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1. UVOD



1. Uvod

Cilj svake suvremene industrije je Sto viSe smanjiti koli¢inu otpada. Kakaova ljuska predstavlja
jednu od najznacajnijih vrsta otpada industrije prerade kakaovca. 1z tog razloga, da bi se Sto
vise iskoristila kakaova ljuska, provodi se sve vise istrazivanja. Opcenito, kakaova ljuska zbog
svog dobrog sastava ima puno potencijala kod komponiranja u razli¢ite proizvode. Jedna od
glavnih komponenata kojima je kakaova ljuska bogata su dijetalna vlakna, ali sadrzi i druge
vrijedne komponente kao $to su bioaktivni spojevi: teobromin, kofein, katehin, galna kiselina i
epikatehin. Zbog velike koli¢ine dijetalnih vlakana kakaovu ljusku pokusava se iskoristiti za
obogacivanje hrane, osim toga koristi se kao hrana za zivotinje, kao sirovina za biomasu i kao

sredstvo za poboljsanje kvalitete tla.

Kako raste trend potraznje proteina bilo Zivotinjskog, bilo biljnog podrijetla, kao izvor proteina
biljnog podrijetla poceo se koristiti bob. Prije je bob predstavljao hranu siromasnih, no zbog
svog dobrog sastava i1 velike koli¢ine proteina sve se viSe istrazivanja provodi na njemu.
Opéenito, proteini su vazni u odrzavaju misSiéne mase, odrzavanju stani¢ne strukture i
reguliranju metabolicke aktivnosti. Osim proteina, bob je dobar izvor ugljikohidrata, vitamina
A, B1, B3 i minerala. Bob se smatra hranom budu¢ih generacija zbog dobre sposobnosti

fiksiranja dusSika.

Ovo istrazivanje provedeno je na uredaju za visokonaponsko elektricno praznjenje (engl. high
voltage electrical discharge, HVED) kako bi se istrazile promjene koje se dogadaju na
materijalu (proteinima boba 1 kakaovoj ljusci). Zbog ekoloSke prihvatljivosti 1 niske
temperature tijekom tretiranja, HVED se smatra poZeljnom tehnikom koja se primjenjuje za
ekstrakciju polifenola, proteina, ugljikohidrata, takoder se koristi kao tehnika netermickog
konzerviranja 1 za modifikaciju tretiranog materijala. Kao cilj istrazivanja provedeno je
tretiranje kakaove ljuske i proteina boba na razli¢itim frekvencijama tijekom razlicitih vremena.
Promatrana je promjena boje, kapacitet vezanja ulja, sadrzaj ukupnih fenola, svojstva pjenjenja

1 svojstva emulzije kod uzoraka tretiranih HVED-om u odnosu na netretirani uzorak.
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2. Teorijski dio

2.1. BOB

Danas bob postaje sve trazeniji na trziStu kao izvor proteina biljnog podrijetla jer pokazuje
dobre prehrambene i funkcionalne karakteristike. Kao najve¢i proizvodaci boba isticu se Kina,
a zatim Etiopija 1 Ujedinjeno Kraljevstvo. Opcenito, zbog porasta trenda koristenja proteina u
ljudskoj prehrani, raste i potraznja za bobom kao izvorom proteina. Neka istrazivanja pokazuju
da bob ukoliko se konzumira u prevelikim koli¢inama moze imati i Stetne posljedice na ljudsko

zdravlje kao $to je ostecenje jetre (Fu i sur., 2024).

Bob, poznat kao Vicia faba L., smatra se jednom od najstarijih biljaka koje su uzgajane te spada
u jednogodisnje zimske kulture (Ismail 1 Ibrahim, 2023). Razlikuju se tri botanic¢ke sorte boba
s obzirom na veli¢inu sjemena, a to su: Vicia faba major, Vicia faba var. equina i Vicia faba
minor. Vicia faba var. equina Koristi se najées¢e kao sto¢na hrana. Takoder, osim veliCine,
izmedu sorti razlikuje se i boja boba. Boja boba moze varirati od zelenkasto-bez do smede i

ljubicaste (Pasqualone 1 sur., 2020).

2.1.1. Sastav boba

U nekim zemljama bob se naziva mesom za siromaSne zbog koli¢ine proteina. Bob se smatra
vrlo vaznim usjevom zbog fiksiranja atmosferskog dusika korijenom (Almamari i Altaweel,

2023).

Opcenito, zrno boba sadrzi 11 % vode, 58 % ugljikohidrata, 26 % proteina i 2 % masti. U
odnosu na druge mahunarke poput slanutka, graska i lece, bob sadrZi najviSe proteina i
ugljikohidrata. Takoder, dobar je izvor vitamina A, B1, B3 i minerala (mangana, fosfora i
zeljeza). Bob je jako podlozan djelovanju Stetnika. Bolesti koje se najcesce javljaju kod boba
uzrokovane su gljivicama, a kao posljedica javlja se trulez sjemena 1 trulez korijena (Ismail 1

Ibrahim, 2023).

Bob, kao namirnica siromasna mastima, a bogata proteinima i dijetalnim vlaknima, postala je
mahunarka koja je druga po popularnosti kod potrosaca. Osim sjemenki boba, konzumiraju se
1 svjezi listovi. Takoder, bob se koristi 1 kao indikator za procjenu toksi¢nosti tvari. Neka
istrazivanja pokazala su da je bob koji je uzgojen na tlu zajedno s duhanom razvio
problemati¢no gorak okus koji odbija potroSace. Uzrok gorkog okusa u hrani biljnog podrijetla
su: alkaloidi, terpeni 1 glikozidi, a kod boba uzgojenog na tlu zajedno s duhanom nikotin (Cheng

1sur., 2021).
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Prema Alsawaf i Ibraheem (2023) jedna porcija od 100 grama svjezeg boba sadrzi 72,6 grama
vode, 0,73 grama masti, 17,63 grama ugljikohidrata, 7,5 grama vlakana, zeljeza, magnezija,
fosfora, kalija, vitamina C, tiamina 1 vitamina B te se ti brojevi mogu mijenjati ovisno o vrsti

biljke 1 uvjetima u kojima je uzgajana.

Bob ima dobru sposobnost fiksiranja atmosferskog dusika i lako se prilagodava na okolisne
uvjete pa se smatra kako bi on mogao biti hrana za buduce generacije. Bob sadrzi visoke
koli¢ine lizina, a siromaSan je metioninom i cisteinom pa se zbog toga Cesto kombinira sa
zitaricama. U gastronomiji se biljezi porast konzumacije boba posebice na zapadu zbog porasta
broja vegetarijanaca i vegana. Opcenito, mahune se prodaju kao osuSene i oljuStene $to
omogucuje skrac¢enje vremena kuhanja. Takoder, mogu se pronacdi i svjezi i smrznuti bob. Osim
Sto se svjezi bob moze konzumirati sirov, najcesce priprema boba obuhvaca kuhanje, pirjanje,

pecenje ili przenje (Pasqualone i sur., 2020).

Kod sjemena mahunarki razlikuju se dvije vrste proteina, a to su vicilin i legumin. Legumin je

vedi protein i ¢ini veéinu proteina sjemena boba (Bailey i Boulter, 1970).

2.1.2. SkladiStenje boba

Sjemenke boba imaju visoku hranjivu vrijednost, posebice svjeze mahune. Medutim, problem
kod svjezih mahuna je njihov kratak rok trajanja Sto utjece na industriju. Neka istrazivanja su
pokazala da na trajnost boba nakon Zetve ponajvise utje€u temperatura i enzimi. Na okus, boju,
posmedivanje, truljenje, omekSavanje, nutritivni sastav 1 rok trajanja utjece prisutnost
mikroorganizama tijekom berbe, prerade i skladiStenja. Kod svjeZeg boba prilikom skladiStenja
nepozeljne su niske temperature jer ¢e uzrokovati Stetu, pozeljne su temperature hladnjaka od
0 do 10 °C. Temperatura od 10 °C je pozeljnija zbog ekonomic¢nosti. Koristenje odredenih
konzervansa ima i prednosti i nedostataka. Upotrebom kemijskih fungicida lako se izaziva
otpornost mikroorganizama te se tesko razgraduju, dok su bioloski konzervansi dobiveni iz

prirodnih izvora u prednosti zbog zaStite okoliSa 1 promicanja zdravlja (Song 1 sur., 2022).
Bob na usjevima oprasuju kukei i to ve¢inom bumbari (Eckerter i sur., 2022).

