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1. UVOD 

U posljednjih nekoliko godina pojavljuje se rastuća potražnja potrošača za funkcionalnom 

hranom što je posljedica njihove povećane svijesti o zdravlju, ekološkoj održivosti i želji za 

povratkom prirodnim i manje prerađenim prehrambenim proizvodima. Također, potrošači su 

sve više informirani o zdravstvenim aspektima funkcionalne hrane, posebice one koja sadrži 

bioaktivne spojeve podrijetlom iz tradicionalnih biljnih vrsta, čija konzumacija može rezultirati i 

određenim biološkim učincima.  

Haritaki (Terminalia chebula Retz.) ima široku uporabu u tradicionalnoj medicini gdje se koristi 

za detoksikaciju, poboljšanje probave i jačanje imunološkog sustava. Navedena terapeutska 

svojstva rezultat su prisustva različitih bioaktivnih spojeva u haritakiju, naročito  tanina, 

flavonoida, fenolnih kiselina, polisaharida, terpena te esencijalnih mineralnih tvari. S obzirom 

na to da su neki bioaktivni spojevi, naročito polifenolni spojevi, osjetljivi na razne vanjske uvjete 

(prisutnost svjetla i kisika, visoka temperatura, itd.), kao i uvjete u probavnom sustavu te imaju 

nisku biodostupnost i gorak okus, razvijene su različite tehnike inkapsulacije koje nadilaze 

navedene prepreke i omogućuju njihovu širu primjenu. 

Inkapsulacija se odnosi na proces u kojem se biološki aktivni spojevi smještaju unutar ili oblažu 

sustavom nosača formirajući mikročestice ili kapsule koje omogućuju ciljano i kontrolirano 

otpuštanje aktivnih spojeva u organizmu. U farmaceutskoj industriji, a u posljednje vrijeme i u 

prehrambenoj, istražuje se mogućnost primjene liposomalne inkapsulacije pošto amfifilna 

svojstva liposoma pogoduju inkapsulaciji i hidrofilnih i hidrofobnih spojeva. 

Zbog svoje popularnosti među potrošačima i rastuće potražnje na tržištu, čokolada je poželjan  

prehrambeni matriks za obogaćivanje funkcionalnim sastojcima.  

Ciljevi ovog rada su bili:  

• karakterizacija bioaktivnog sastava ekstrakta haritakija određivanjem udjela ukupnih 

polifenola, antioksidacijskog kapaciteta te udjela pojedinačnih polifenolnih spojeva 

• inkapsulacija ekstrakta tehnikom liposomalne inkapsulacije te bioaktivna i fizikalna 

karakterizacija formuliranih liposomalnih sustava 

• formulacija čokolade obogaćene dodatkom liposomalnog inkapsulata haritakija te 

karakterizacija njenih bioaktivnih, reoloških, fizikalnih, teksturalnih i senzorskih svojstava. 
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2. TEORIJSKI DIO  

2.1. HARITAKI (Terminalia chebula Retz)  

Rod Terminalia iz porodice Combretaceae obuhvaća 200 – 250 biljnih vrsta. Vrste iz roda 

Terminalia široko su rasprostranjene u južnoj Aziji, Australiji te tropskim i suptropskim 

područjima Afrike (McGaw i sur., 2001). Naziv „Terminalia“ dolazi od latinske riječi „terminus“ 

što znači da se lišće nalazi na krajevima grana. Listovi su veliki i kožasti, 10 cm dugački i 6 cm 

široki, a cvjetovi su zeleno-bijele boje. Plodovi su koštunice, dugački 3,1 cm i široki 1,7 cm te 

su prisutni u žutoj, tamnocrvenoj i crnoj boji (slika 1). Plodovi pojedinih vrsta su jestivi i 

posjeduju različita ljekovita svojstva (Zhang i sur., 2019; Pathak i sur, 2019; Deshmukh i sur., 

2013). Plodovi se konzumiraju sirovi, kao dekokt i u obliku praha (Gupta, 2012). Terminalia 

chebula Retz jedna je od farmakološki najistraženijih vrsta iz roda Terminalia te potječe iz 

jugoistočne i južne Azije (Nigam i sur., 2020). U Tibetu je prozvan „kraljem medicine“, a naziv 

„Haritaki“ posvećen je bogu Šivi (Hara) jer, prema legendi, otklanja sve bolesti (Bulbul i sur., 

2022). Plodovi haritakija bogati su polifenolnim spojevima, uključujući fenolne kiseline, topljive 

tanine i flavonoide, a sadrže i vitamin C u visokom udjelu. Zbog svojih farmakoloških učinaka, 

kao što su antioksidacijsko, hepatoprotektivno, neuroprotektivno, citotoksično, antidijabetsko 

te protuupalno, haritaki je predmet proučavanja brojnih znanstvenih istraživanja (Nigam i sur., 

2020). Na tržištu je dostupan kao samostalna biljka, u sirovom ili praškastom obliku, a često i 

kao sastavni dio tradicionalnog praškastog biljnog pripravka „Triphala“, koji uz haritaki, sadrži 

i plodove biljaka amalaki i bibhitaki (Gupta, 2012).  

 

Slika 1. Stablo (A), plodovi i lišće (B) i suhi plodovi (C) haritakija (Pradeep i sur., 2022) 
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2.1.1. Bioaktivni spojevi haritakija  

Plodovi haritakija sadrže visoki udio polifenolnih spojeva, uključujući fenolne kiseline, tanine i 

flavonoide. Do sada, u haritakiju je identificirano 30-ak polifenolnih spojeva haritakija koji su 

prikazani u tablici 1. Uz polifenolne spojeve, plodovi haritakija sadrže i visoki udio vitamina C 

(1,12 mg g-1) (Nigam i sur., 2019; Kubola i sur., 2011). Trenutno je u bazi podataka Web of 

Science (WoS, 2024) dostupno 58 radova na temu bioaktivnog sastava haritakija.  

2.1.2. Biološko djelovanje haritakija 

Akumulacijom slobodnih kisikovih radikala dolazi do oksidacijskog oštećenja molekule DNK, 

peroksidacije lipida, karbonilacije proteina te inaktivacije antioksidacijskih enzima u stanici. 

Ova stanja mogu dovesti do pojave kroničnih bolesti poput raka, upale, dijabetesa, 

kardiovaskularnih bolesti i ateroskleroze (Bulbul i sur., 2022).  

Polifenoli u sastavu haritakija, mogu donirati vodik te tako stabilizirati ili eliminirati slobodne 

radikale (Chen i sur., 2011). Vodeni ekstrakt ploda haritakija zaustavlja razvoj oštećenja 

izazvanih starenjem štiteći stanice od oksidacijskog stresa (Mahesh i sur., 2009), a uz to, 

protein TCP-III, također prisutan u  plodu haritakija, štiti stanice od napada slobodnih radikala 

(Srivastava i sur., 2012).  

Pozitivno djelovanje haritakija dokazano je i kod dijabetesa u istraživanju Senthilkumar i 

Subramanian (2008) koji su objavili smanjenje razine glukoze u krvi štakora s dijabetesom, 

uslijed konzumacije 200 mg kg-1 tjelesne mase plodova haritakija kroz 30 dana. Lee i sur. 

(2017) istraživali su djelovanje spojeva haritakija u inhibiciji α-glukozidaze kvasca i intestinalne 

α-glukozidaze štakora i među analiziranim spojevima, 23-O-galoil-arjunolna kiselina (IC50 = 

21,7 μM) i 23-O-galoil-arjunol-28-O-β-D-glukopiranozil ester (IC50 = 64,2 μM) pokazali su 

snažno inhibitorno djelovanje na α-glukozidazu kvasca.  

Haritaki se tradicionalno koristi kao antikancerogeni lijek u Africi i Aziji, a preliminarno 

istraživanje koje su proveli Pellati i sur. (2013)  pokazalo je da dekokt haritakija posjeduje 

kemoprotektivna svojstva zbog prisustva derivata galne kiseline. Galna kiselina pokazala je 

citotoksično djelovanje na različitim humanim staničnim linijama raka, kao što su humane 

stanične linije raka želuca i adenokarcinoma debelog crijeva.  

