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Mikrobioloska kvaliteta kakaove ljuske

Sazetak

U ovom radu odredena je mikrobioloska kvaliteta kakaove ljuske koja se dobiva kao nusproizvod
u proizvodnji ¢okolade, nakon prZenja kakaovog zrna. Kakaova ljuska je tretirana postupkom
visokonaponskog elektriénog praznjenja (VNEP) pri 40 i 80 Hz tijekom 15, 30 i 45 min u vodenoj suspenziji
(pri koncentraciji kakaove ljuske 1,5 i 3,0 %). IstraZivanje je pokazalo da je kakaova ljuska, iako je prije
analize prosla termicki tretman (prZenje) jako opterecena mikroorganizmima, ali da se primjenom VNEP
mozZe reducirati broj enterobakterija. Naknadna obrada kakaove ljuske susenjem pri 40 °C, medutim,
uzrokuje oporavak mikroorganizama.

Kljuéne rijeéi: kakaova ljuska, visokonaponsko elektriéno praznjenje, aerobne mezofilne bakterije, kvasci
i plijesni, enterobakterije

Uvod

Kakaova ljuska je nusproizvod u proizvodnji ¢cokolade. Odvaja se od kakaovog zrna najce-
$¢e nakon przenja jer se przenjem olabavi veza ljuska — kotiledon te su manji gubici na endos-
permu koji se koristi u daljnjoj proizvodnji ¢okolade.

Uobic¢ajeno se kakaova ljuska koristi kao sredstvo za malciranje, kao sto¢na hrana i u pro-
izvodnji biogoriva (Panak Balenti¢ i sur, 2018), no kako je iznimno bogata vlaknima i poli-
fenolima, a sadrzi i metilksantine i vitamin D (Nsor-Atindana i sur,, 2012a i b; Martinez i sur.,
2012), ima veliki potencijal i za primjenu u prehrambenoj industriji. Tako su do sad istrazivane
mogucnosti ekstrakcije polifenolnih tvari (Arlorio i sur., 2005), teobromina (Hartati, 2010), di-
jetalnih vlakana (Nsor-Atindana i sur., 2012b) i pektina (Mollea i sur., 2008; Vriesmann i sur.,
2011), kakaova ljuska koristena je kao adsorbens za procis¢avanje voda (de Lunai sur., 2017)
i supstrat u proizvodnji bioplina (Ward-Doria i sur., 2016) i enzimskih preparata (Yusof i sur,,
2016; Khanamadi i sur., 2016).

Kakaovom ljuskom obogacivani su keksi (Karlina i sur., 2012), ekstrudirani snack proizvodi
(Jozinovici sur, 2016), vlaknima kakaove ljuske obogaceni su kruh (Collari sur., 2009) i muffini
(Martinez-Cerveraisur., 2011), polifenoli kakaove ljuske koristeni su kao antioksidansi u ulju za
przenje (Manzano i sur., 2017) i kuhanoj govedini (Ismail i Lee, 2006).

Medutim, veliko ograni¢enje u primjeni kakaove ljuske mogla bi biti njena mikrobioloska
kvaliteta jer je ljuska svojevrsna zastita zrna od utjecaja okolisnih faktora, uklju¢ujuci i mikro-
organizme. Stoga je cilj ovoga rada bio ispitati mikrobiolosku kvalitetu kakaove ljuske uzete
nakon przenja i utjecaj naknadne obrade ljuske na nju.

Materijali i metode

Kakaovo zrno przeno je na 135 °C tijekom 55 min. Nakon toga, odvojena je ljuska koja je
uzeta za daljnja istrazivanja.

Kao nulti uzorak (netretirana kakaova ljuska) uzeta je ljuska nakon przenja. Nadalje, pripravlje-
ne su 1,5 % 3 % suspenzije kakaove ljuske u destiliranoj vodi koje su tretirane na sljededi nacin:
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-Mijesanjem na magnetnoj mijesalici pri sobnoj temperaturi tijekom 15 min, 30 min i 45 min

-Tretiranjem visokonaponskim elektriénim praznjenjem (VNEP) pri 40 Hz i 80 Hz tijekom 15
min, 30 min i 45 min.