Nakon Zetve bob ima visoku vlaznost. Kako bi skladistenje bilo §to ucinkovitije, potrebno je
provesti dehidrataciju. Bob se smatra jednom od vlaznijih sjemenki. Tijekom procesa
dehidratacije dolazi 1 do oStecenja zrna koje €ini 25 % godisSnje. NajCesce primijenjene metode
su suSenje vruéim zrakom 1 liofilizacija. Proces suSenja vru¢im zrakom moze uzrokovati

toplinsko oSte¢enje dok se kod liofilizacije smrzne cijeli proizvod ¢ime se omogucava
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smanjenje volumena proizvoda. Medutim, problem kod liofilizacije je nastajanje kristala leda
koji mogu uzrokovati gubitak kvalitete. Takoder, uoceno je kako je veci utrosak energije kod

liofilizacije nego kod susenja vru¢im zrakom (Wang i sur., 2020).

Na bob negativno djeluju Stetocine kao Sto su Acyrthosiphon pisum 1 Megoura crassicauda, no
takvi Stetnici su plijen za predatore. Bob je biljka koja se moze samooprasiti i raste u svim
vrstama tla te ako raste u tlu s visokom koncentracijom cinka do¢i ¢e do njegove akumulacije

(Yin i sur., 2024).

2.2. PROTEINI

Proteini se u hrani osim zbog nutritivne znacajnosti koriste 1 kao emulgatori, stabilizatori 1 kao
sredstva za zeliranje. Sve je veéa potraznja za proteinima zbog rasta populacije, drustveno-
ekonomskih promjena i rastu¢e urbanizacije. Nasuprot tome, utjecaj proizvodnje i potroSnje
hrane na okoli§ smanjuje potraznju za proteinima. Ces¢e su koristeni proteini Zivotinjskog
podrijetla, no zbog njihovog Stetnog utjecaja po€inju se poticati istrazivanja kako bi se pronasli

drugi izvori (Goldstein i Reifen, 2022).

2.2.1. Sastav proteina

Opcenito, proteini se smatraju velikim 1 sloZenim molekulama koje su sastavljene od
aminokiselina. Imaju razli¢ite funkcije u organizmu: odrZzavaju miSi¢nu masu, podrzavaju
stani¢ne strukture 1 reguliraju metaboli¢ke aktivnosti. [zvori prehrambenih proteina su Zivotinje
1 biljke te se proteini Zivotinjskog podrijetla smatraju vrhunskim izvorom zbog sastava
esencijalnih aminokiselina. Takoder, proteini Zivotinjskog podrijetla imaju visoku
probavljivost 1 bioraspoloZivost. Nasuprot proteinima Zivotinjskog podrijetla, proteini biljnog
podrijetla siromasni su esencijalnim aminokiselinama koje su vazne u prehrani te su manje
probavljivi. Zbog tog razloga poZeljna je kombinacija proteina u prehrani (Chandran i sur.,

2024).

Mahunarke sadrze vecinu esencijalnih aminokiselina, nedostaju im samo aminokiseline koje
sadrze sumpor. No, taj nedostatak moze se rijeSiti kombiniranjem mahunarki 1 Zzitarica.
Mahunarke sadrze od 17 do 30 % bjelancevina. Sirovine koje sadrze proteine zivotinjskog
podrijetla bogate su zasi¢enim masnim kiselinama §to ima negativan utjecaj na zdravlje.
Sirovine bogate proteinima biljnog podrijetla bogate su nezasiCenim masnim kiselinama

(Goldstein 1 Reifen, 2022).
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Ovisno o tome koje aminokiseline sadrZe, razlikuje se i ponaSanje proteina prilikom pripreme,
obrade, skladistenja i konzumacije hrane. Pozeljne fizikalne i kemijske karakteristike proteina
kod prerade hrane su: sposobnost topljenja u vodi i masti, sposobnost stvaranja emulzija, pjene

1 gela, zguSnjavanja i sposobnost povezivanja s okusima (Chandran i sur., 2024).

Svojstva proteina kao $to su emulgiranje, pjenjenje i geliranje omogucuju Siroku ugradnju
proteina u razli¢ite prehrambene proizvode kao Sto su ekstrudirana, fermentirana hrana,
proteinske grickalice, gelovi za premazivanje. Takoder, pokuSava se proizvesti i jestiva

ambalaza na bazi proteina mahunarki (Goldstein i Reifen, 2022).

Mahunarke su vazan izvor proteina u ljudskoj prehrani, no konzumacija mahunarki u svijetu je
dosta niska. Kako bi se povecala konzumacija mahunarki, provode se razliita istrazivanja

poboljsanja njihove probavljivosti (King i sur., 2024).

2.3. KAKAOVA LJUSKA

Kakao je proizvod koji se dobiva iz sjemenki stabla kakaovca (Theobroma cacao) (Slika 1),
koji se uzgaja na podrucju oko ekvatora. Razlikuju se tri glavne vrste kakaovca, a to su: Criollo,
Trinitario i Forastero (Bari$i¢ i sur., 2023). Veliki dio ploda kakaovca otpada na mahunu (¢ak
80 %), a ostatak Cine pulpa i sjemenke. Nusproizvodi prerade kakaovca su ljuska zrna 1 ljuska
mahune kakaovca koji su bogati fitokemikalijama koje su pokazale pozitivan uc¢inak na zdravlje

(Ramos-Escudero 1 sur., 2024).

Tijekom procesa obrade kakaovih zrna dobiju se proizvodi kao Sto su kakaova masa, kakaov
maslac 1 kakaov prah koje predstavljaju osnovne sastojke u industriji hrane i1 pi¢a. Kakaova
masa dobije se mljevenjem prZenih zrna kakaa, a kakaov maslac i kakaov prah odvajanjem, tj.
ekstrakcijom masti (TusSek 1 sur., 2024). Masnoca u kakaovu zrnu ¢ini gotovo polovicu njegove
mase 1 koristi se za proizvodnju kakaovog maslaca koji predstavlja najvrjedniji proizvod

kakaova zrna (Caporaso i sur., 2021).
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Ljuska kakaovog ploda
67-76 %

Pulpa
8,7-9,9 %

Ljuska kakaovog zrna
2,1-2,3 %

Kakaovo zrno
21-23 %

Slika 1 Mahuna kakaovca (Sturlan, 2021)

Kao glavni nusproizvod prerade kakaovca istice se ljuska. Kakaova ljuska dugo se odvajala kao
otpad sve do danas kada su otkrivene brojne visokovrijedne bioaktivne komponente (Barisi¢ 1

sur., 2020a). Ona predstavlja vanjski dio zrna (Benitez 1 sur., 2023).

Kakaova ljuska godiSnje se proizvede u velikim koli¢inama i to u svijetu vise od 700 tisuc¢a
tona. Od toga na Europu otpada viSe od 250 tisuéa tona (Bari$i¢ i sur., 2021). Zrno kakaovca
vazna je sirovina u brojnim industrijama kao Sto su: prehrambena, farmaceutska i kozmeti¢ka

(Pagliari i sur., 2022).

Iako se smatra da kakaova ljuska sadrzi veliku koli¢inu komponenti koje pozitivno djeluju na
zdravlje ljudi, tesko ju je iskoristiti u ljudskoj prehrani. Opcenito, problem industrijskog otpada
stvara veliki izazov za preradivace hrane. Izuzev velikih troSkova koji se koriste za spaljivanje
kakaove ljuske, veliki problem je negativan utjecaj na okoli$ i na zdravlje ljudi zbog dima koji

nastaje (Nsor-Atindana i sur., 2012).

Kakaova ljuska za daljnju upotrebu moze se samo mljeti bez modifikacija ili se moze koristiti

kao alkalizirana kakaova ljuska (Panak Balenti¢ 1 sur., 2018).

2.3.1. Sastav kakaove ljuske

Bioaktivne komponente koje se mogu pronaci u kakaovoj ljusci su: teobromin, kofein, katehin,

galna kiselina i epikatehin (Bari$i¢ i sur., 2020a).
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Zro kakaovca je glavni sastojak kod proizvodnje ¢okolade. Zrna kakaa vade se iz mahune
nakon Cega se fermentiraju i suse. Ljuska ¢ini 12-20 % zrna te na taj nacin ¢ini najvecu koli¢inu

otpada koja nastaje preradom zrna kakaovca (Barisi¢ i sur., 2020c).

