 mg EGK g
!, Dodatkom zelenih zrna Arabika kave u udjelu od 3,5 % (C_A_3,5) povecao se udjel ukupnih
polifenola na 1,45 mg EGK g, dok se dodatkom zelenih zrna Robusta kave u udjelu od 3,5
% (C_R_3,5) udjel ukupnih polifenola poveéao na 1,84 mg EGK g*. Dodatkom zelenih zrna
Arabika kave u udjelu od 7 % (C_A_7), udjel ukupnih polifenola poveéao se na 1,80 mg EGK
g, a dodatkom zrna Robusta kave u istom udjelu (C_R_7) na 2,81 mg g* EGK.

Antioksidacijski kapacitet kontrolnog uzorka &okolade (C_K) iznosio je 0,249 mmol Trolox g™
(ABTS) i 0,720 mmol Trolox g* (DPPH). Dodatak zelenih zrna Arabika i Robusta kava u
Cokolade, i u udjelu od 3,51 7 %, rezultirao je porastom antioksidacijskog kapaciteta. Najvece
povecanje antioksidacijskog kapaciteta, odredeno ABTS metodom, uo€eno je dodatkom zrna
Arabika kave u udjelu od 7 % te je odredeno 9,38 mmol Trolox g, dok je najvedi
antioksidacijski kapacitet, odreden DPPH metodom, detektiran u ¢okoladi s dodatkom 7 %

zrna Robusta kavete je iznosio 10,11 mmol Trolox g*.

U istrazivanju Cheng i sur. (2009), udjel ukupnih polifenola bijele ¢okolade iznosio je 126,39
mg ekvivalenata katehina EK/100 g, a u tamnoj Cokoladi 576,54 mg EK/100 g. Bijela
Cokolada, za razliku od mlije€ne i tamne Cokolade, ne sadrzi bezmasnu suhu tvar kakaovih
dijelova, ve¢ samo kakaov maslac pa stoga ne sadrzi nipolifenolne spojeve podrijetiom iz
kakaovih zrna (Afoakwa, 2016).
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Nadalje, u ovome istrazivanju provedena je kvantifikacija pojedinacnih bioaktivnih spojeva u

novoformuliranim ¢okoladama i rezultati su prikazani na Slici 14.
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Slika 14. Udjel pojedinacnih polifenolnih spojeva i metilksantina u novoformuliranim

¢okoladama

Udjel kafeina u uzorcima &okolada iznosio je redom 0,41 mg g* u uzorku C_A 3,5, 0,54 mg
g! u uzorku C_ A 7, 0,63 mg g u uzorku € R 3,5i 1,06 mg gt u uzorku C R_7. Od
polifenolnih spojeva, najzastupljenija je bila klorogenska kiselina u rasponu udjela od 1,18 mg
g! (C_A 3,5) do 2,23 mg g* (C_R_7). Najvisi udjel svih polifenolnih spojeva odreden je u
uzorku €okolade pripremljenom s dodatkom zelenih zrna Robusta kave u udjelu od 7 %, pri
¢emu je u svim Cokoladama, kao i u zelenim zrnima kava, dominantno bila odredena
klorogenska kiselina, dok su kriptoklorogenska i neoklorogenska bile odredene u puno

manjem udjelu.

Polinski i sur. (2022) istrazivali su utjecaj dodatka praha Matcha €aja i konjske rotkvice, u
udjelima od 1, 2, 3 i 4 %, na antioksidacijska svojstva i bioaktivni sastav bijele ¢okolade. Kod
uzorka bijele ¢okolade pripremljenog s dodatkom Matcha €aja u udjelu od 4 % zabiljeZen je
porast udjela klorogenske i kafeinske kiseline od 7,00 i 4,05 pg/100 g (kontrolni uzorak), na
1693,0 pg/100 g i 59,0 ug/100 g (obogacéena Cokolada).