Uredaj za VNEP konstruiran je na Prehrambeno-tehnoloskom fakultetu, a izraden je u su-
radnji s firmom Inganiare CPTS1. Tretiranje uzoraka u komori uredaja radi se,, pin-to-plate” (raz-
mak izmedu elektroda 2 cm), a mijesanje uzoraka je pomocu magnetske mijesalice.

Nakon tretmana ljuska je filtracijom odvojena od tekuceqg dijela te osusena na 40°C u labo-
ratorijskom susioniku (Memmert UFE 500) i samljevena u laboratorijskom mlinu (IKA Universal
mill M20 S000) tako da prolazi kroz sito 2 mm.

Svi uzorci su odmah nakon tretmana zamrznuti (-18 °C) i tako ¢uvani do analize.

Udio suhe tvari odreden je susenjem na 105 °C do konstantne mase, a aktivitet vode po-
mocu uredaja za mjerenje aktiviteta vode (HygroLab 3, Rotronic). Mikrobioloska analiza prove-
dena je prema standardnim metodama: EN ISO 4833-1:2013, EN ISO 6579:2005, EN ISO 6579/
Cor2:2010, EN ISO 21528-2:2013 i EN ISO 21527:2009. Svaka metoda je radena iz posebnih
razrjedenja, 1. za svaku metodu po uzorku je vriena posebna odvaga 25 g za Salmonella spp.,
aza ostale tri metode posebno po 10 g kakaove ljuske.

Rezultati i rasprava

Cilj ovoga rada bio je ispitati mikrobiolosku kvalitetu kakaove ljuske koja se dobije kao nu-
sproizvod nakon przenja kakaovog zrna prije i nakon tretmana visokonaponskim elektricnim
praznjenjem (VNEP) i susenja pri 40 °C. Temperatura susenja odabrana je u skladu s preporuka-
ma za termicki tretman sirovina bogatih polifenolima, kako bi se smanjila toplinska degradaci-
ja ovih bioaktivnih komponenti.

U Tablici 1 prikazane su vrijednosti udjela suhe tvari i aktiviteta vode u analiziranim uzorci-
ma. Iz dobivenih rezultata vidljivo je da je mijeSanjem u vodi, bez obzira na to je li primijenjen
tretman VNEP ili ne, porastao aktivitet vode u uzorcima, ali je on i dalje znacajno nizi od 0,95.

Tablica 1. Udio suhe tvarii aktivitet vode (a ) u przenoj kakaovoj ljusci prije i nakon tretma-
na suspenzije neusitnjene ljuske koncentracije 1,5 %i 3,0 % (mijesanje — u vodi pri sobnoj tem-
peraturi; 40 Hz i 80 Hz — tretman visokonaponskim elektri¢nim praznjenjem u vodi uz mijeSanje
pri navedenoj frekvenciji)

Table 1. Dry matter content and water activity (a ) in roasted cocoa husk before and after
the treatment in water suspension 1,5% and 3,0% (shearing — in water at room temperature;
40 Hz and 80 Hz - treatment by high-voltage electric discharge in water with shearing at the
appropriate frequency)

1,5% 3,0%
Tretman /Treatment Suha tvar / Dry Suhatvar / Dry matter
matter (%) a, (%) Ay

Netretlrar:) E;;khau :kuntreated 94,29 0372 94,29 0372
15 min, mijesanje / shearing 87,78 0,552 85,93 0,559
30 min, mijesanje / shearing 87,38 0,570 85,96 0,561
45 min, mijesanje / shearing 86,45 0,579 8497 0,572
15 min, 40 Hz 86,87 0,557 87,22 0,58
30 min, 40 Hz 8863 0,532 86,76 0,591
45 min, 40 Hz 87,90 0,545 86,83 0579
15 min, 80 Hz 86,92 0,577 87,19 0,597
30 min, BOHz B7,72 0,547 86,24 0,583
45 min, 80 Hz 8743 0,567 86,15 0,78
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U Tablicama 2 i 3 prikazani su rezultati mikrobioloske analize kakaove ljuske. Napravljena
,dvostruka slijepa provjera” — za usporedbu su, osim netretirane ljuske i ljuske tretirane VNEP
pri dvije frekvencije, pripravljeni i uzorci koji su samo mijesani u vodi tijekom odgovarajuceg
vremena kako bi se razlucilo ima li na mikroorganizme utjecaja VNEP ili samo voda.