Kakaova ljuska dobije se nakon przenja kakaovih zrna. Bioaktivne komponente u kakaovu
ljusku dospijevaju tijekom fermentacije jer se bioaktivne komponente nalaze u kotiledonu, a

kakaova ljuska se tijekom przenja odvaja od kotiledona (Barisi¢ i sur., 2020a).

Zbog velike koli¢ine dijetalnih vlakana kakaova ljuska Cest je predmet brojnih istrazivanja
vezanih za funkcionalnu hranu (Barisi¢ i sur. 2021). Dijetalna vlakna dijele se na topiva i
netopiva te se uglavnom sastoje od pektina i celuloze. Kod ljudske prehrane vazan je omjer
topivih i netopivih vlakana $to pronalazimo kod kakaove ljuske (Bari$i¢ i sur., 2020c). Kod
povecane konzumacije dijetalnih vlakana smanjuje se ucestalost nekih bolesti kao $to su:
crijevni poremecaji, pretilost, dijabetes, kardiovaskularne bolesti i neke vrste raka. Takoder,
smanjuje krvni tlak i razine kolesterola u serumu. Neka istrazivanja govore da dijetalna vlakna
imaju sposobnost vezati kolesterol, masnoc¢u i zu¢ne soli i na taj nacin ograni¢avaju njihovu
dostupnost. Medutim, vazno je naglasiti da dijetalna vlakna iz razli¢itih izvora, ovisno o nacinu
pripreme i prisutnosti drugih hranjivih tvari variraju u u¢inkovitosti u suzbijanju hiperglikemije.
Takoder, naglaSava se kako kakaova ljuska moze biti jeftin izvor dijetalnih vlakana i da taj

potencijal treba iskoristiti (Nsor-Atindana i sur., 2012).

Neka istrazivanja pokazuju da ekstrakti ljuske kakaa imaju antioksidativna svojstva jer sadrze
velike koli¢ine fenolnih spojeva kao §to su katehini, procijanidini i alkaloidi. Zbog toga ekstrakt

kakaove ljuske privlaci brojne industrije kao izvor bioaktivnih spojeva (Pagliari i sur., 2022).

Dijetalna vlakna koja su prisutna u kakaovoj ljusci sastoje se od polisaharidne strukture u koju
su ugradeni fenolni spojevi koji se oslobadaju tijekom gastrointestinalne probave te ih vrijedna
mikrobiota potencijalno transformira u bioraspolozive fenolne metabolite. Na taj nacin bi

kakaova ljuska mogla imati pozitivni u€inak na zdravlje (Benitez i sur., 2023).

2.3.2. Iskoristavanje kakaove ljuske
Koristenjem kakaove ljuske kao nusprodukta industrije kakaovca smanjuju se negativni ucinci

na okoli$ te se na taj nacin povecava iskoriStenje zrna u proizvodnji (Bari$i€ i sur., 2022a).

Kako je ranije navedeno, kakaova ljuska bogata je dijetalnim vlaknima 1 zbog toga je prikladna

za koriStenje kod obogacivanja hrane koja je siromasna dijetalnim vlaknima. Danas se kakaova
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ljuska koristi i kao hrana za zivotinje, sirovina za biomasu i kao sredstvo za poboljSanje kvaliete

tla (Barisi¢ i sur., 2020a).

Takoder, istrazuje se primjena kakaove ljuske u prehrani. Medutim, tu se javlja problem jer je
kakaova ljuska u kontaktu s vanjskom okolinom, mikroorganizmima, mikotoksinima i
pesticidima. Taj problem pokusao se rijesiti przenjem, no tu se javljaju Maillardove reakcije

gdje kao proizvodi nastaju razli¢ite kancerogene komponente (Barisi¢ i sur., 2020b).

Kakaova ljuska moze se koristiti 1 kod obrade vode. Adsorpcija je Siroko prihvacena kod
procis¢avanja vode, a kakaova ljuska pokazala se kao dobar adsorbent jer smanjuje sadrzaj

zeljeza i mangana preko 90 % (Susilawati i sur., 2024).

Iako se nastoji ukljuciti u ljudsku prehranu, i dalje se kakaova ljuska najvise koristi kao sto¢na
hrana. Kakaova ljuska se moze koristiti i u poljoprivredi za suzbijanje korova (Panak Balenti¢

isur., 2018).

Proizvodnja funkcionalne hrane stalno raste, a tako i potraznja za iskoriStavanjem nusproizvoda
visoke vrijednosti. Cilj svake industrije je osigurati gospodarenje otpadom pa tako i industrije
kakaovca. Ljuska kakaa moze se koristiti u farmaceutskoj i kozmetic¢koj industriji. Proizvodnja
kakaovca obuhvaca sljedece faze: uzgoj, berba i prethodna obrada, primarna prerada kakaovca

1 proizvodnja poluproizvoda i industrija ¢okolade (Barisi¢ i sur., 2020c).

Kako je Cokolada jedan od najpozeljnijih konditorskih proizvoda, zbog njezine visoke
kalorijske vrijednosti, velike koliine Sefera 1 masti ne bi se trebala unositi u prevelikim
koli¢inama iako je dobar izvor polifenola. Kako bi smanjili te negativne ucinke cokolade,
razmatra se upotreba kakaove ljuske. No, problem je Sto svaka promjena sastava ¢okolade

utjece na njezinu teksturu, okus i1 aromu (BariSic€ 1 sur., 2021).

Takoder, brojna istraZivanja pokazuju da je lipidni sastav kakaove ljuske slican lipidnom
sastavu kakaovog maslaca te se istraZzuje mogucnost primjene kakaove ljuske kao zamjene za
kakaov maslac. Rezultati istrazivanja gdje su dijetalna vlakna koriStena kao zamjena za
masnocu, pokazali su smanjeno stvrdnjavanje tijekom skladiStenja i vecu vlaznost. Takoder,
isprobano je koristenje dijetalnih vlakana iz kakaove ljuske kod proizvodnje pSeni¢nog kruha.
U proizvodnji hrane koristi se i alkalizirana kakaova ljuska za proizvodnju kakao napitka
posebnog okusa i bogatog vlaknima te je zakljuCeno da se moze koristiti i kao zamjena za
kakaov prah. Alkalizirana ljuska kakaovca koriStena je i za proizvodnju keksa koji su pokazali
vecu otpornost na lomljenje u odnosu na kekse od pSenice. Ispitani su 1 napitci sa kakaovom

ljuskom gdje su od strane potroSaca najslabije ocijenjeni napitci s najvise bioaktivnih spojeva
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najvjerojatnije zbog polifenola koji daju opori okus. Takoder, kakaova ljuska primjenjuje se 1

kod proizvodnje svinjskih kobasica i ekstudiranih grickalica (Barisi¢ i sur., 2020c).

Netretirana kakaova ljuska moze se koristiti kod proizvodnje biogoriva, kao sredstvo za
malciranje 1 kao stocna hrana. Takoder, kakaova ljuska koriStena je i kao adsorbens za

procis¢avanje voda i kod proizvodnje bioplina (Doko i sur., 2019).

Istrazivanja su pokazala da dijetalna vlakna iz kakaove ljuske imaju puno pektinskih

polisaharida Sto bi se moglo iskoristiti kao sredstvo za zgusnjavanje (Trgovac i sur., 2022).

Kakaova ljuska koristi se 1 kao gorivo u pogonima gdje se preraduje sam kakaovac, kao
organska tvar koja opskrbljuje tlo hranjivim tvarima i za borbu protiv korova. Uklju¢ivanjem
kakaove ljuske kod proizvodnje ekstrudiranih proizvoda pristupa se razvoju novih, zdravih i
ekoloskih proizvoda. Kako je ekstruzija termomehanicki proces gdje su prisutne visoke
temperature, tlak i sile smicanja Sto dovodi do fizickih i kemijskih modifikacija materijala

(denaturacija proteina) i tada dolazi do oslobadanja fenolnih spojeva (Benitez i sur., 2023).

Budué¢i da su hrenovke i hamburgeri najprihvacéeniji od potrosac¢a u pogledu mesa, iako se
smatraju nezdravim, provedena su istrazivanja kako ih poboljsati. Dijetalna vlakna povezuju se
s nizim rizikom nastanka kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa, hipertenzije i gastrointestinalnih
bolesti te je provedeno istrazivanje gdje se u mesne proizvode dodaju vlakna. Kakaova ljuska
poboljsala je tehnoloske parametre i stabilnost emulzije te se pokazala kao dobra zamjena za

Skrob kod hrenovki zbog velike sposobnosti zadrzavanja vode (Delgado-Ospina i sur., 2022).