Također, u radu Feng i sur. (2021) dokazano je da čebulinska kiselina, kao jedan od glavnih 

sastojaka haritakija, posjeduje hepatoprotektivno djelovanje na staničnim modelima jetre i u 

jetri miševa. Tretman čebulinskom kiselinom spriječio je nastanak oštećenja, nastalih 

djelovanjem tert-butil hidrogena, u L-O2 hepatocitima, smanjio razine LDL-a (engl. low density 

lipoproteins) te kod miševa zaštitio jetru od ozljeda uzrokovanih tetraklormetanom.  
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Tablica 1. Pregled istraživanja na temu polifenolnog profila haritakija 

Područje 
rasta 

Parametri 
ekstrakcije 

Galna kiselina i njeni 
derivati 

Čebulinski elagitanini 
Nečebulinski 

elagitanini 
Drugi polifenolni 

spojevi 
Referenca 

Guwahati, 
Indija 

ekstrakcija u 
centrifugi uz vodu 

kao otapalo, 2 h, 37 
°C, 150 rpm, 1 g 

uzorka i 5 ml vode 

galna kiselina (19,78 %), 4-
O-galoil šikiminska kiselina 

(3,25 %), 5-O-galoil 
šikiminska kiselina (3,25 %), 
metil galat (5,20 %), 1,2,4,6 

tri-O-galoil-β-D-glukoza 
(6,86 %) 

čebulinska kiselina (2,17 %), 
čebulaginska kiselina (11,84 %), 
čebulinininska kiselina (7,89 %)  

korilagin (15,92 %) 

šikiminska kiselina 
(0,35 %), 5-

hidroksimetilfurfural 
(0,92 %), 

protokatehinska 
kiselina (2,84 %), 
elaginska kiselina 

(12,66 %) 

Khan i sur. 
(2023) 

Verona, 
Italija 

ekstrakcija u 
ultrazvučnoj kupelji 

uz vodu kao 
otapalo,1 min, 

sobna temperatura, 
0,25 g uzorka i 50 

mL vode 

 
galna kiselina (27,96 mg g-1 

uzorka), 1,6-di-O-galoil- β-
D-glukoza (4,16 mg g-1 

uzorka), 3,4,6-tri-O-galoil-β-
D-glukoza (55,87 mg g-1 

uzorka), 1,3,4,6-tetra-O-
galoil-β-D-glukoza (24,25 
mg g-1 uzorka), 1,2,3,4,6-

penta-O-galoil-β-D-glukoza 
(13,53 mg g-1 uzorka) 

 

čebulinska kiselina (54,03 mg g-1 

uzorka), čebulaginska kiselina 
(29,09 mg g-1 uzorka), 

čebulininska kiselina (20,23 mg g-

1 uzorka) 

korilagin (40,31mg 
g-1 uzorka), α-

punikalagin (35,55 
mg g-1 uzorka), β-
punikalagin (41,25 

mg g-1 uzorka) 

elaginska kiselina 
(8,00 mg g-1 

uzorka) 

Pellati i 
sur. (2013) 

Cairo, 
Egipat 

ekstrakcija 
miješanjem uz 
metanol kao 

otapalo, 3 h, 35 °C 

 
galna kiselina (3,68 mg g-1 

uzorka), tri-O-galoil-
šikiminska kiselina (3,26 mg 

g-1 uzorka), di-O-galoil 
glukoza (11,98 mg g-1 

uzorka), tri-O-galoil glukoza 
(3,09 mg g-1 uzorka), tetra-

O-galoil glukoza (6,52 mg g-

1 uzorka), penta-O-galoil 
glukoza (3,51 mg g-1 uzorka) 

 

čebulinska kiselina (7,99 mg g-1 

uzorka), čebulaginska kiselina 
(24,17 mg g-1 uzorka), 

čebulininska kiselina (4,00 mg g-1 

uzorka), čebulanin (7,17 mg g-1  
uzorka), metil neočebulanin (2,18 

mg g-1 uzorka), metil 
neočebulagat (7,14 mg g-1 

uzorka), metil neočebulinat (9,01 
mg g-1 uzorka) 

korilagin (13,80 
mg g-1 uzorka), 

punikalagin (11,22 
mg g-1 uzorka) 

elaginska kiselina 
(4,08 mg g-1 

uzorka) 

Pfundstein 
i sur. 

(2010) 
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Tablica 1. Pregled istraživanja na temu polifenolnog profila haritakija - nastavak 

 

Područje rasta Parametri 
ekstrakcije 

Galna kiselina i 
njeni derivati 

Čebulinski 
elagitanini 

Nečebulinski 
elagitanini 

Drugi polifenolni 
spojevi 

Referenca 

Kerala, Južna Indija 

ekstrakcija u 
ultrazvučnoj kupelji 

uz etanol kao 
otapalo, 15 min, 

sobna temperatura, 
omjer 

uzorak/otapalo 1 
g:10 mL 

galna kiselina (13,8 
mg g-1  uzorka) 

čebulaginska 
kiselina (163,50 mg 

g-1 uzorka), 
čebulininska 

kiselina (59,50 mg 
g-1 uzorka) 

arjungenin (7,15 mg 
g-1 uzorka), 

 

elaginska kiselina 
(30,1 mg g-1 uzorka) 

kininska kiselina 
(16,9 mg g-1 

uzorka), 
arjunolna kiselina 

(1,49 mg g-1 uzorka) 

Singh i sur. (2016) 

Lanzhou, Kina 

ekstrakcija u 
ultrazvučnoj kupelji 

uz vodu kao 
otapalo, 90 min, 

sobna temperatura, 
100 g uzorka i 600 

mL vode 

mono-galoil 
glukoza, di-galoil 

glukoza, metil galat, 
tri-galoil glukoza, 

tetra-galoil glukoza 

čebulinska kiselina, 
čebulanin, 

čebulaginska 
kiselina, 

čebulininska 
kiselina 

korilagin, geranin 
šikiminska kiselina, 
elaginska kiselina 

Li i sur. (2021) 
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Istraživanja su pokazala i neuroprotektivno djelovanje haritakija protiv Alzheimerove bolesti. 

Elaginska kiselina, galna kiselina i topljivi tanini iz plodova biljke dokazano inhibiraju 

acetilkolinesterazu (ACE) i butirilkolinesterazu (Afshari i sur., 2016).  

Na modelima miševa analizirano je djelovanje haritakija na kognitivne funkcije te je uočeno da 

ima povoljan učinak na pamćenje i učenje (Nageswara i sur., 2013). Nadalje, Na i sur. (2004) 

dokazali su da je etanolni ekstrakt ploda haritakija smanjio oksidacijski stres i pokazao 

citoprotektivni učinak kod oštećenja uzrokovanih UVB zrakama.  

Također, zabilježeno je i inhibirajuće djelovanje haritakija na skraćivanje telomera starenjem 

(Na i sur., 2004).  

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (engl. World Health Organization – WHO), 80 % 

svjetske populacije još uvijek koristi tradicionalne biljne lijekove za potrebe primarne 

zdravstvene zaštite. Trenutno se procjenjuje da postoji više od 35 000 biljnih vrsta koje se 

koriste u medicinske svrhe (Napagoda i sur., 2022). Zbog svojih različitih bioloških aktivnosti, 

uporaba haritakija raširena je u raznim tradicionalnim medicinskim sustavima. Međutim, 

djelotvornost ekstrakta haritakija na in vitro i in vivo biološkim sustavima još uvijek nije dovoljno 

istražena (Kim i sur., 2022), iako se zna da je ono posljedica prisustva različitih bioaktivnih 

spojeva. 

 

2.2. INKAPSULACIJA   

Inkapsulacija je tehnika ugrađivanja krutih tvari, tekućina ili plinova u male kapsule koje 

kontrolirano otpuštaju svoj sadržaj tijekom duljeg razdoblja. Drugim riječima, to je proces u 

kojem se aktivna tvar zarobljava unutar nosača. Aktivna tvar predstavlja bioaktivni spoj ili 

sastojak koji se inkapsulira, a naziva se još i jezgra, ispun ili unutarnja faza. Nosač je materijal 

za inkapsulaciju, a naziva se još membrana, matrica ili vanjska faza (Desai i sur., 2005). 

Inkapsulacija pridonosi stabilnosti spojeva na način da usporava procese razgradnje (hidroliza 

ili oksidacija) te osigurava njihovu isporuku na ciljana mjesta u organizmu (McClements i 

Lesmes, 2009). Materijali koji se koriste kao nosači moraju biti jestivi i biorazgradivi, 

istovremeno otporni na vanjske uvjete, a ne smiju kemijski reagirati s inkapsuliranim spojem. 

Najčešće korišteni nosači za inkapsulaciju u prehrambenoj industriji su polisaharidi (škrob i 

njegovi derivati, arapska guma, karaya guma, galaktomanani, karagenan, alginati, kitozan, 

ksantan, itd.), proteini (proteini sirutke, kazein, želatina, gluten, itd.) i lipidi (masne kiseline, 

masni alkoholi, voskovi, gliceridi i fosfolipidi) (Wandrey i sur., 2009). Najčešća podjela tehnika 

inkapsulacije je na:  
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• Fizikalne tehnike - sušenje raspršivanjem, ekstruzija, liofilizacija, presvlačenje u 

fluidiziranom sloju, inkapsulacija pomoću superkritičnih fluida 

• Fizikalno-kemijske tehnike - ionsko geliranje, jednostavna ili kompleksna koacervacija, 

raspršivanje hlađenjem, emulgiranje, inkapsulacija isparavanjem otapala, liposomalna 

inkapsulacija 

• Kemijske tehnike - in situ polimerizacija, međufazna polimerizacija, međufazna 

polikondenzacija, međufazno umrežavanje 

• Elektrodinamičke metode - elektroispredanje, elektroraspršivanje (Abedini i sur., 2023; 

Eun i sur., 2020). 