Tablica 2. Mikrobioloska kvaliteta przene kakaove ljuske prije i nakon tretmana suspen-
zije neusitnjene ljuske koncentracije 1,5 % (mijesanje — u vodi pri sobnoj temperaturi; 40 Hz i
80 Hz - tretman visokonaponskim elektri¢cnim praznjenjem u vodi uz mije§anje pri navedenoj
frekvenciji)

Table 2. Microbial quality of roasted cocoa husk before and after the treatment in water
suspension 1,5% (shearing — in water at room temperature; 40 Hz and 80 Hz — treatment by
high-voltage electric discharge in water with shearing at the appropriate frequency)

Metode i kriteriji prihvatljivosti / Methods and criteria

Aerobne mezofilne T
Kvascii plijesni /

Uzorak / Sample Salmonella Enterobacteriaceae bakterije'f‘ Aerobic' Yeasts and molds
spp.* (m:‘IOchu/g mESOphIhE bacteria (m=10cfu/g
(n.n*u25q) M=10cfu/g) cfu (Mm:;;?1 ;‘ﬁé;ﬂ; } M=10'cfu/g )
g9
r:::s;‘t’:é‘i ggg:?]::;‘ika / nnu2s5g  2,7x10fu/g 1,4x10°cfu/g <10 cfu/g
1,5 %, 15 min, mijeSanje / shearing n.n.u25g 1,6x10°cfu/g 3,2x10¢cfu/g 1,8x10%cfu/g
1,5 %, 30 min, mijesanje / shearing n.n.u25g 3,5x10°cfu/g 2,4x10°cfu/g 2,4x10'cfu/g
1,5 %, 45 min, mijeSanje / shearing n.n.u25g 1,2x10°cfu/g 2,3x107cfu/g 2,6x10'cfu/g
1,5 %, 15 min, 40 Hz nn.u2sg 1,5x10°cfu/g 1,6x107cfu/g 1,5x10%cfu/g
1,5 %, 30 min, 40 Hz nn.u25g 1,5%10°cfu/g 2,2x10%cfu/g 3,6x10%cfu/g
1,5 %, 45 min, 40 Hz nn.u25g 1,4x10"cfu/g 2,8x10°cfu/g 1,8x10%cfu/g
1,5 %, 15 min, 80 Hz nn.u2sg 51x10'cfu/g 6,8x10%cfu/g 1,8x10°cfu/g
1,5 %, 30 min, 80 Hz nn.u2sg 5,5x10'cfu/g 1,7x107cfu/g 9,0x10°cfu/g
1,5 %, 45 min, 80 Hz nn.u25g 7,6x10°cfu/g 2,6x107cfu/g 1,9x10cfu/g

*odsutnost/ not detected

Niti u jednom uzorku nije detektirana prisutnost Salmonella spp. Svi uzorci imali su veliki
broj aerobnih mezofilnih bakterija (od 2,8 x 10° cfu/g u ljusci tretiranoj u 1,5 % suspenziji 45

tome su svi uzorci tretirani u 1,5 %-tnoj suspenzijiimali vedi broj enterobakterija od netretirane
kakaove ljuske, a u 3 %-tnoj suspenziji samo je kod jednog uzorka doslo do smanjenja njihovog
broja. Nakon svih tretmana doslo je do porasta broja plijesni i kvasaca u odnosu na netretiranu
ljusku, pri ¢emu je on nesto manji kod uzoraka na kojima je primijenjeno VNEP u 1,5 %-tnoj
suspenziji, dok je u 3 %-tnoj suspenziji kod uzoraka tretiranih VNEP taj broj ¢ak veci nego kod
uzoraka koji su samo mijesani u vodi.