4.3. Odredivanje svojstva taljenja ¢okolada
Odredivanje svojstva taljenja ¢okolada provedeno je DSC metodom i dobiveni termogrami

prikazani su na Slici 15. 1z dobivenih DSC termograma ocitane su vrijednosti za maksimalnu
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temperaturu taljenju i specifi¢nu entalpiju taljenja. Rezultati su prikazani u Tablici 5.
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Tablica 5. Rezultati DSC analize — maksimalna temperatura taljenja (T;) i specifiCna

entalpija taljenja (AH:) za oblik V (B2) kakaovog maslaca u uzorcima ¢okolada

Uzorak Maksimalna temperatura | Specifi€na entalpija taljenja -
taljenja - T; (°C) AH: (3 gh)

C K 36,6 27,09

C A 35 34,6 29,28

CA7 34,2 44,44

C R 35 34,3 36,16

CR7 33,9 28,44

Na krivuljama taljenja svih uzoraka ¢okolada (DSC termogrami) primijeéen je oStar endotermni
pik u rasponu temperatura maksimuma od 33,9 °C (C_R_7) do 36,6 °C (C_K) i predstavlja
taljenje najpozeljnijeg polimorfnog oblika kakaovog maslaca - oblik V (B2). Maksimalna
temperatura taljenja oblika V kakaovog maslaca u kontrolnom uzorku (C_K) iznosila je 36,6
°C, dok je u uzorcima s dodatkom zelenih zrna kave ona bila niZza — redom, 34,6, 34,2, 34,3 i
33,9 u uzorcima C A 3,5, C A 7, C R 35 i C R 7. Takoder, odredena je specifina
entalpija taljenja te je ona iznosila redom 27,09, 29,28, 44,44, 36,16 i 28,44 J g za uzorke
CKCA35CA7CR35iCRT.

Ostrowska-Ligezai sur. (2018) prou€avali su svojstva taljenja tamne, mlije¢ne i bijele Cokolade
te su utvrdili da raspon temperatura taljenja od 33,7 do 34,9 °C ukazuje na prisutnost oblika
V kakaovog maslaca, koji je ujedno i najpozeljniji i najstabilniji polimorfni oblik kakaovog
maslaca u ¢okoladama. Takoder, u mlije¢noj i bijeloj €okoladi primijetili su endotermni pik na
DSC kromatogramima koji odgovara taljenju mlijeéne masti i koji se pojavljuje prije
endotermnog pika taljenja oblika V kakaovog maslaca pri temperaturi od 26,05 °C. U ovome
istraZivanju, endotermni pik povezan s taljenjem mlijeCne masti nije uoCen, Sto se moze

povezati s koristenim mlijekom u prahu koje je sadrzavalo niski udjel mlije€ne masti (1,5 %).
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4.4. Odredivanje senzorskih svojstava ¢okolada

Novoformulirane C€okolade prikazane su na Slici 16. te se mogu uoditi male razlike u boji
izmedu uzoraka, ovisno o udjelu dodanih usitnjenih zrna zelene kave. Senzorska analiza
novoformuliranih ¢okolada ukljucivala je evaluaciju parametara izgleda (sjaj i homogenost),
akusti¢nosti (lom), teksture (taljenje i zrnatost) te okusa (slatko, gorko, biljno i kava). Rezultati

su prikazani na Slici 17.

— e — ——
a) b) c) d) e)

Slika 16. Novoformulirane &okolade - C K (a), C_A_3,5(b), C_ A 7,5(c), C_R_3,5(d)i

Op¢a prihvatljivost ; Homogenost

Okus kave

Biljno Taljenje

Zrnatost

Slatko
e S K e A 35 e A7 e===C R 35 e==C R7

Slika 17. Rezultati senzorske analize novoformuliranin ¢okolada

Sve &okolade ocijenjene su niskim ocjenama za sjaj u rasponu od 2,0 (C_KiC_A 3,5)do 3,0
(C_R_3,5). Cokolade s veéim udjelom zelenih zrna kava bile su evaluirane s nizim ocjenama
za homogenost. Tako je kontrolni uzorak (C_K) dobio najviSu ocjenu za homogenost od 8,9,

a najnizu ocjenu 5,0 dobili su uzorci (C_A_7 i C_R_7). Intenzitet loma je u svim uzorcima
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ocijenjen niskim ocjenama u rasponuod 1,9 (C_KiC_R_7)do 2,6 (C_A_3,5), dok je intenzitet

taljenja bio ocijenjen izrazito visoko u rasponu ocjena 0d 6,9 (C R _3,5iC_R_7)do 8,0 (C_K).