 

2.2.1. Liposomalna inkapsulacija 

Liposome je 60-ih godina 20. stoljeća otkrio znanstvenik Alec D. Bangham, sa Sveučilišta 

Cambridge, koji je objasnio njihovu strukturu, navodeći da se sastoje od više lipidnih dvosloja 

(lamela) koji okružuju vodenu jezgru (Bangham i Horne, 1964). Prvobitni liposomi bili su 

sastavljeni od prirodnih lipida, ali do sada je već prisutno mnogo sintetskih oblika i surfaktanata. 

Liposomi imaju sposobnost inkapsulacije hidrofilnih i hidrofobnih spojeva. Hidrofobni spojevi 

smještaju se unutar lipidnog dvosloja, a hidrofilni unutar vodene jezgre. Liposomi se smatraju 

idealnim sustavom za isporuku lijekova zbog morfološke sličnosti sa staničnim membranama 

te sposobnosti učinkovite inkapsulacije malih molekula i makromolekula te biorazgradivosti 

(Felice i sur., 2014). Prikladnost liposoma kao sustava za isporuku ovisi o fizikalno-kemijskim 

svojstvima inkapsuliranog spoja, njegovoj veličini, površinskom naboju, organizaciji lipida, itd. 

(Euliss i sur., 2006). Liposomi su uglavnom sastavljeni od fosfolipida, amfifilnih molekula koje 

imaju hidrofilnu glavu i dva hidrofobna lanca (slika 2). Radi se o amfipatskim molekulama, 

diesterima fosfatne kiseline, koji su s jedne strane esterificirani derivatom glicerola ili 

sfingozina, a s druge strane kolinom, etanolaminom, serinom, inozitolom ili glicerolom. 

Liposomi se u vodenoj sredini orijentiraju u fosfolipidne dvosloje sferičnog oblika te su na ovaj 

način njihove hidrofilne glave u interakciji s vodenom okolinom, a hidrofobni dugi alifatski lanci 

u međusobnoj interakciji (Vanić, 2012).  
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Slika 2. Struktura liposoma (prema Subramani i sur., 2020)  

Ovisno o glavi fosfolipida, liposomi imaju pozitivne, negativne ili neutralne naboje (Lomabardo 

i sur., 2016). Svojstva liposoma, osim u površinskom naboju, mogu se očitovati u sastavu 

dvosloja, veličini liposoma te načinu pripreme. Sastav dvosloja može utjecati na fluidnost 

liposomalnih nanočestica. Za pripravu liposoma najčešće se koristi lecitin, smjesa fosfolipida 

s najvećim udjelom fosfatidilkolina s lancima masnih kiselina različitih duljina i zasićenosti. 

Nezasićene vrste fosfatidilkolina iz prirodnih izvora (fosfatidilkolin iz jaja ili soje) rezultiraju 

mnogo propusnijim i manje stabilnim dvoslojem, dok zasićeni fosfolipidi s dugim acilnim 

lancima čine krutu, prilično nepropusnu, ali stabilniju dvoslojnu strukturu (Akbarzadeh i sur., 

2013). Još jedan važan parametar koji može utjecati na fluidnost lipida unutar dvostrukog sloja 

je temperatura prijelaza fosfolipida koja se odnosi na temperaturu na kojoj fosfolipidi prelaze 

iz gel u tekuću fazu (Zamani i sur., 2018).  

Prema  strukturi, liposomi se mogu klasificirati u četiri kategorije (slika 3): 

1) Jednoslojni liposomi sadrže samo jedan fosfolipidni dvosloj. S obzirom na veličinu 

dijele se na:  

a) male jednoslojne liposome, promjera 20 – 100 nm  

b) srednje-velike jednoslojne liposome, promjera većeg od 100 nm 

c) velike jednoslojne liposome, promjera 100 – 1000 nm  

d) gigantski jednoslojne, promjera većeg od 1000 nm 

2) Oligoslojni liposomi sastoje se od nekoliko koncentrično složenih fosfolipidnih dvosloja 

između kojih su smješteni vodeni prostori.  

3) Višeslojni liposomi sastoje se od mnoštva koncentričnih fosfolipidnih dvosloja, pri čemu 

volumen vodene faze može varirati: najveći je unutar središnje ovojnice, jednak ili 

različit između pojedinih ovojnica. 
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4) Multivezikularni liposomi sastoje se od manjih vezikula unutar velikog liposoma pri 

čemu mogu nastati velike sferične strukture nalik na pjenu. Njihova veličina iznosi 1000 

– 2000 nm (Vanić, 2012).  

 

Slika 3. Klasifikacija liposoma na temelju veličine (prema Guimaraes i sur.,  2021) 

Postoje razne metode pripreme liposoma koje utječu na specifična svojstva liposoma, kao što 

su veličina, broj dvosloja i inkapsulacijska učinkovitost (Pattni i sur., 2015). Među 

konvencionalnim metodama, ističu se metode hidratacije tankog filma, obrnute faze 

evaporacije, ubrizgavanje otapala i metoda uklanjanja detergenata (Meure i sur., 2008). Ove 

metode uključuju sljedeće faze: otapanje lipida u organskim otapalima, uklanjanje organskog 

otapala, pročišćavanje i izolacija liposoma te analiza finalnih liposoma (Akzbarzadeh i sur., 

2013). Neke od novih metoda pripreme liposoma temelje se na modifikaciji i poboljšanju 

konvencionalnih metoda. Među novim metodama javljaju se „cross-flow“ ubrizgavanje ili 

metoda po Wagneru (Wagner i sur., 2002) i tehnologija konstrukcije membrana (Charcosset i 

sur., 2005). Nakon proizvodnje, a prije primjene, liposomi se moraju temeljito karakterizirati 

radi procjene njihovih fizikalnih i kemijskih svojstava, kako bi se osigurala njihova in vitro i in 

vivo učinkovitost (Cagdas i sur., 2014). Najistraživanija svojstva koja se koriste za 

karakterizaciju liposoma su veličina, raspodjela veličine (prikazana pomoću indeksa 

polidisperzije), površinski naboj, oblik, lamelarnost, učinkovitost inkapsulacije te otpuštanje 

aktivnog spoja in vitro (Pattni i sur., 2015). Liposomi su pokazali obećavajuće rezultate kao 

sustavi isporuke za brojne vrste lijekova. Inkapsulacija lijekova unutar liposoma poboljšava 

njihov terapijski učinak zbog promjena u farmakokinetici i farmakodinamici (Bulbake i sur., 

2017). Farmakokinetika liposoma temelji se na njihovoj distribuciji kroz tjelesne tekućine i tkiva 

te njihov metabolizam. Prednosti liposomalnih inkapsulata su bolja topljivost inkapsuliranog 

spoja, produženo trajanje poluživota inkapsuliranog spoja, selektivno usmjerenje na ciljano 

mjesto djelovanja, poboljšani terapijski indeks te otpornost na kemoterapeutike (Bozzuto i 

Molinari, 2015).  
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2.2.2. Metabolizam polifenola i utjecaj inkapsulacije na njihovu bioraspoloživost  

Za uspješan razvoj inkapsulacijskih sustava za ciljanu isporuku bioaktivnih spojeva, nužno je 

razumjeti fiziološke i fizikalno-kemijske uvjete u ljudskom probavnom sustavu, kao i 

metabolizam bioaktivnih spojeva. Kako bi konzumirani bioaktivni spojevi djelovali unutar 

organizma, u specifičnim tkivima ili organima, moraju biti bioraspoloživi. To znači da moraju biti 

učinkovito apsorbirani iz crijeva u sistemsku cirkulaciju te isporučeni na odgovarajuće mjesto 

u tijelu (Chen i sur., 2018). 