Kako ljuska kakaa sadrzi brojne vrijedne komponente, provedena su brojna istraZivanja gdje se
umjesto klasi¢nih metoda ekstrakcije kod kojih je problem velika koli¢ina otapala 1 zagrijavanje
koriste procesi mikrokapsulacije. Istrazivanje se temeljilo na dobivanju fenolnih tvari iz ljuske

kakaovca koji su dodani kod proizvodnje ¢okoladnih ploc¢ica (Grassia i sur., 2021).

2.3.3. Problemi iskoriStavanja kakaove ljuske

Ono $to se javlja kao problem kod iskoriStavanja kakaove ljuske u prehrani ljudi je to Sto
kakaova ljuska moze sadrzavati nepoZeljne komponente koje je potrebno ukloniti. Kao
nepozeljne komponente mogu se javiti teSki metali, mikotoksini, policiklicki aromatski

ugljikovodici 1 mikroorganizmi (Bari$i€ 1 sur., 2020c).

Problem mikroorganizama i mikotoksina javlja se zbog toga S§to se zrna kakaovca suSe,
fermetiraju i skladiste u nehigijenskim uvjetima. TeSki metali javljaju se u kakaovu zrnu zbog

okoliSa i1 kontakta zrna s vanjskim uvjetima te zbog toga Sto kakaova ljuska ima veliku
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sposobnost upijanja. Najcesce su prisutni nikal, kadmij, krom i olovo. Do kontaminacije dolazi
zbog gnojiva, pesticida i insekata. Kancerogenost policikli¢kih aromatskih ugljikovodika ve¢
dugo je poznata, a njihova prisutnost u kakaovu zrnu javlja se zbog procesa przenja i suSenja.
Policiklicki aromatski ugljikovodici javljaju se u hrani koja sadrzi ugljikohidrate te njihova
pojava u kakaovu zrnu najcesc¢e je posljedica nepravilnog procesa susenja kada se koristi
ogrjevno drvo ili fosilna goriva. Kukci i ptice koji su prijenosnici bakterija Escherichia coli i
Sallmonella Cesto dolaze u kontakt sa sjemenkama kakaovca. lako se kakaovo zrno przilo,
Salmonella je pokazala otpornost na toplinu. Kako bi se smanjila kontaminacija, potrebno je

provoditi higijenske mjere (Barisi¢ i sur., 2020c).

Razlog nekoristenja kakaove ljuske u proizvodnji ¢okolade je to $to uzrokuje probleme kod
smanjenja veliine Cestica u tradicionalnim procesima. Zbog toga su prije postojala ograni¢enja
kod koriStenja kakaove ljuske, no danas zbog iskoriStavanja nusprodukta ta ogranicenja ne
postoje. Glavni sastojak kakaove ljuske su dijetalna vlakna dok su kod ¢okolade polifenoli s

dokazanim zdravstvenim uc¢incima (Barisic¢ i sur., 2020d).

2.4. VISOKONAPONSKO ELEKTRICNO PRAZNJENJE (HVED)

Visokonaponsko elektri¢no praznjenje je jedna od tehnika koja je jo§ u razvoju. Ona se najcesce
primjenjuje u vodenom mediju, iako se moze primijeniti i na biljna ulja koja su opcenito slabo

vodljiva (Angeloni i sur., 2022).

HVED, ukoliko se primjeni izravno u vodi, pokrece razlicite kemijske 1 fizi€ke procese
(Boussetta 1 Vorobiev 2014). Takoder, povecava propusnost stanica i poti¢e oslobadanje
spojeva tijekom primjene elektricnog polja koje se stvara izmedu dvije elektrode. Elektroni se
Sire od pozitivne visokonaponske igli¢aste elektrode do negativne elektrode uzemljenja
(Slika 2). Oslobodena energija proizvodi elektricni luk. Na sam proces utjeCu: unesena
energija, razmak izmedu elektroda, omjer tekucine i krutine, vrijeme obrade i otapalo. HVED
je tehnika koja se primjenjuje za ekstrakciju razli¢itih molekula kao $to su polifenoli, proteini i

ugljikohidrati (Hernandez-Corroto 1 sur., 2022).
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Generator

Igli¢asta

elektroda

Plocasta

elektroda

Slika 2 Dijelovi HVED-a (Carcioci i sur., 2017)

2.4.1. Primjena HVED-a

Tijekom rada HVED generira stvaranje slobodnih radikala, vodikovih peroksida, hidroksida i
drugih spojeva koji mogu izazvati promjene u materijalu koji je tretiran (Baris$i¢ 1 sur., 2020b).
Takoder, ova metoda zbog moguénosti stvaranja netopivih kompleksa i oksidacije moze se

koristiti 1 za uklanjanje metala iz otpadnih voda (Bari$i¢ i sur., 2022b).

HVED je tehnika koja uzrokuje modifikaciju fizikalno-kemijske strukture vode tijekom
elektricnog praznjenja. Uzrok promjene strukture vode je reakcija ionizacije i disocijacije

nakon kojih dolazi do stvaranja reaktivnih vrsta kisika 1 reaktivnih vrsta dusika.

Provode se brojna istraZzivanja kako bi se pronasli dobri izvori proteina biljnog porijekla. Jedan
od primjera je istraZivanje provedeno na liS¢u Secerne repe. Ekstremni uvjeti, kao $to su visoka
temperatura 1 pH, tijekom ekstrakcije znac¢ajno utjecu na kona¢nu koncentraciju. Iz tog razloga
korisSten je uredaj za visokonaponsko elektri¢no praznjenje. Osim toga, HVED se koristi za
dezinfekciju povrSina koje dolaze u kontakt s hranom, dezinfekciju vode 1 za inaktivaciju
enzima. HVED omogucuje vecu brzinu i prinos bioaktivnih komponenata iz biljaka uz malu
potros$nju energije. Medutim, kako bi metoda bila provedena Sto uspjesnije, trebaju se osigurati

optimalni uvjeti temperature, napona i vremena (Duki¢ 1 sur., 2023).

Kod ekstrakcija proteina i polifenola iz biljaka potrebno je razgraditi tkivo 1 stani¢ne stjenke.
Unutarstani¢ni materijal tesko je osloboditi zbog vakuola i debljine te krutosti stani¢ne stjenke.
Da bi se to postiglo, potrebno je koristiti otapala koja nisu poZeljna u prehrambenoj industriji,

a takoder se na taj nacin dobije niska selektivnost i dugo vrijeme ekstrakcije. To je jo$ jedan od
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razloga primjene HVED-a. On povefava propusnost stanica i poti¢e oslobadanje
unutarstani¢nih spojeva, no vazno je naglasiti da to nije selektivna metoda. Kako bi se povecala
selektivnost, moze se raditi predtretman ekstrakcija kruto-teku¢e (Hernandez-Corroto i sur.,

2022).
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3.1. ZADATAK

Zadatak ovog diplomskog rada bio je tretiranje kakaove ljuske i proteina boba u uredaju za

visokonaponsko elektri¢no praznjenje (HVED-u) (Slika 3) te usporedba netretiranih i tretiranih

uzoraka. Tretmani na HVED-u provedeni su pri:

20 Hz (30 sekundi, 1, 5, 10 1 20 minuta),

40 Hz (30 sekundi, 1, 5, 10 1 20 minuta),

60 Hz (30 sekundi, 1, 5, 10 1 20 minuta) i

80 Hz (30 sekundi, 1, 5, 10 i 20 minuta).

Metode koje su koristene za usporedbu su odredivanje:

elektri¢ne vodljivosti,

boje,

kapacitet vezanja ulja,

ukupni fenoli,

svojstva pjenjenja i

svojstva emulzije.

Mijevena kakao

ljuska/ proteini boba l

Destilirana voda

supernatant

Slika 3 Blok shema tretiranja uzoraka
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3.2. MATERIJAL I METODE

3.2.1. Materijali

Analize su provedene na proteinima boba branda NutriSmart 85AP (Fava bean protein isolate,
LOT broj 23000019, neto tezina 2000 g) (Slika 4) i na kakaovoj ljusci (Kandit, 11.1.2024.).
Kakaova ljuska prije tretiranja na HVED-u mljevena je na mlinu IKA MF 10, pri ¢emu je

kori$teno sito promjera I mm.

Kod odredivanja kapaciteta vezanja ulja koriSteno je suncokretovo ulje Tena (Slika 5)

(Tvornica ulja Cepin).