Ranija istrazivanja, medutim, pokazala su da se VNEP moze koristiti u cilju smanjenja mikro-
bioloske kontaminacije. Tako su Ahmed i sur. (2017) objavili da su primjenom plazme u vodi
inaktivirali Escherichia coli. Pri tome su utvrdili da i reaktivne Cestice koje se generiraju i/ili do-
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daju tijekom tretmana (O,, H,0,) imaju utjecaja na sterilizirajuci efekt plazme, koji se zadrzao
i 72 h nakon tretmana. Ragni et al. (2016) ispitali su utjecaj materijala od kojeg su izradene
elektrode za plinsku plazmu koja se generira dielektricnim praznjenjem na Escherichia coli i
Listeria monocytogenes. Utvrdili su da napon, jakost struje i aktivna snaga te reaktivne cestice (u
ovom slucaju nitrati i nitriti) nemaju znacajnog utjecaja na dekontaminaciju vode, ali su srebro i
mesing imali znacajan utjecaj. Butscher i sur. (2016) utvrdili su i da priroda tretiranog materijala
znacajno utjeCe na uspjesnost procesa, pri ¢emu je smanjenje broja endospora Geobacillus
stearothermophilus na polipropilenskim glatkim povrsinama bilo znacajno vece u odnosu na
zrna psenice, koja imaju neravnu povrsinu i duboku brazdicu.

Delsart i sur. (2105) primijenili su VNEP u inaktivaciji mikroorganizama u vinu te su postigli
znacajno smanjenje broja plijesni i bakterija, ali tretman nije bio uspjesan kao pulsirajuce elek-
tricno polje, a doslo je i do snizenja udjela polifenola.

Tablica 3. Mikrobioloska kvaliteta przene kakaove ljuske prije i nakon tretmana suspenzije
neusitnjene ljuske koncentracije 3,0 % (mijesanje — u vodi pri sobnoj temperaturi; 40 Hz i 80
Hz — tretman visokonaponskim elektriénim praznjenjem u vodi uz mijesanje prinavedenoj fre-
kvenciji)

Table 3. Microbial quality of roasted cocoa husk before and after the treatment in water
suspension 3% (shearing —in water at room temperature; 40 Hz and 80 Hz - treatment by high-
voltage electric discharge in water with shearing at the appropriate frequency)

Metode i kriteriji prihvatljivosti /Methods and criteria

Aerobne
mezofilne Kvasci i plijesni
Uzorak/ Sample Salmonella Enterobacteriaceae  bakterije / Aerobic  /Yeasts and
spp. (m=10cfu/g mesophilic molds
(nn*u25q) M=10cfu/g) bacteria (m=10°cfu/g
(m=10"cfu/g M=10%cfu/g)

M=5x10"cfu/g)

Netretirana kakao ljuska /

untreated cocoa husk nn.u2sg 2,7x10%cfu/g 1.4x10°cfu/g <10 cfu/g

3 %, 15 min, mijesanje/ shearing n.n.u25g 1,0x10"cfu/g 74x10°cfu/g 2,7x10%cfu/g
3 %, 30 min, mijesanje/ shearing n.n.u25g 6,7x10°cfu/g 3, 4x10¢8cfu/g 9,1x10cfu/g
3 %, 45 min, mijesanje/ shearing nn.u25g 1,8x10°cfu/g 3,0x10°cfu/g 9,1x10cfu/g
3 9%, 15 min, 40 Hz nn.u2sg 7,9x10%cfu/g 1,7x10°cfu/g 1,3x10°cfu/g
3 9%, 30 min, 40Hz nn.u2sg 9,1x10%cfu/g 6,0x10°cfu/g 1,1x10%fu/g
3 9%, 45 min, 40 Hz nn.u2sg 2,9x10%cfu/g 8,0x10°cfu/g 9,1x10°cfu/g
3 9%, 15 min, 80 Hz nn.u2sg 1,9%10%cfu/g 1,0x10°cfu/g 3,2x10"cfu/g
3 9%, 30 min, 80 Hz nn.u25g 1,3x10°cfu/g 2,8x10°cfu/g 9,5x10"cfu/g
3 9%, 45 min, 80 Hz nn.u25g 3,1x10%cfu/g 1,2x10fcfu/g 3,2x10"cfu/g