Polifenoli se nakon unosa metaboliziraju te njihova koncentracija u krvi može biti znatno niža 

nego ona unesena hranom. Vrlo mali broj polifenola unesenih hranom izlučuje se u 

nepromijenjenom obliku te na biološko djelovanje polifenola u organizmu ne utječu samo 

ishodišne molekule, već i njihovi metaboliti (Gessner i sur., 2017). Prvi korak u metabolizmu 

polifenolnih spojeva predstavlja žvakanje u usnoj šupljini gdje dolazi do miješanja hrane sa 

slinom koja se pretežno sastoji od vode (99,5 %), zatim elektrolita, proteina (glikoprotein mucin, 

albumini, imunoglobulini, laktoferin), antibakterijskih spojeva (sekretorni imunoglobulin (IgA) i 

lizozim), hormona, nukleinskih kiselina, dušičnih spojeva (mokraćna kiselina, urea i amonijak), 

antioksidansa (askorbat i glutation) i probavnih enzima (α-amilaza). Smatra se da stupanj 

glikozilacije polifenolnih spojeva i interakcija s proteinima sline utječe na otpuštanje polifenola 

iz matriksa hrane te na njihovu apsorpciju i biodostupnost u daljnjim koracima, budući da može 

doći do njihove precipitacije s proteinima smanjujući time njihovu bioraspoloživost. Nakon 

žvakanja u usnoj šupljini, bolus hrane, nastao u ustima, peristaltikom dolazi do želuca. Hrana 

se zadržava u želucu 0,3 – 2 sata, a tijekom tog razdoblja djelovanjem kiselina i miješanjem 

dolazi do razgradnje prožvakane hrane što pomaže u oslobađanju polifenolnih spojeva iz 

matriksa hrane. Niska pH vrijednost želuca utječe na otpuštanje polifenolnih spojeva, naročito 

onih s malim brojem i/ili slabim vezama s matriksom hrane. Nakon želuca, polifenoli 

dospijevaju u alkalnu sredinu tankog crijeva. Prvi dio tankog crijeva dvanaesnik i jejunum su 

glavna mjesta apsorpcije i transformacije polifenolnih spojeva. Promjena u pH vrijednosti 

doprinosi destabilizaciji polifenola. Kako bi prošli staničnu membranu enterocita, glikolizirani 

polifenoli, različitim mehanizmima podliježu reakcijama hidrolize. Unutar citosola enterocita, 

aglikoni poifenolnih spojeva se ili prenose u krvotok putem pasivne difuzije do jetre gdje se 

transformiraju pomoću enzima ili se transformiraju unutar citosola enterocita tankog crijeva 

(Velderrain-Rodríguez i sur., 2014). U debelo crijevo dospijeva velik broj unesenih polifenola 

(80 – 90 %), uključujući one koji se nisu apsorbirali u tankom crijevu i one koji su se apsorbirali 

i metabolizirali. Inkapsulacija može poboljšati bioraspoloživost polifenolnih spojeva pružanjem 

zaštite u želučanom okruženju formuliranjem sustava koji reagiraju na intestinalni pH što u 

konačnici omogućuje njihovu stabilnost u želucu i produženo otpuštanje u tankom crijevu (Liu 

i sur., 2022). U istraživanju Seguin i sur. (2013) dokazano je da polifenolni spoj fizetin pokazuje 
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veću bioraspoloživost u liposomalnom inkapsulatu u odnosu na slobodni oblik. Povećana 

bioraspoloživost rezultat je akumulacije liposomalnog inkapsulata fizetina u jetri miševa te 

njegovog usporenog otpuštanja u krvotok. Također, Mignet i sur. (2013) proveli su uspješnu 

liposomalnu inkapsulaciju raznih polifenolnih spojeva kako bi poboljšali njihovu 

bioraspoloživost u organizmu. Slaba topljivost u vodi, slaba apsorpcija i brzi metabolizam 

umanjuju bioraspoloživost polifenola, stoga im inkapsulacijski sustavi povećavaju stabilnost 

unutar probavnog sustava i terapijski učinak.  

 

 

2.3 ČOKOLADA 

2.3.1. Proizvodnja i konzumacija čokolade 

Najvažnija sirovina za izradu čokolade, ali i ostalih kakaovih proizvoda su kakaova zrna. 

Kakaova zrna nalaze se unutar ploda biljke kakaovac, botaničkog naziva Theobroma cacao L. 

Kvaliteta čokolade ovisi o podrijetlu i kvaliteti kakaovih zrna koja moraju biti proizvedena od 

potpuno zrelih plodova te na pravilan način fermentirana i osušena. Prženje kakaovih zrna, 

ovisno o karakteristikama zrna, provodi se u temperaturnom rasponu od 70  do 140 °C kroz 5 

do 70 minuta. Tijekom prženja dolazi do smanjenja udjela vode na približno 2 %, smanjenja 

kiselosti i čvrstoće zrna te formiranja arome. Odmah nakon termičke obrade pržena kakaova 

zrna treba ohladiti na temperaturu 40 – 50 °C radi zaustavljanja procesa termičke razgradnje 

kakaovih zrna. Nakon prženja, slijedi drobljenje i odvajanje ljuske i kakaovog loma iz prženih 

polomljenih zrna. Kakaov lom predstavljaju  jezgre kakaovih zrna očišćene od ljuske i klice. Iz 

mase zdrobljenih zrna može se izdvojiti od 80 do 86 % kakaovog loma, koji se potom prerađuje  

u kakaovu masu iz koje se daljnjim postupcima mogu proizvoditi i kakaov prah i kakaov maslac. 

Izrada čokoladne mase, sastoji se od pripreme zamjesa (kakaova masa, kakaov maslac, šećer 

u prahu i po potrebi mlijeko u prahu), valcanja i končiranja. Valcanje je postupak usitnjavanja 

krutih čestica bezmasne suhe tvari čokoladne mase čime se omogućava lakši i učinkovitiji 

daljnji postupak izrade čokoladne mase i čokoladnih proizvoda te postizanje glatke teksture tih 

proizvoda, tj. osjeta potpune topljivosti i punoće okusa. Končiranje je završni postupak u izradi 

čokoladne mase, tijekom kojeg dolazi do razvoja željene čokoladne arome i pretvorbe 

praškasto-grudičastog valcanog proizvoda u tekuću suspenziju. Slijedi temperiranje čokoladne 

mase što predstavlja postupak preoblikovanja centara krute masti u taljevini u željeni stabilan 

kristalni oblik i to prije nego dođe do potpunog skrućivanja čokoladne mase u konačni oblik 

proizvoda. Ako temperiranje nije dobro provedeno na površini čokolade može kristalizirati 
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kakaov maslac i pojavljuju se bijele mrlje ili tanki sivo-bijeli sloj. Zatim slijedi oblikovanje mase 

u kalupima te pakiranje (Goldoni, 2004).   

Prema Pravilniku o kakau i čokoladnim proizvodima (NN 73/2005), razlikuju se čokolada, 

mliječna čokolada, obiteljska mliječna čokolada, bijela čokolada, punjena čokolada, čokolada 

»a la taza«, obiteljska čokolada »a la taza« i čokoladni desert ili praliné. U znanstvenoj 

literaturi, čokolade se najčešće dijele na tamnu, mliječnu i bijelu, pri čemu mliječna čokolada, 

uz osnovne sastojke, sadrži mliječne sirovine, a bijela ne sadrži bezmasnu suhu tvar kakaovih 

dijelova, već samo kakaov maslac (Afoakwa, 2016).  

Prema podacima RationalStat (2022) globalno tržište čokolade bilježi snažan godišnji rast od 

8,2 %, a globalna potrošnja čokolade doseže 8,13 milijuna tona. Godišnja potrošnja čokolade 

u Europi iznosi 5 kilograma po stanovniku, a u svijetu 0,9 kilograma po stanovniku. Najviše 

čokolade po stanovniku godišnje (11 kg) konzumira se u Švicarskoj, potom u Njemačkoj (9,1 

kg) te SAD-u (8,9 kg). Na slici 4 prikazano je deset europskih država koje konzumiraju najviše 

čokolade (RationalStat, 2022).  U Hrvatskoj se konzumira oko 2,2 kg čokolade po stanovniku 

godišnje (GAIN, 2016).  

 

  

Slika 4. Godišnja konzumacija čokolade po stanovniku u Europi (prema RationalStat, 2022) 

Orašasti plodovi dugi niz godina ostaju najpopularniji dodatak za čokoladne konditorske 

proizvode, a četiri najpopularnija dodatka u 2018. godini, a i danas, su: lješnjak, badem, 

karamela i kikiriki. Potrošači traže i nove okuse čokolada jer žele proširili i testirati vlastite 

preferencije. Između 2018. i 2022. godine lansirano je 100 novih okusa u svijetu, a pet glavnih 
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trendova u novim okusima su brownie, datulja, jogurt, saće i sol (Innova market Insights, 2023). 

Uvođenje koncepta održivosti u proizvodnju čokolade, poticanje zaštite i obnavljanje okoliša i 

osiguravanje adekvatnih uvjeta rada za poljoprivrednike i radnike na farmama kakaovih zrna 

također postaju sve prisutniji trendovi na tržištu. Na tržištu je sve veći broj čokoladnih proizvoda 

s certifikatima, kao što su Fair Trade Original, Rainforest Alliance, USDA Organic, itd. Čak 68 

% potrošača diljem svijeta zainteresirano je za proizvode koji potječu iz održivog 

poljoprivrednog uzgoja (Tastetomorrow, 2023).  