Slika 4 Proteini boba
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Slika S Suncokretovo ulje

3.2.2. Metode

3.2.2.1 Tretiranje uzoraka HVED-om

Visokonaponsko elektri¢no praznjenje (HVED) (uredaj prikazan na Slici 6) smatra se ekoloski
prihvatljivom tehnikom 1 koristi se kod materijala gdje su nepozeljne visoke temperature.
Takoder, poznato je da se na ovaj nacin povecava prinos bioaktivnih spojeva iz sirovina (Joki¢

isur., 2019).

HVED uredaj koriSten u ovom istraZivanju sastoji se od: generatora impulsa koji ima
promjenjivu frekvenciju od 20 do 100 Hz, automatskog upravljaca uredaja (sluzi za
podesavanje vremena tretmana, frekvencije i brzine mijesanja), visokonaponske elektrode i

elektrode uzemljenja te propelerske mijesalice (Barisic i sur., 2020c¢).
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Slika 6 Uredaj za visokonaponsko elektri¢no praznjenje

Kakaova ljuska mljevena je u mlinu IKA MF 10 jednu minutu. Pripremljeno je 300 mL 10 %-
tne suspenzije mljevene kakaove ljuske i destilirane vode u caSi za tretiranje HVED-om.
Tretmani provedeni na HVED-u bili su na 20, 40, 60 1 80 Hz te se pri svakoj frekvenciji
tretiranje provodilo 30 sekundi, 1, 5, 10 i 20 minuta. Tretmani su provedeni u dvije paralele.
Nakon svakog tretmana promijenjena je izbojna elektroda na HVED-u. Tijekom tretmana
razmak izmedu visokonaponske i elektrode uzemljenja postavljen je na 0,5 cm, a mijeSalica na
600 okretaja/minuti. Nakon tretmana uzorci su preneseni u kivete i stavljeni u centrifugu na
3000 okretaja/minuti tijekom 20 minuta. Uzorci su zatim dekantirani te je talog prenesen u
posude i stavljen u susionik na 50 °C dok se ne osusi. OsusSeni uzorci mljeveni su na mlinu gdje

je koristeno sito promjera 1 mm.

Kod tretiranja proteina boba pripremljena je 20 %-tna suspenzija. Izvagano je 60 g proteina
boba i dodano 240 mL destilirane vode u ¢asu za HVED od 300 mL. Postupak tretiranja
proveden je kao i kod kakaove ljuske. Osuseni uzorci mljeveni su na mlinu gdje je prvo

koriSteno sito promjera 2 mm, a zatim promjera 1 mm.
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3.2.2.2 Odredivanje elektricne vodljivosti i temperature suspenzija kakaove
ljuske i proteina boba prije i nakon tretmana HVED-om

Za mjerenje elektricne vodljivosti koristen je konduktometar (Mettler Toledo, FiveEasy FP30)

(Slika 7). Opcenito, elektricna vodljivost predstavlja brzinu prijenosa elektricnog naboja kroz

neki analit te se mjerenje provodi pomocu konduktometrijske ¢elije koja je staklena 1 elektrode

koja je platinasta plocica (Soli¢, 2021).

Slika 7 Konduktometar

Na pocetku rada provedena je kalibracija uredaja destiliranom vodom. Svaki dan je izmjerena
elektri¢na vodljivost vode koja je koriStena u postupku tretiranja uzoraka u HVED-u. Nakon
Sto je pripremljen uzorak za tretiranje na HVED-u prema postupku opisanom gore, izmjerena
je elektricna vodljivost i pri svakom mjerenju elektri¢ne vodljivosti mjerena je 1 temperatura.
Takoder, nakon svakog tretiranja uzorka ponovno je mjerena elektri¢na vodljivost. Mjerenje je
provedeno na nacin da se elektroda uroni u uzorak te su vrijednosti dobivene u mS/cm. Nakon

svakog mjerenja elektroda je isprana destiliranom vodom.

3.2.2.3 Odredivanje boje kakaove ljuske i proteina boba prije i nakon tretmana
HVED-om

Mjerenje boje provedeno je kolorimetrom (Konica Minolta Chroma Meter CR-400) s
nastavkom za praskaste materijale (Slika 8). Mjerenje je provedeno u vidljivom dijelu spektra,

a princip mjerenja baziran je na stupnju reflektirane svjetlosti. Mjerenje je provedeno u sustavu
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3. Eksperimentalni dio

gdje se ocitavaju a*, b*, L*, C 1 h° vrijednosti. Vrijednost a* pokazuje odnos izmedu crvene i
zelene boje (negativne vrijednosti oznac¢avaju zelenu, a pozitivne crvenu), b* vrijednost odnos
izmedu Zute 1 plave (negativne vrijednosti oznacavaju plavu, a pozitivne zutu), a L* vrijednost
odreduje svjetlinu (crna (0 %) 1 bijela (100 %)) (Majhen, 2019). C vrijednost pokazuje
zasi¢enost boje (0 % daje sivu boju, a 100 % Ccistu boju), a h® vrijednost pokazuje ton boje

(moze poprimiti vrijednosti od 0-360°) (Balen, 2019).

Slika 8 Kolorimetar

Prije pocetka mjerenja provedena je kalibracija uredaja standardnom bijelom plocicom.
Mjerenje za svaki uzorak ponovljeno je pet puta. Na kraju su izracunate vrijednosti ukupne

promjene boje (AE) prema formuli (1):

AE = /(L — Ly)? + (a* — ay)? + (b* — b})? (1)
gdje je:
AE - ukupna promjena boje,

L*- svjetlina (0-crna boja, 100-bijela boja),
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3. Eksperimentalni dio

a*- pozitivne vrijednosti su u domeni crvene boje, a negativne vrijednosti u domeni zelene boje,
b* - pozitivne vrijednosti su u domeni zute boje, a negativne vrijednosti u domeni plave boje,

* * . * .o . . . .
Lo, a01b o su vrijednosti boje za netretirani uzorak.

3.2.2.4 Odredivanje kapaciteta vezanja ulja kakaove ljuske i proteina boba
prije i nakon tretmana HVED-om
Za odredivanje kapaciteta vezanja ulja pripremljena je suspenzija 2,5 g uzorka (proteini
boba/kakaova ljuska) u 30 mL suncokretovog ulja. Tako pripremljena suspenzija stajala je 30
minuta uz mijeSanje svakih 5 minuta na vortex mijesalici. Nakon pola sata uzorci su stavljeni u
centrifugu te centrifugirani 15 minuta na 3000 rpm. Tijekom odredivanja kapaciteta vezanja
ulja mjerena je masa kivete, masa uzorka te masa kivete s talogom nakon centrifugiranja. Na
kraju je izracunata vrijednost kapaciteta vezanja ulja u g/g (engl. oil binding capacity - OBC)

prema formuli (2):

masa taloga

OBC (9/9) = )

masa uzorka

3.2.2.5 Odredivanje ukupnih fenola u kakaovoj ljusci prije i nakon tretmana
HVED-om
Odredivanje ukupnih fenola provedeno je na pet uzoraka koji su imali najve¢i kapacitet vezanja
ulja. Izvagano je 2 g svakog uzorka (dvije paralele) te je provedeno odmaséivanje s 10 mL n-
heksana (HPLC C¢istoce), tri puta. Odmas¢ivanjem su uklonjeni lipidi iz uzorka. Nakon
provedenog odmasc¢ivanja, talog je prenesen na filter papir i ostavljen preko no¢i da n-heksan
ispari. Nakon toga, uzorci su vagani na analitickoj vagi te su zabiljeZene mase. Na tako
odmas¢enom uzorku provedena je ultrazvuc¢na ekstrakcija s 5 mL 70 %-tnog metanola (HPLC
¢istoce) tijekom 30 minuta. Nakon ultrazvucne kupelji uzorci su centrifugirani na 3000 rpm 10
minuta. Nakon centrifugiranja supernatant je dekantiran u odmjernu tikvicu od 10 mL te je jo§
jednom ponovljena ekstrakcija s istom koli¢inom 70 %-tnog metanola na ultrazvu¢noj kupelji

te centrifugiranje.