*odsutnost / not detected
Do porasta broja mikroorganizama u ovom istrazivanju, medutim, najvjerojatnije nije doslo

uslijed tretmana VNEP, nego tijekom susenja. Naime, temperatura susenja bila je 40 °C, sto nije
znacajno vise od optimalne temperature za razvoj mikroorganizama te je tijekom susenja mo-
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glo doci do oporavka prezivjelih stanica i njihovog razmnozavanja. Do sli¢nih rezultata doslo
se u radu Mandure (2016), gdje je utvrdeno da je nakon 18 sati na 30 °C doslo do rekuperacije
stanica E. coli, iako je tretman plazmom pri 60, 90 i 120 Hz uzrokovao oksidacijski stres i odu-
miranje bakterija.

Kako bi se provjerila ova hipoteza, odabran je uzorak ljuske tretiran u 3 %-tnoj suspenziji
15 min na 40 Hz. Tretman je ponovljen u istim uvjetima, ali je odmah po zavrsetku tretmana
dekantiran visak vode, a tretirana ljuska zamrznuta i liofilizirana u laboratorijskom liofilizatoru
Alpha LSC Plus, Christ, Njemacka (pocetna temperatura proizvoda: -11 °C; vakuum postignut
nakon 4 min; temperaturna rampa: -20 °C, 2 h/-15°C, 2 h/-10°C, 2,5 h/-5 °C, 2 h/0 °C, 3 h/final
drying: 25 °C, 2 h). Liofiliziranoj ljusci takoder je odredena mikrobioloska kvaliteta te je utvrde-
no da sadrzi < 10 cfu/g enterobakterija, 2,4 x10° cfu/g aerobnih mezofilnih bakterija i 10% cfu/g
kvasaca i plijesni §to ukazuje na uspjesnost VNEP u redukciji broja enterobakterija.

Zakljucak

lako je kakaova ljuska dobar izvor prehrambenih vlakana i polifenola te ima veliki potencijal
za primjenu u proizvodnji prehrambenih proizvoda u okviru kruzne ekonomije, pri tome je
potrebno voditira¢una i o njenoj sigurnosti za potrosaca. S obzirom da se radi o dijelu zrna koji
je u velikoj mjeri izloZzen okolisnim utjecajima, posebnu pozornost treba obratiti na njenu mi-
krobiolosku kvalitetu i mogucnosti pobolj$anja iste. Primjenom visokonaponskog elektri¢nog
praznjenja moguce je reducirati broj enterobakterija na kakaovoj ljusci, ali je potrebno dodat-
no istraziti optimalne uvjete tretiranjai utjecaj naknadne manipulacije ljuskom na rekuperaciju
mikroorganizama.
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Microbial Quality of Cocoa Husk
Abstract

In this paper, microbial quality of cocoa husk, a by-product of chocolate production after roasting cocoa
bean, was evaluated. Cocoa husk was treated by high-voltage electrical discharge (HVED) at 40 and 80 Hz
during 15, 30 and 45 min in water suspension (at concentration of 1,5 and 3,0%). The research showed that
cocoa husk, although it has been subjected to thermal treatment during roasting, is heavily loaded with
microorganisms, but the number of enterobacteria may be reduced by HVED. Subsequent drying at 40 °C,
on the contrary, enables revival of microorganisms.

Keywords: cocoa shell, high-voltage electrical discharge, aerobic mesophilic bacteria, yeasts and moulds,
enterobacteria
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