Biljne namirnice također dobivaju sve više na značaju u proizvodnji čokoladnih proizvoda pošto 

potrošači sve više traže veganske čokolade te se veganske tvrdnje na takvim proizvodima 

mogu sve češće naći (Innova market Insights, 2023). 

2.3.2. Čokolada kao funkcionalna hrana  

Čokolada je omiljeni konditorski proizvod svih generacija potrošača, a ljudi konzumiraju 

kakaova zrna od davnina te su ih autohtoni narodi u srednjoj Americi prvobitno koristili u 

medicinske svrhe kao lijek. Dokazi o zdravstvenim dobrobitima kakaovih zrna dolaze od 

indijskog naroda Kuna u Panami koji i danas imaju nižu stopu hipertenzije i dijabetesa, raka i 

moždanih udara. Dolaskom čokolade u Europu, njena uporaba se brzo proširila te je 

dokumentirano gotovo 150 načina njene primjene u medicinske svrhe, uključujući poboljšanje 

probave, stimulaciju živčanog sustava, antidepresivno djelovanje i poboljšanje kognitivnih 

performansi (Katz i sur., 2011; Jalil i sur., 2008).  

Zdravstvene dobrobiti kakaovih i čokoladnih proizvoda uglavnom se pripisuju antioksidacijskim 

svojstvima polifenolnih spojeva čiji se udio u kakaovim zrnima kreće u rasponu 12 – 18 %, pri 

čemu dominiraju flavan-3-oli, antocijani i proantocijanidini (Paranjape i sur., 2021). Smatra se 

da upravo oni pridonose kardiometaboličkim zdravstvenim dobrobitima modulacijom krvnog 

tlaka i profila lipida (Tan i sur., 2021).  

Prema Uredbi Europske komisije 2015/539 odobrena je zdravstvena tvrdnja za flavanole iz 

kakaa koja navodi da njihov dnevni unos od 200 mg pomaže u očuvanju elastičnosti krvnih 

žila što pridonosi normalnom protoku krvi.  

Nekoliko meta-analiza pokazalo je benefite konzumacije čokolade u smanjenju rizika od 

kardiometaboličkih oboljenja, uključujući koronarne bolesti srca, infarkt miokarda, moždani 

udar i dijabetes (Yuan i sur., 2017; Larsson i sur., 2016).  

Udio polifenolnih spojeva veći je kod čokoladnih proizvoda s većim udjelom kakaovih dijelova 

te je tako u istraživanju Medeiros i sur. (2015) određeno da čokolada sa 67 % kakaovih dijelova 

sadrži 106,81 µmol ekvivalenta katehina g-1 uzorka, a mliječna čokolada s 43 % kakaovih 

dijelova svega 28,44 µmol ekvivalenta katehina g-1 uzorka.  
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Funkcionalna hrana definira se kao hrana koja pruža dodatnu zdravstvenu dobrobit iznad 

osnovne prehrambene vrijednosti hrane (Khan i sur., 2013). Potrošači su danas svjesni 

utjecaja prehrane na zdravlje te traže nove proizvode s dobrim okusom, a koji istovremeno 

pružaju određene zdravstvene benefite. Takvi zahtjevi predstavljaju izazov konditorskoj 

industriji koja ih nastoji zadovoljiti reformulacijama proizvoda smanjivanjem udjela šećera i 

masti te obogaćivanjem različitim funkcionalnim sastojcima. Čokolada je prikladan matriks 

zbog zanimljivih senzorskih svojstava i „zaštitnog“ učinka koji ima na bioaktivne spojeve 

tijekom probave. Jedna od prednosti korištenja čokolade kao matriksa za isporuku bioaktivnih 

spojeva jest mogućnost prekrivanja neugodnih okusa te se stoga bioaktivni sastojci, poput 

omega-3 masnih kiselina, probiotika, vitamina, mineralih tvari i polifenolnih spojeva, mogu 

uspješno inkorporirati u čokoladne formulacije. Također, bioaktivni spojevi prisutni u tim 

čokoladnim proizvodima mogu djelovati kao konzervansi za produženje roka trajanja proizvoda 

(Faccinetto-Beltran i sur., 2021). Primjeri istraživanja funkcionalnih čokolada prikazani su u 

tablici 2, a neke od čokolada obogaćenih različitim funkcionalnim sastojcima i dostupnih na 

tržištu nalaze se na slici 5. 
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Tablica 2. Primjeri znanstvenih istraživanja funkcionalnih čokolada 

Vrsta čokolade i 
udjel kakaovih 

dijelova 

Vrsta i udjel dodanog 
funkcionalnog sastojka 

Zaključak Referenca 

Čokolada s 70 % 
kakaovih dijelova 

Prah lišća Sakura 
zelenog čaja (2 %) 

Dodatak praha lišća zelenog čaja 
uzrokovao je povećanje udjela 

ukupnih polifenola čokoladi. 

Martini i sur. 
(2018) 

Mliječna čokolada 
(30 % kakaovih 

dijelova), 
čokolada (78 % 

kakaovih dijelova) 

Koncentrirani vodeni 
ekstrakt (1 i 3 %) lista 

maline i liofilizirani 
ekstrakt lista maline (1 

%) 

Dodatak ekstrakta u udjelu od 3 % 
povećao je koncentraciju ukupnih 

polifenola i antioksidacijski kapacitet 
čokolade. 

Belščak 
Cvitanović i sur. 

(2013) 

Bijela čokolada 

Vitamin D (5 µg 10 g-1  

čokolade) u slobodnom 
obliku i u liposomalnom 

obliku 

Dodatak obje formulacije vitamina D 
nije imao značajan utjecaj na indeks 

boje, reološka svojstva, DSC 
parametre i senzorske karakteristike 

čokolade. Liposomalni inkapsulat 
vitamina D pokazao je sporije 

otpuštanje in vitro što potvrđuje bolju 
stabilnost u odnosu na slobodni 

oblik. 

Didar (2021) 

Čokolada s 45 % 
kakaovih dijelova 

Ekstrakti bobica i 
cvjetova bazge i aronije 

(5 %) 

Dodatak ekstrakta omogućio je 
formulaciju čokolada izraženog 

antioksidacijskog kapaciteta i visokog 
udjela polifenolnih spojeva. 

Polinski i sur. 
(2021) 

Čokolada s 60 i 
65 % kakaovih 

dijelova 

Mljeveni morski trn (20 
%) i mljeveni crni dud (15 

%) 

Dodatak crnog duda povećao je 
antioksidacijski kapacitet čokolade s 
65 % kakaovih dijelova, a morski trn 

ukupni sadržaj polifenola u čokoladi s 
60 % kakaovih dijelova.  

Godočikova i 
sur. (2017) 

Bijela čokolada 

Ekstrakt zelenog čaja 
inkapsuliran 

maltodektrinom i sušen 
raspršivanjem (100 mg 

kg-1) 

Dodatak ekstrakta povećao je ukupni 
sadržaj polifenola s 0,41 (mgGAE kg-

1) u bijeloj čokoladi na 2,73. 

Lončarević i 
sur. (2019) 

Mliječna čokolada 
(16 % kakaovih 

dijelova) 

Liofilizirani ekstrakt kelja 
(1 %) i grožđa (2 %)  

Dodatak ekstrakata povećao je udio 
vlakna i mineralnih tvari u čokoladi.  

Carvalho i sur. 
(2018) 

Bijela čokolada 
Prah Matcha čaja i 

konjske rotkvice (1, 2, 3 i 
4 %) 

Dodatak Matcha čaja i konjske 
rotkvice u bijelu čokoladu rezultirao 

je povećanjem udjela ukupnih 
polifenola i karotenoida te 

antioksidacijskog kapaciteta. 

Poliński i sur. 
(2022) 

Čokolada s 70 % 
kakaovih dijelova 

Smjesa ekstrakata 
kadulje i Španjolske 

kadulje (300, 400 i 500 
mg) i ekstrakt acerole 

(256 mg) 

Čokolada formulirana dodatkom 400 
mg smjese kadulje i španjolske 

kadulje te 256 mg ekstrakta acerole 
imala je najbolje rezultate za tvrdoću, 

svojstva taljenja i senzoriku, a 
reološka svojstva i raspodjela 
veličine čestica bila su skoro 

identična za sva 3 uzorka čokolade. 