Ukupni fenoli odredeni su metodom prema Singleton i sur. (1999). Uzorci su pripremljeni
koriStenjem metanolnog ekstrakta na nac¢in da je 100 pL ekstrakta preneseno u odmjenu tikvicu
od 10 mL, dodano 6 mL vode 1 500 pL nerazrijedenog Folin-Ciocalteu reagensa. Zatim se
muckalo te je nakon 6 minuta dodano 1,5 mL pripremljene otopine 20 %-tnog natrijevog

karbonata (p.a. Cistoce). Tikvica je zatim do oznake napunjena vodom. Uzorci su dva sata
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3. Eksperimentalni dio

ostavljeni u mraku, a zatim je o€itana apsorbancija na spektrofotometru (Shimadzu, UV-1800)

na valnoj duljini 760 nm.

3.2.2.6 Odredivane svojstava pjenjenja proteina boba prije i nakon tretmana
HVED-om

Odredivanje svojstava pjenjenja proteina boba provedeno je na pet uzoraka koji su odabrani
prema najvecem kapacitetu vezanja ulja. Pripremljena je suspenzija tako S§to je izvagano 5 g
uzorka (u dvije paralele) te je dodano destilirane vode kako bi po¢etni volumen iznosio 100 mL.
Suspenzija je miksana mikserom na najjacoj brzini 5 minuta. Nakon miksanja, sve je preneseno

u menzuru te je oitan volumen pjene.

Za izraCunavanje kapaciteta pjenjenja (FC) koriStena je sljedeca formula (3):

FC (%) = L&) o 199 3)

V (pocetni)

3.2.2.7 Odredivanje svojstava emulzije proteina boba prije i nakon tretmana
HVED-om

Za odredivanje svojstava emulzije proteina boba odabrano je pet uzoraka prema najvecem
kapacitetu vezanja ulja. Pripremljena je suspenzija proteina boba i vode (u 0,96 g proteina boba
dodano 96 mL destilirane vode). U suspenziju je dodano 24 mL suncokretovog ulja. Smjesa je
mijeSana mijeSalicom na 12000 rpm tijekom 3 minute. Nakon toga, 0,01 mL emulzije preneseno
jeuS5mL vodes 0,1 g SDS/100 g vode te je vorteksirano. Nakon toga je izmjerena apsorbancija
na 500 nm.

Na kraju je izracunat indeks emulgirajuce aktivnosti (EAI) prema formuli (4):

2%2,303*xA0xN
cx@*10000

EAI (m*g™") = 0)

gdje je:

EAI (m’g!) - indeks emulgirajuce aktivnosti,

AQO - apsorbancija razrijedene emulzije odmah nakon pripreme,

N - faktor razrjedenja (500),

C (gmL") - masena koncentracija proteina u suspenziji prije emulgiranja,

¢ - volumna frakcija ulja u emulziji.
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4. Rezultati i rasprava

Osnovni cilj ovog diplomskog rada bio je usporediti netretirane i uzorke kakaove ljuske i
proteina boba nakon tretiranja visokonaponskim elektricnim praznjenjem na razli¢itim

frekvencijama i tijekom razli¢itog vremena tretiranja.

4.1. ELEKTRICNA VODLJIVOST

Rezultate mjerenja elektricne vodljivosti kakaove ljuske prikazuje Tablica 1, a proteina boba
Tablica 2. Usporedbom rezultata uoceno je da se elektricna vodljivost kod kakaove ljuske i
proteina boba ne mijenja znacajno kod nizih frekvecija dok se kod visih frekvencija elektricna
vodljivost povecala. Elektricna vodljivost za kakaovu ljusku kretala se izmedu 4,00 mS/cm 1
5,23 mS/cm, dok se kod proteina boba kretala izmedu 3,20 mS/cm i 4,08 mS/cm. Veca razlika
vidljiva je samo kod tretiranja kakaove ljuske i proteina boba tijekom 20 minuta na 20, 40, 60

180 Hz.

Temperatura tijekom mjerenja elektri¢ne vodljivosti za kakaovu ljusku kretala se izmedu 21 i
28 °C, dok se temperatura prilikom mjerenja elektri€ne vodljivosti za proteine boba kretala
izmedu 21 1 33 °C. Iz dobivenih rezultata vidljivo je da tijekom krac¢ih tretmana uzoraka nema
znaCajne promjene temperature. Znacajnije poviSenje temperature vidljivo je kod uzoraka

tretiranih na 20, 40, 60 1 80 Hz tijekom 10 i 20 minuta.

Nedi¢ Tiban 1 sur. (2022) proveli su istraZivanje na nektaru Sipka s ciljem utvrdivanja u¢inaka
HVED-a na fizikalno-kemijska svojstva. Utvrdili su da je tretman HVED-om uzrokovao
povecanje elektri¢ne vodljivosti u svim uzorcima zbog stvaranja pozitivno i negativno nabijenih

iona.
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 1 Elektri¢na vodljivost kakaove ljuske

4,06+0,00

23,10+0,00

4,06+0,00

22,50+0,00

4,40+0,00 23,30+0,00 4,40+0,00 23,20+0,00
4,22+0,00 23,00+0,00 4,22+0,00 23,60+0,00
4,23+0,00 23,10+0,00 4,23+0,00 23,80+0,00
4,19+0,03 21,55+0,15 4,19+0,13 23,05+0,15
4,14+0,02 21,40+0,03 4,34+0,10 21,50+0,00
4,15+0,02 21,25+0,04 4,39+0,05 21,45+0,15
4,15+0,03 22,00+0,05 4,58+0,03 21,75+0,15
4,10+0,03 21,50+0,02 4,72+0,30 22,70+0,60
4,18+0,09 22,7540,06 5,04+0,25 25,05+2,05
4,31+£0,07 23,60+0,10 4,64+0,05 23,85+0,05
4,23+0,01 22,30+0,00 4,46+0,02 21,9040,00
4,16+0,01 22,4+0,10 4,60+0,02 22,45+0,35
4,1140,01 22.20+0,10 4,85+0,08 24,25+0,15
4,00+0,07 21,1540,05 5,14+0,00 27,30+0,80
4,06+0,02 21,85+0,05 4,29+0,05 21,95+0,05
4,07+0,07 22,15+0,15 4,39+0,05 22,15+0,25
4,01+0,00 22,00+0,00 4,71+0,01 23,20+0,20
4,04+0,02 22,35+0,15 5,06+0,01 25,00+0,00
4,25+0,17 23,00+0,20 5,23+0,01 27,7020,00

Tablica 2 Elektri¢na vodljivost proteina boba

3,20+0,02

22,70+0,00

3,26+0,02

23,00+0,10

3,27+0,00 23,60+0,10 3,34+0,01 23,50+0,10
3,30+0,01 23,90+0,20 3,384+0,04 23,65+0,35
3,2340,02 22,05+0,35 3,394+0,01 23,4040,10
3,2240,01 22,00+0,30 3,44+0,01 23,50+0,15
3,25+0,01 22,25+0,45 3,27+0,02 21,30+0,20
3,2840,01 22,05+0,45 3,29+0,02 21,30+0,20
3,30+0,01 23,15+0,25 3,4240,01 23,6040,60
3,24+0,05 22,80+0,60 3,52+0,02 24,25+0,35
3,34+0,01 23,60+0,10 3,7540,02 26,80+0,40
3,2540,03 22,45+0,05 3,28+0,01 22,30+0,30
3,30+0,01 22,35+0,25 3,3540,02 22,50+0,60
3,35+0,03 23,20+0,50 3,49+0,01 24,80+1,60
3,37+0,01 23,65+0,35 3,74+0,02 26,05+0,45
3,27+0,08 22,95+0,55 3,90+0,02 27,7020,00
3,27+0,02 24,35+0,25 3,36+0,04 24,15+0,05
3,26+0,04 24,45+0,05 3,36+0,02 24,35+0,15
3,36+0,01 24,30+0,20 3,59+0,02 26,60+0,40
3,38+0,02 24,80+0,50 3,74+0,09 27,75+1,15
3,38+0,02 24,95+0,05 4,08+0,04 32,25+0,15
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4. Rezultati i rasprava

4.2. BOJA KAKAOVE LJUSKE I PROTEINA BOBA

Mjerenjem boje odredene su ukupne promjene boje uzoraka nakon tretiranja na razli¢itim

frekvencijma i tijekom razli¢itog vremena.

Rezultati mjerenja boje netretirane i tretirane kakaove ljuske prikazani su u Tablici 3. Ukupna
promjena boje dobivena je racunski iz formule (1). Usporedujuéi rezultate tretiranja na
razli¢itim frekvencijama, najmanja ukupna promjena boje (AE) dobivena je na 80 Hz kod
tretiranja tijekom 5, 10 1 20 minuta u odnosu na tretmane na 20, 40 i 60 Hz tijekom 5, 101 20
minuta. Takoder, vidljivo je da kakaova ljuska tretirana na 20 Hz tijekom 20 minuta ima
najvecu ukupnu promjenu boje (AE) dok je kod ostale tretirane kakaove ljuske ukupna promjena

boje sli¢na.