Zrnatost je bila izrazenija kod uzoraka ¢okolada s dodatkom zelenih zrna kave, u usporedbi s
kontrolnim uzorkom, te je najizrazenija bila u uzorku (C_A_7) 4,0, dok je kod kontrolnog uzorka
(C_K) iznosila 2,1. Intenzitet slatko¢e je za svih 5 uzoraka &okolada bio u relativno uskom
rasponu ocjena od 4,4 (C_A_7) do 5,0 (C_K). Takoder, prema dobivenim rezultatima, gorki
okus &okolada nije bio izrazen posto je ocijenjen vrijednostima od 1,0 (C_K) do 1,7 (C_A 7).
Biljni okus bio je najmanje izrazen u kontrolnom uzorku (C_K) s ocjenom 1,0, a najizraZeniji
je bio u uzorku (C_R_3,5) s ocjenom 2,7. Okus kave nije bio izraZen i ocijenjen je vrijednostima
u uskom rasponu od 1,0 (C_K)do 1,9 (C_A _7iC_R_3,5). U konaénici, svi su uzorci okolada
bilo dobro prihvaceni od strane panelista prema dobivenim ocjenama za opc¢u prihvatljivost.
Tako je najveéu ocjenu za op¢u prihvatljivost od 6,0 dobio uzorak (C_A_7), a najmanju ocjenu

od 5,5 uzorak kontrolni uzorak (C_K).

U istrazivanju Loncarevic¢ i sur. (2019) odredivane su senzorske karakteristike bijele Cokolade
obogacene inkapsulatom ekstrakta zelenog €aja, sudenog rasprsivanjem, u udjelu od 100 g
kgl. Uzorak s dodatkom inkapsulata bio je ocijenjen viSom ocjenom za boju, od 9,33, s
obzirom na kontrolni uzorak, koji je za isti parametar dobio ocjenu 1,0. Takoder, dodatak
inkapsulata znatno je utjecao na sjaj, te je tako uzorak obogacéen inkapsulatom dobio ocjenu
6,32, dok je kontrolni uzorak dobio ocjenu 8,03. Intenzitet taljenja i zrnatost ¢okolada nisu bili
znatno promijenjeni uslijed dodatka inkapsulata. Nadalje, dodatak inkapsulata uzrokovao je
smanjenje slatko¢e s 7,87, odredeno za kontrolni uzorak, na 3,24, u uzorku s dodatkom

inkapsulata.
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5.

ZAKLJUCCI

. Zelena zrna Arabika i Robusta kava pokazala su se zna¢ajnim izvorom polifenolnih spojeva,

naroCito klorogenske, kriptoklorogenske i neoklorogeske Kkiseline, uz izrazito visoki
antioksidacijski kapacitet, pri ¢emu je viSi udjel ovih bioaktivinh spojeva odreden u zelenim
zrnima Robusta kave.

. Dodatak zelenih zrna kave u formulacije bijelih Cokolada rezultirao je bogatijim i

raznovrsnijim bioaktivnim sastavom cokolada, u odnosu na €okoladu bez dodatka zrna
kave, pri Cemu je dodatak od 7 % zelenih zrna Robusta kave rezultirao najvecim

povecanjem udjela ukupnih polifenola i svih ispitivanih pojedinaénih bioaktivnih spojeva.

. Dodatkom zelenih zrna kava u formulacije bijelih éokolada zadrZan je poZeljan profil taljenja

¢okolada odreden DSC analizom.

odnosu na ¢okoladu bez dodatka zrna kave.
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Izjava o izvormosti

Ja, Luka Knezi¢, izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvomi rezultat mojeg rada te da se u
njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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