Zarić i sur. 
(2024) 
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Tablica 2. Primjeri znanstvenih istraživanja funkcionalnih čokolada - nastavak 

Vrsta čokolade i 
udjel kakaovih 

dijelova 

Vrsta i udjel dodanog 
funkcionalnog sastojka 

Zaključak Referenca 

Bijela čokolada 

Inkapsulat ekstrakta 
šipka i bakterije 

Lactobacillus acidophilus 
(1 %) 

Dodatak inkapsulata povećao je 
antioksidacijsku aktivnost, udio 

ukupnih polifenola i tvrdoću 
čokolade. Povećana je biodostupnost 

antocijana i životni vijek L. 
acidophilus . Dodatak inkapsulata 

nije imao značajan utjecaj na 
senzorske karakteristike čokolade. 

Didar (2024) 

Čokolada s 6 % 
kakaovih dijelova 

Mikroinkapsulat ulja chia 
sjemenki (5, 10 i 15 %) 

Dodatak mikroinkapsulata ulja chia 
sjemenki u bilo kojem udjelu nije 
značajno utjecao na senzorske 

karakteristike formulirane čokolade, 
niti na tvrdoću i svojstva taljenja. Na 
temelju ovog istraživanja dokazano 
je da je čokolada dobar matriks za 

inkorporaciju mikroinkapsulata. 

Razavizadeh i sur. 
(2021) 

Čokolada s 51 % 
kakaovih dijelova 

Prah pulpe baobaba (3, 6 
i 9 %) 

Proporcionalno s količinom dodanog 
praha raste i antioksidacijski 

kapacitet čokolade te udjeli vitamina 
C, kalcija, kalija, fosfora, klora i 

sumpora. Senzorskom procjenom 
utvrđeno je da čokolada s dodatkom 
praha pulpe baobaba u udjelu od 3 

% ima najbolja senzorska svojstva, a 
čokolada s dodatkom od 9 %, 
najlošija. Nije primjećen utjecaj 
dodatka praha na profil masnih 

kiselina, proteine, masti i tvrdoću 
čokolade. 

Monteiro i sur. 
(2023) 

Čokolada s 10,4 
% kakaovih 

dijelova 
 Proteini sirutke (6 %) 

Čokolada s dodatkom proteina 
sirutke sadrži veći udio ukupnih 
polifenola, veći antioksidacijski 

kapacitet u usporedbi s mliječnom 
čokoladom bez dodatka. 

Dodatakproteina sirutke nije 
značajno utjecao na tvrdoću, 
svojstva taljenja i senzorske 

karakteristike čokolade. 

Rakin i sur. (2023) 

Bijela čokolada 

Ekstrakt cimeta u obliku 
nanočestica 

pripremljenih metodom 
precipitacije antiotapalom 
koristeći šelak i ksantan 
gumu kao nosače (2 %) 

Dodatak nanočestica rezultirao je 
obogaćivanjem čokolada 

polifenolnim spojevima i povećanjem 
antioksidacijskog kapaciteta. 

Muhammad i sur. 
(2021) 
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Slika 5. Primjeri komercijalnih čokolada obogaćenih funkcionalnim sastojcima    

Čokolada s 60% kakaovih dijelova s 

dodatakom  ginko bilobe, 

aminokiselina, omega 3 kiselina i 

ekstrakta zelenog čaja (The 

Functional Chocolate Company, SAD) 

 

Čokolada s 60 % 

kakaovih dijelova s 

dodatakom badema, 

kave, ashwagandhe i 

ginsenga (Awsum, Indija) 

 

Čokolada s dodatkom 

5- hidroksitriptofana i 

melatonina (Fx 

Chocolate, SAD) 

 

Čokolada s ekstraktom 

lavlje grive i astragalusa 

(Joya, SAD) 

 

Čokolada (55 % kakaovih 

dijelova) s dodatkom 

ekstrakta zelenog čaja ( 

Amul, Indija) 

 

Čokolada s dodatkom kofeina, 

vitamina B12 i vitamina D 

(FourX Better Chocolate, 

Kanada) 

Čokolada s dodatkom 

peperminta, matcha praha i 

kanabidiola (Soaring Free, 

Južna Afrika) 

Bijela čokolada s dodatkom 

matcha praha, ashwaghandha 

ekstrakta i liofiliziranih jagoda 

(Mac's Topicals, SAD) 

 

Čokolada s dodatkom 

suhih smokvi i slatkog 

vina (Nadalina, Hrvatska) 

Čokolada s 33 % kakao 

dijelova s dodatkom meda i 

liofiliziranih višanja (Vrsna 

Chocolates, Hrvatska) 

Čokolada s 

dodatkom lavande 

(Nadalina, Hrvatska) 

Čokolada s dodatkom 

kolagena (Max Sport, 

Slovačka) 
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3. EKSPERIMENTALNI DIO  

3.1. UZORCI 

U ovome istraživanju korišten je ekstrakt ploda biljke haritaki (Terminalia chebula Retz.) 

proizvođača Synastol TC (SAD). Ekstrakt biljke je u praškastom obliku, žuto-smeđe boje. 

Prema specifikaciji proizvođača ekstrakt haritakija obuhvaća ≥ 50 % topljivih tanina niske 

molekulske mase i ≥ 90 % ekstraktibilne suhe tvari. Olovo, arsen, živa i kadmij prisutni su u 

udjelu ≤ 1 ppm.  

3.2. KEMIKALIJE   

• 2-tiobarbiturna kiselina, Sigma-Aldrich, Njemačka  

• ABTS (2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeve soli), Sigma-

Aldrich, Njemačka  

• Acetonitril, Fischer Scientific, SAD  

• Amonijev karbonat, Lach-ner d.o.o., Češka 

• DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal), Sigma-Aldrich, Njemačka  

• Elaginska kiselina (≥ 95 %), Sigma-Aldrich, Njemačka  

• Etanol, Gram-mol d.o.o., Hrvatska  

• Folin-Ciocalteau reagens, Kemika d.d., Hrvatska 

• Galna kiselina (> 97 %), Sigma-Aldrich, Njemačka  

• Kalcijev klorid, Gram-mol d.o.o., Hrvatska 

• Kalijev dihidrogen fosfat, Sigma-Aldrich, Njemačka 

• Kalijev persulfat, Sigma-Aldrich, Njemačka  

• Kalijev klorid, Kemika d.d., Hrvatska   

• Kloroform, Gram-mol d.o.o., Hrvatska 

• Klorovodična kiselina, Kemika d.d., Hrvatska  

• Magnezijev klorid heksahidrat, Lach-ner d.o.o., Češka 

• Metanol, J.T. Baker, SAD 

• Natrijev hidrogen karbonat, Lach-ner d.o.o., Češka  

• Natrijev hidroksid, Gram-mol d.o.o., Hrvatska  

• Natrijev karbonat, Kemika d.d., Hrvatska  

• Natrijev klorid, Kemika d.d., Hrvatska  

• Pankreatin iz svinjskog pankreasa, Sigma-Aldrich, Njemačka  

• Pepsin iz svinjske želučane sluznice (≥ 250 U mg-1), Sigma-Aldrich, Njemačka  

• Perklorna kiselina, Fisher Scientific, Engleska 

• Phospholipon 90 G (≥ 94,0 % fosfatidilkolin), Lipoid GmbH, Njemačka 
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• Trikloroctena kiselina, Fisher Scientific, Engleska  

• Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilne kiseline) (> 98 %), 

SigmaAldrich, Njemačka 

• Žuč goveda, Sigma-Aldrich, Njemačka 

3.3. SIROVINE ZA PRIPREMU ČOKOLADE 

• Kakaov maslac, Barry Callebaut, Belgija  

• Kakao masa, Barry Callebaut, Belgija  

• Suncokretov lecitin, Nutrimedica d.o.o., Hrvatska  

• Šećer u prahu, Franck d.d., Hrvatska  

3.4. LABORATORIJSKA OPREMA  

• Analitička vaga, New Classic MF, Mettler Toledo AG, Švicarska  

• Analitički sakupljač frakcija Agilent 1260 Infinity II, Agilent Technologies, SAD  

• Centrifuga SL8/8R, Thermo Scientific 

• DSC uređaj 214 Polyma Differential Scanning Calorimeter, NETZCH, Njemačka 

• Magnetska miješalica (SMHS-6), Witeg Labortechnik GmbH, Njemačka  

• Malvern Mastersizer MS2000, Malvern, UK 

• Malvern Zetasizer Nano-ZS, Malvern, UK 

• Melanžer, Twin Stone, SAD  

• Sušionik, Instrumentaria, Hrvatska  

• Tehnička vaga, A&D Instruments, UK  

• Tekućinski kromatograf Agilent Series 1200, Agilent Technologies, SAD  

• TripleQuad 6460 LC/MS sustav, Agilent Technologies, SAD  

• Ultrazvučna kupelj Elmasonic S 60 H, Elma, Njemačka 

• Uređaj za ispitivanje teksture TA.HD.plus, Stable Micro Systems, UK 

• Uređaj za obradu hrane pulsirajućim svjetlom, Z-1000, Polytec, Njemačka  

• UV-Vis spektrofotometar Genesys 10S, Thermo Scientific, SAD  

• Vodena kupelj Inko VKZ ERN, Inkolab d.o.o., Hrvatska  

• Vortex (MX-S), DLAB Scientific Co., Kina 
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3.5. METODE 