Do blagog posvijetljivanja uzorka doslo je kod tretiranja na 80 Hz tijekom 5 minuta jer je vidljiv
blagi rast L* vrijednosti u odnosu na netretirani uzorak. Kod uzorka tretiranog na 20 Hz tijekom
20 minuta najniza je L* vrijednost §to pokazuje da je u usporedbi s netretiranom kakaovom

ljuskom uzorak potamnio.

Tablica 4 prikazuje rezultate netretiranih i tretiranih proteina boba. Usporedbom rezultata
uzoraka tretiranih na razlic¢itim frekvecijama tijekom istog vremena, vidljivo je da su uzorci
tretirani na 80 Hz tijekom 1, 5, 10 1 20 minuta imaju najmanju ukupnu promjenu boje (AE).
Takoder, vidljivo je da je tretiranjem uzoraka tijekom 1 minute najmanja ukupna promjena boje

na svim frekvencijama.

Iz tablica je vidljivo da najvecu ukupnu promjenu boje (AE) imaju proteini boba tretirani na
60 Hz tijekom 1 minute i na 40 Hz tijekom 30 sekundi. Najmanja ukupna promjena boje je kod

tretiranja proteina boba na 20 Hz tijekom 20 minuta.

Nedi¢ Tiban 1 sur. (2022) proveli su istrazivanje na nektaru od Sipka. Rezultati pokazuju da je
dosSlo do minimalne promjene boje kod nektara koji je pripremljen od blanSiranog pirea uz
tretman HVED-om u odnosu na netretirani uzorak. Takav rezultat pokazao je pozitivan uc¢inak

blanSiranja na ocuvanje boje.
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 3 Boja netretirane i tretirane kakaove ljuske

41,96+0,00 | 8,14+0,04 | 13,95+0,02 | 16,15+0,02 | 59,73+0,13

38,68+0,47 | 8,25+0,13 13,46+0,04 | 15,784+0,09 | 58,50+0,38 | 3,44+0,47
38,13+0,11 | 8,13+0,13 | 12,85+0,31 | 15,21+£0,32 | 57,68+0,35 | 3,99+0,19
38,61+0,08 | 8,30+0,07 | 13,34+0,15 | 15,72+0,15 | 58,11+0,21 | 3,41+0,06
37,89+1,49 | 8,71+0,07 | 13,83+0,65 | 16,34+0,57 | 57,77«1,13 | 4,16x1,47
36,30+0,59 | 8,70+0,34 | 13,144+0,29 | 15,76+0,42 | 56,52+0,50 | 5,76+0,58
39,43+0,02 | 8,67+£0,06 | 14,29+0,06 | 16,71£0,04 | 58,74+0,24 | 2,60+0,03
39,78+0,48 | 8,82+0,06 | 14,70+0,27 | 17,14+£0,25 | 59,01+0,36 | 2,44+0,33
40,97£1,05 | 8,76+£0,17 | 15,01+0,24 | 17,38+0,13 | 59,72+0,88 | 1,83+0,48
38,44+0,21 | 8,61+0,13 | 13,68+0,27 | 16,16£0,29 | 57,79+£0,27 | 3,57+0,21
38,13+0,46 | 8,74+0,26 | 13,89+0,20 | 16,41+0,30 | 57,93+0,38 | 3,89+0,49
39,12+0,22 | 8,69+0,05 | 14,38+0,07 | 16,78+0,06 | 58,86+0,22 | 2,93+0,22
40,25+0,85 | 8,67+0,10 | 14,57+0,09 | 16,96+0,04 | 59,25+0,45 | 1,93+0,75
40,35+0,68 | 8,72+0,05 14,51+0,19 | 16,93+0,15 | 59,00+0,44 | 1,85+0,54
40,07£0,78 | 8,84+0,20 | 14,67+0,66 | 17,13+0,67 | 58,92+0,60 | 2,33+0,36
40,00+£0,68 | 8,84+0,14 | 14,66+0,22 | 17,12+0,11 | 58,90+£0,76 | 2,24+0,57
38,09£1,10 | 8,93+0,07 | 13,98+0,89 | 16,60+0,77 | 57,38+1,57 | 4,06+1,03
39,79£1,24 | 8,93+0,13 | 14,66+0,78 | 17,17+0,73 | 58,62+0,99 | 2,69+0,75
41,51£1,26 | 8,78+0,04 | 15,17¢0,61 | 17,53+0,54 | 59,91£0,96 | 1,96+0,11
40,12+£0,73 | 8,53+£0,20 | 14,16+0,53 | 16,53+0,55 | 58,93+0,44 | 2,01+0,57
40,38+0,57 | 8,78+0,06 | 14,554+0,30 | 16,99+0,23 | 58,90+0,66 | 1,86+0,41

Tablica 4 Boja netretiranog i tretiranog proteina boba

83,01+£0,00 | -1,97+0,03 | 16,17+0,02 16,29+0,02 | 96,93+0,11

74,59£0,41 | -0,96+0,11 | 12,91+021 | 12,94£022 | 94234041 | 9,09+0,47
74,01+£0,22 | -1,1940,03 | 13,65+0,41 | 13,71£0,41 | 94,96+0,26 | 9,39+0,11
73,61£0,09 | -1,17+0,07 | 14,39+1,42 | 14,44+1,42 | 94,66+0,22 | 9,69+0,35
74,99+£226 | -1,01+0,12 | 12,03£2,46 | 12,06£2,46 | 95,05£1,56 | 9,58+0,84
78,89+1,64 | -1,55+0,06 | 11,45+0,77 | 11,56+0,76 | 97,74+0,46 | 6,50+0,49
72,61£1,49 | -0,93+£0,22 | 12,87+1,85 | 12,91£1,86 | 94,10+0,41 | 11,03+1,98
75,9542,56 | -1,37+0,17 | 12,44+091 | 12,52+0,88 | 96,37+1,23 | §,24+1,79
76,46+2,88 | -1,34+0,23 | 12,22+1,13 | 12,30+1,10 | 96,39£1,66 | 8,05+1,81
73,31£0,12 | -1,120,09 | 12,84+0,22 | 12,89£0,22 | 94,90£0,42 | 10,30+0,14
75,87£0,42 | -1,34+0,08 | 13,02+1,05 | 13,10£1,05 | 95,88+0,33 | 7,86+0,80
75,03+£1,23 | -1,36+0,16 | 14,11+0,76 | 14,17+£0,77 | 95,49+£0,35 | 8,28+1,39
72,80+0,51 | -0,97+0,20 | 13,73%+0,79 | 13,77+0,81 | 94,00+0,61+ | 10,57+0,69
67,64+0,57 | 0,13+0,07 | 13,454+0,33 | 20,93+0,33 | 87,32+0,22 | 8,96+0,44
73,46+£0,29 | -1,24+0,07 | 14,50£0,39 | 14,55+0,40 | 94,88+0,17 | 9,73%0,35
76,29+£2 .31 | -1,35+0,19 | 13,11£1,87 | 13,18£1,85 | 96,07£1,70 | 7,85%1,26
74,58+1,51 | -0,93+0,13 | 11,77+0,47 | 11,81£0,46 | 94,55+0,83 | 9,63%1,13
77,60+£0,23 | -1,2240,08 | 10,35+0,20 | 10,42+0,21 | 96,71+£0,31 | 7,99+0,31
76,62+0,45 | 1,26+0,05 | 10,73+0,38 | 10,81+£0,38 | 96,67+0,18 | 8,42+0,58
77,16+0,11 | -1,33+0,14 | 11,27£1,59 | 11,35+1,60 | 96,77+0,33 | 7,76+0,97
74,65+£0,70 | -1,28+0,08 | 13,67£1,59 | 13,73£1,59 | 95,38+0,32 | 8,91+0,21
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4.3. KAPACITET VEZANJA ULJA KAKAOVE LJUSKE I PROTEINA
BOBA

Rezultati kapaciteta vezanja ulja za netretiranu i tretitranu kakaovu ljusku prikazani su na

Slici 9. Kapacitet vezanja ulja (OBC) dobiven je racunski iz formule (2).