3.5.1. Karakterizacija sastava ekstrakta haritakija 

3.5.1.1. Određivanje udjela suhe tvari  

Udio suhe tvari uzorka određen je prema AOAC 930.15 (1990) metodi sušenjem uzorka do 

konstantne mase. Uzorci mase 0,5 g (± 0,1 g) izvagani su na analitičkoj vagi u prethodno 

osušene i ohlađene aluminijske lončiće s poklopcem. Uzorak u otvorenim posudicama sušio 

se u laboratorijskom sušioniku pri temperaturi od 105 °C do konstantne mase. Nakon sušenja, 

posudice su se zatvorile i položile u eksikator. Nakon hlađenja u eksikatoru, posudice s 

uzorkom, sobne temperature, vagale su se na analitičkoj vagi. Udio suhe tvari, izračunao se 

prema razlici masa posudica s uzorkom, prije i nakon sušenja, prema formuli [1]: 

% 𝑠𝑢ℎ𝑒 𝑡𝑣𝑎𝑟𝑖 =  
𝑚2 − 𝑚1

𝑚 (𝑢𝑧𝑜𝑟𝑎𝑘)
× 100 [1] 

m1 – masa prazne aluminijske posudice (g)  

m2  - masa aluminijske posudice s uzorkom nakon sušenja (g) 

3.5.1.2. Određivanje udjela ukupnih polifenola 

Odvagano je 0,1 g uzorka ekstrakta i otopljeno u 5 mL 70 %-tnog metanola. Pripremljena 

vodeno-metanolna otopina korištena je za analizu udjela ukupnih polifenola prema metodi 

opisanoj u radu Singleton i Rossi (1965). U reakcijsku smjesu dodalo se 3,95 mL destilirane 

vode, 50 µL pripremljene otopine ekstrakta, 250 µL Folin-Ciocalteau reagensa, koji je 

razrijeđen s vodom u omjeru 1:2, i 750 µL 20 %-tne otopine natrijevog karbonata. Nakon 30 

minuta izmjerena je apsorbancija reakcijske smjese pri valnoj duljini od 765 nm. Baždarna 

krivulja izrađena je korištenjem otopine galne kiseline različite koncentracije (25 – 250 µg mL-

1) te su rezultati prikazani kao ekvivalenti galne kiseline (EGK). 

3.5.1.3. Određivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom  

Antioksidacijski kapacitet uzorka određen je metodom prema Brand-Williams i sur. (1995). 

Reakcijska smjesa sastojala se od 100 µL uzorka i 3,9 mL 0,094 mM otopine DPPH u 

metanolu. Nakon 30 minuta, izmjerena je apsorbancija na 515 nm. Baždarna krivulja izrađena 

je korištenjem otopine Trolox-a u različitim koncentracijama (25 – 250 µg mL-1). 

3.5.1.4. Određivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom  

Antioksidacijski kapacitet uzorka određen je i metodom po Re i sur. (1999). Za provođenje ove 

reakcije pripremljena je otopina ABTS•+ radikala oksidacijom vodene otopine ABTS reagensa 

(7 mM) s kalijevim persulfatom (140 mM) do konačne koncentracije otopine kalijevog 

persulfata od 2,45 mM. Takva otopina razrijeđena je etanolom do konačne koncentracije ABTS 

radikala od 1 %. U reakcijsku smjesu dodano je 40 µL uzorka i 4 mL otopine ABTS radikala. 
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Nakon 6 minuta, izmjerena je apsorbancija na 734 nm. Baždarna krivulja izrađena je 

korištenjem otopine Trolox-a u različitim koncentracijama (25 – 250 µg mL-1 ).  

3.5.1.5. Određivanje udjela pojedinačnih polifenolnih spojeva tekućinskom kromatografijom 

visoke djelotvornosti 

Tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti – HPLC (engl. high performance liquid 

chromatography) provedena je na kromatografskom sustavu Agilent Series 1200 pomoću 

Zorbax Extend C18 (4,6 × 250 mm, 5 μm i.d.) kolone (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 otopine mravlje 

kiseline u vodi (A) i 1 %-tne otopine mravlje kiseline u acetonitrilu (B) prema režimu eluacije 

prikazanom u tablici 3. Protok je iznosio 1 mL min-1, volumen injektiranja 5 μL, a temperatura 

kolone bila je 25 °C. Analiti su detektirani pomoću PDA detektora pri valnoj duljini od 260 nm. 

Svi uzorci su filtrirani kroz 0,45 µm membranski filter (Nylon Membranes, SAD) prije analize, 

a analize svih uzoraka provedene su u duplikatu. Na dobivenim kromatogramima ekstrakata 

bilo je vidljivo dobro razdvajanje pikova, no, zbog nedostatka odgovarajućih standarda pojedini 

pikovi se inicijalno nisu mogli identificirati. Stoga se uzorak podvrgnuo frakcioniranju pomoću 

analitičkog sakupljača frakcija, a sakupljene frakcije analizirane su sinergijom tekućinske 

kromatografije i masene spektrometrije (LC-MS/MS) prema metodi opisanoj u radu Pfundstein 

i sur. (2010).  

Tablica 3. Režim eluacije za primjenjenu HPLC metodu 

Vrijeme (min) Otapalo A (%) Otapalo B (%) Protok (mL min-1) 

0 93 7 1,00 

5 93 7 1,00 

45 60 40 1,00 

47 30 70 1,00 

52 30 70 1,00 

3.5.2. Liposomalna inkapsulacija polifenolnih spojeva haritakija  

Lipsomalna inkapsulacija polifenolnih spojeva haritakija provedena je prema metodi Perrett i 

sur. (1991). Za provedbu inkapsulacije korišten je fosfolipid Phospholipon 90 G (1 g) otopljen 

u istoj masi etanola u tikvici, uz miješanje (2 minute) i grijanje na 60 °C. U istu tikvicu je, nakon 

hlađenja, dodan ekstrakt haritakija. Pripremljena su 2 liposomalna inkapsulata – s 50 mg  

(uzorak L_50) i 100 mg (uzorak L_100) ekstrakta koji su nakon otapanja u 70 %-tnom metanolu 

prebačeni u tikvicu s otopljenim fosfolipidom. U dobivenu otopinu, uz konstantno mješanje, 

dodano je 50 mL destilirane vode koristeći peristaltičku pumpu uz protok 15 mL h-1. Na opisani 

način, pripremljeni su i prazni liposomi, bez dodatka ekstrakta.  
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3.5.2.1. Određivanje inkapsulacijske učinkovitosti  

U epruvetu (Eppi®) je dodan 1 mL pripremljene liposomalne suspenzije koja se potom 

centrifugirala (9500 rpm, 45 minuta, 4 °C), nakon čega je supernatant izdvojen u posebnu 

epruvetu za analizu, a preostali talog liposoma ispran je s 3 mL demineralizirane vode i 

ponovno centrifugiran (9500 rpm, 45 minuta, 4 °C). Supernatant je odbačen, a preostali talog 

liposoma je suspendiran u 1 mL demineralizirane vode i prebačen u epruvetu s navojnim 

čepom. U istu epruvetu dodan je 1 mL metanola i 1 mL kloroforma te je sadržaj epruvete 

vorteksiran (1 minuta). Odvajanje faza ubrzalo se kratkim centrifugiranjem nakon čega je 

gornja vodeno-metanolna faza, koja sadrži inkapsulirane polifenole, prebačena u epruvetu 

(Eppi®) i korištena za analizu. Inkapsulacijska učinkovitost definirana je određivanjem udjela 

ukupnih polifenola (Singleton i Rossi, 1965) i pojedinačnih polifenolnih spojeva (poglavlje 

2.1.5.), kao omjer njihove masene koncentracije određene u izdvojenoj vodeno-metanolnoj 

fazi i zbroja udjela iste koncentracije i udjela određenog u prvom izdvojenom supernatantu. 

3.5.2.2. Određivanje fizikalnih parametara liposoma  

Liposomima su određeni veličina i indeks polidisperzije na principu dinamičkog raspršenja 

svjetlosti te zeta potencijal na principu elektroforetskog raspršenja svjetlosti na uređaju 

Malvern Zetasizer Nano-ZS. 