Iz rezultata je vidljivo da najveci kapacitet vezanja ulja imaju uzorci tretirani na 20 Hz tijekom
10 minuta, 60 Hz tijekom 1 minute, 60 Hz tijekom 5 minuta, 80 Hz tijekom 10 minuta i 80 Hz
tijekom 20 minuta. Takoder, usporedbom rezultata uoceno je da netretirana ljuska ima manji
kapacitet vezanja ulja nego bilo koji tretirani uzorak. Najmanji kapacitet vezanja ulja od

tretiranih uzoraka pokazuje kakaova ljuska tretirana na 20 Hz tijekom 1 minute.

Barisi¢ i sur. (2020a) spomenuli su kako netretirana ljuska kakaovca ima najmanji kapacitet
vezanja ulja u odnosu na uzorke tretirane HVED-om te kako je sposobnost vezanja ulja

povezana s veliCinom Cestica.

Rezultati kapaciteta vezanja ulja za netretirane i tretirane proteine boba prikazani su na Slici 10.
Usporedbom rezultata uoceno je da uzorci tretirani na 20 Hz tijekom 5 minuta, 40 Hz tijekom
5 minuta, 40 Hz tijekom 20 minuta, 80 Hz tijekom 10 minuta i 80 Hz tijekom 20 minuta imaju
najveci kapacitet vezanja ulja. Netretirani proteini boba imaju veéi kapacitet vezanja ulja u
odnosu na sve tretirane uzorke. 1z rezultata vidljivo je da proteini boba tretirani na 20 Hz

tijekom 30 sekundi imaju najmanji kapacitet vezanja ulja.

Zhang 1 sur. (2024) proveli su istrazivanje na proteinima soje koji su dobiveni ekstrakcijom i
kiselim talozenjem iz sojinih pahuljica. U istraZivanju su odredeni kapaciteti vezanja ulja za 14
razlicitih tipova izoliranih sojinih proteina te su zakljucili da se alifatski lanci kapljica ulja mogu
vezati na nepolarne bo¢ne lance aminokiselinskih ostataka pa zbog toga proteini s veCom

hidrofobno$¢u imaju ve¢i afinitet vezanja ulja.
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4. Rezultati i rasprava

4.4. UDIO UKUPNIH FENOLA U KAKAOVOJ LJUSCI

Rezultati odredivanja udjela ukupnih fenola za netretiranu i tretiranu kakaovu ljusku prikazani
su na Slici 11. Udio ukupnih fenola za tretiranu i netretiranu kakaovu ljusku kretao se od

80,89 mg/g do 183,87 mg/g.

Usporedbom rezultata uoceno je da je najveca koli¢ina ukupnih fenola kod uzorka tretiranog
na 60 Hz tijekom 1 minute, a najmanja kod uzorka tretiranog na 20 Hz tijekom 10 minuta.
Takoder, kakaova ljuska tretirana na 60 Hz tijekom 1 minute i 5 minuta pokazuje veci udio
ukupnih fenola od netretirane kakao ljuske dok su ostali tretmani pokazali manji udio ukupnih

fenola u odnosu na netretiranu kakaovu ljusku.

Barisi¢ 1 sur. (2020e) istrazivali su kako ¢e na sadrzaj polifenola i vlakana utjecati tretman
HVED-om te su uocili da se sadrzaj svih polifenolnih komponenti smanjio. Mehanizam
zadrzavanja fenolnih komponenata nakon tretmana HVED-om jo§ nisu u potpunosti
razjasnjeni, ali jedna od teorija je interakcija fenola s drugim sastojcima hrane (Bari$i¢ 1 sur.,

2020b).
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Slika 11 Udio ukupnih fenola kakaove ljuske
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4. Rezultati i rasprava

4.5. SVOJSTVA PJENJENJA PROTEINA BOBA

Rezultati pjenjenja za netretirane proteine boba prikazani su na Slici 12. Kapacitet pjenjenja
(FC) dobiven je racunski iz formule (3). Iz rezultata je uoceno da, medu tretiranim uzorcima,
najvece svojstvo pjenjenja pokazuju uzorci tretirani na 40 Hz tijekom 20 minuta i na 80 Hz

tijekom 10 minuta, a najmanje tretirani na 40 Hz tijekom 5 minuta.

Netretirani proteini boba pokazuju znacajno vece svojstvo pjenjenja u odnosu na sve tretirane

uzorke. Rezultati pokazuju da tretmani HVED-om smanjuju svojstva pjenjenja proteina boba.

Opcenito, pjena je koloidni sustav koji se sastoji od dvije faze: tekuce (koja je kontinuirana) i
plinovite (koja je rasprSena). Provedeno je istraZivanje na proteinima sirutke gdje su promatrana
svojstva pjenjenja proteina. Usporedivali su se proteini sirutke i proteini sirutke kompleksirani
sa sojinim izoflavonima. Istrazivanje je pokazalo da je komplekiranje poboljsalo svojstva

pjenjenja zbog toga Sto je kompleksiranje povecalo topljivost proteina sirutke (Liu i sur., 2022).
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Slika 12 Svojstva pjenjenja proteina boba
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4. Rezultati i rasprava

4.6. INDEKS EMULGIRAJUCE AKTIVNOSTI PROTEINA BOBA

Rezultati indeksa emulgirajuce aktivnosti za netretirane i tretirane proteine boba prikazani su

na Slici 13. Indeks emulgirajuce aktivnosti (EAI) dobiven je racunski iz formule (4).

Usporedbom rezultata tretiranih uzoraka uoc¢eno je da najve¢i indeks emulgirajuce aktivnosti
ima uzorak tretiran na 40 Hz tijekom 20 minuta, a najmanji indeks emulgirajuée aktivnosti ima
uzorak tretiran na 20 Hz tijekom 5 minuta. Takoder, uoceno je da netretirani uzorak ima najveci

indeks emulgiraju¢e aktivnosti u odnosu na sve tretirane uzorke.

Horvitz i sur. (2024) proucavali su utjecaj visokih hidrostatskih tlakova na tehnoloska svojstva
ovalbumina. Indeks emulgirajuce aktivnosti bio je vec¢i u usporedbi s kontrolnim uzorkom.
Pozitivan ucinak visokih hidrostatskih tlakova kod povecanja emulgirajuée aktivnosti pripisuje

se povecanoj medufaznoj aktivnosti zbog djelomi¢nog izlaganja hidrofobnih skupina.
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Slika 13 Prikaz indeksa emulgirajuce aktivnosti proteina boba
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5.ZAKLJUCCI



5. Zakljucdci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

1.

Tretiranje proteina boba i1 kakaove ljuske HVED-om na nizim frekvencijama ne utjece
znaCajno na elektricnu vodljivost, a kod tretiranja na viSim frekvencijama dolazi do

povecanja elektricne vodljivosti.

Tretmani uzoraka na razli¢itim frekvencijama tijekom razli¢itog vremena imaju utjecaj na
sve parametre boje L*, a*, b*, C i h°. Tretmani HVED-om viSe su utjecali na ukupnu
promjenu boje kod proteina boba nego kod kakaove ljuske. Na ukupnu promjenu boje
kakaove ljuske najmanje utjecu tretmani na 60 Hz, a najviSe tretmani na 20 Hz. Kod proteina
boba najmanji utjecaj na ukupnu promjenu boje imaju tretmani na 80 Hz, a najvise tretmani

na 20140 Hz.

Kapacitet vezanja ulja kod netretiranog uzorka kakaove ljuske je najmanji Sto znaci da
tretiranje HVED-om povecava kapacitet vezanja ulja kakaove ljuske. Suprotno tome,
netretirani proteini boba imaju najveci kapacitet vezanja ulja $to znaci da tretiranje proteina

boba HVED-om smanjuje kapacitet vezanja ulja.

Tretiranjem kakaove ljuske HVED-om pokazuje smanjenje sadrzaja ukupnih fenola u
usporedbi s netretiranom kakaovom ljuskom. Izuzetak se tretmani na 60 Hz tijekom 1
minute 1 5 minuta koji je pokazao veci udio ukupnih polifenola u odnosu na netretirani

uzorak.

Proteini boba koji su tretirani pokazuju manji kapacitet pjenjenja nego netretirani proteini

boba, odnosno tretmani HVED-om smanjuju sposobnost pjenjenja proteina boba.

Svi uzorci proteina boba koji su tretirani imaju manji indeks emulgirajuce aktivnosti nego
netretirani uzorak proteina boba, odnosno moze se zakljuciti da tretiranje HVED-om

smanjuje indeks emulgirajuce aktivnosti.
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