3.5.2.3. Određivanje antioksidacijskog kapaciteta TBARS metodom   

Peroksidacija pripremljenih liposoma, praznih i s inkapsuliranim ekstraktom, izmjerena je 

spektrofotometrijski, određivanjem koncentracije malondialdehida tiobarbiturnim testom 

(TBARS – engl. tiobarbituric acid reactive substances). Prazni liposomi i liposomi s 

inkapsuliranim ekstraktom bili su podvrgnuti djelovanju pulsirajućeg UV zračenja s energijom 

zračenja po impulsu 1,27 J cm-2 . Alikvot od 500 μL izuzet je nakon 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 

140, 160, 180 i 200 pulseva UV zračenja. Dobiveni alikvoti korišteni su za pripremu reakcijske 

smjese. U staklenim epruvetama s navojnim čepom pripremljena je reakcijska smjesa od 200 

µL alikvota uzorka liposoma, 3 mL prethodno pripremljene 20 %-tne trikloroctene kiseline i 1 

mL stock otopine koja se sastojala od jednakog volumena 2 %-tne tiobarbiturne kiseline i 20 

%-tne perklorne kiseline. Reakcijska smjesa pomješana je na vortex-u, zatim stavljena u 

vodenu kupelj na 100 °C kroz 25 minuta. Reakcija je zaustavljena vađenjem epruveta iz kupelji 

i stavljanjem u hladnjak na 5 minuta. Ohlađene epruvete s reakcijskom smjesom stavljene su 

u centrifugu (9500 rpm, 10 minuta), kako bi se uklonio nastali precipitat, nakon čega se 

apsorbancija supernatanta mjerila na 532 nm.  

3.5.2.4. Praćenje kinetike otpuštanja polifenola iz liposoma u uvjetima simulirane probave 

Praćenje kinetike otpuštanja polifenola haritakija iz liposomalnih sustava provedeno je koristeći 

otopine simulirane želučane (SGF – engl. simulated gastric fluid) i intestinalne (SIF  engl. 
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simulated intestinal fluid) faze, pripremljene prema metodi Minekus i sur. (2014). Uz 

anorganske soli (kalijev klorid, kalijev dihidrogen fosfat, natrijev hidrogen karbonat, natrijev 

klorid, magnezijev klorid heksahidrat i amonijev karbonat), otopina SGF-a sadržavala je pepsin 

(52,67 mg mL-1) i pH je bio podešen na 3 uz dodatak klorovodične kiseline. Otopina SIF-a je, 

uz anorganske soli (kalijev klorid, kalijev dihidrogen fosfat, natrijev hidrogen karbonat, natrijev 

klorid, magnezijev klorid heksahidrat i amonijev karbonat) sadržavala pankreatin (1 mg mL-1) i 

žučne soli (2mg mL-1) i pH je bio podešen na 7 uz dodatak natrijeve lužine. Liposomalni 

inkapsulat je prebačen u 30 mL otopine SGF-a, uz konstantno miješanje na magnetskoj 

miješalici pri 37 °C. U odgovarajućim vremenskim intervalima iz otopine je uzorkovano 200 µL 

alikvota do posljednjeg uzorkovanja nakon 2 sata. Zatim su inkapsulati prebačeni u 30 mL 

otopine SIF-a pri istim uvjetima. Postupak uzorkovanja alikvota u definiranim vremenskim 

intervalima ponovljen je na prethodno opisani način. Alikvotima je određen udjel ukupnih 

polifenola (Singleton i Rossi, 1965) koji je izražen u mg ekvivalenata galne kiseline po gramu 

inkapsulata. 

3.5.3. Formulacija čokolada 

Proizvodnja čokolada provedena je miješanjem svih sastojaka u melanžeru kroz 1 sat. 

Kakaova masa i kakaov maslac su prije stavljanja u zamjes za čokoladnu masu zagrijani na 

50 °C te u tekućem obliku stavljeni u melanžer. Nakon miješanja u melanžeru, dobivena 

čokoladna masa ručno je temperirana pri čemu se najprije zagrijala na 45 – 50 °C, potom se 

hladila do 28 °C i ponovno zagrijala na 32 °C, uz konstantno miješanje, a na kraju lijevala u 

kalupe. Pripremljene su 2 formulacije čokolada. Kontrolni uzorak (uzorak Č_K) pripremljen je 

bez dodatka inkapsulata, odnosno sadržavao je kakaovu masu (75 %), kakaov maslac (9 %), 

šećer u prahu (15 %) i suncokretov lecitin (1 %). Druga formulacija (uzorak Č_L) uključila je 

dodatak liposomalnog inkapsulata ekstrakta haritakija u udjelu od 10 % na masu čokolade, koji 

je dodan zajedno s ostalim sastojcima čokolade u melanžer.  

3.5.3.1. Karakterizacija bioaktivnog sastava čokolade 

Kako bi se okarakterizirao bioaktivni sastav čokolada, istima je određen udjel ukupnih 

polifenola (Singleton i Rossi, 1965) i antioksidacijski kapacitet DPPH (Brand Williams i sur, 

1995) i ABTS (Re i sur., 1999) metodama. Uzorci pripremljenih čokolada (3 g) rastalili su se u 

vodenoj kupelji, nakon čega je slijedio dodatak 10 mL vode, zagrijane do vrenja, te ekstrakcija 

na magnetskoj miješalici u trajanju od 15 minuta i potom u ultrazvučnoj kupelji (50 °C), također 

kroz 15 minuta. Nakon toga, uzorci su ohlađeni te je slijedio dodatak 10 mL metanola te 

ponovno ekstrakcija na magnetskoj miješalici kroz 15 minuta i potom u ultrazvučnoj kupelji (50 

°C) kroz 15 minuta. Uzorci su potom centrifugirani (9500 rpm, 20 minuta), a prikupljeni 

supernatanti koristili su se za analizu bioaktivnog sastava. 
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3.5.3.2. Praćenje kinetike otpuštanja polifenola iz čokolada u uvjetima simulirane probave 

Praćenje kinetike otpuštanja polifenola iz čokolada u uvjetima simulirane probave provedeno 

je na isti način kao i slučaju liposomalnog inkapsulata, odnosno prema metodi opisanoj u 

poglavlju 3.5.2.4.  

3.5.3.3. Određivanje reoloških svojstava čokolade  

Reološka svojstva čokolada određena su prema metodi IOCCC (2000), koristeći Casson-ov 

model. Mjerenje je provedeno na temperaturi od 40 °C, a prije početka analize na čokolade je 

primjenjena brzina smicanja od 5 s-1 tijekom 5 minuta. Tijekom analize, brzina smicanja 

povećavala se od 2 do 50 s-1 tijekom 3 minute, nakon čega je održavana brzina smicanja od 

50 s-1 tijekom 1 minute te se brzina smicanja smanjivala od 50 do 2 s-1 tijekom 3 minute. 

Rezultati su analizirani u programu RheoCompass (Anton Paar, Austrija).  

3.5.3.4. Određivanje raspodjele veličine čestica  

Raspodjela veličine čestica formuliranih čokolada određena je metodom laserske difrakcije 

pomoću instrumenta Malvern Mastersizer s odabranom jedinicom za tekuće uzorke Hydro 

2000S. Uređaj je spojen na računalo i kontroliran preko programa Mastersizer 2000 5.60. 

Čokolade (10 g) su prije mjerenja homogenizirane u suncokretovom ulju (300 mL). Prije 

pokretanja postupka mjerenja, provela se kalibracija uređaja nakon čega se postupno dodao 

uzorak prateći stupanj zasićenja na ekranu računala. Parametri raspodjele veličine čestica koji 

su analizirani kod ovih uzoraka bili su d(0,9), d(0,5) i d(0,1): 

d(0,5) - predstavlja promjer čestica za koji vrijedi da 50 % ukupnog broja čestica ima promjer 

veći od tog promjera i 50 % ukupnog ima promjer manji od tog promjera. Ova vrijednost 

poznata je kao „mass median diameter“ ili medijan volumne raspodjele.  

d(0,1) - predstavlja veličinu čestice od koje je manje 10 % čestica cijelog uzorka. 

d(0,9) - predstavlja veličinu čestica od koje je manje 90 % čestica cijelog uzorka.  

3.5.3.5. Određivanje teksturalnih svojstava čokolada  

Uzorci čokolada bili su podvrgnuti analizi tvrdoće, izražene kao sila probijanja, na uređaju za 

ispitivanje teksture TA.HD.plus. Uzorci su bili dimenzija 3 cm x 2,5 cm x 1 cm (dužina x širina 

x visina) i prije analize su bili temperirani na sobnu temperaturu. Da bi se postigao maksimalni 

omjer kompresije i smicanja, za probijanje uzoraka korištena je cilindrična čelična sonda P/2 

(Stable Micro Systems, UK) s ravnim dnom, promjera 2 mm. Dubina prodiranja podešena je 

na 10 mm uz brzinu prodiranja od 0,5 mm s-1. Dobiveni dijagrami obrađeni su u Texture 

Exponent programu (Stable Mirco Systems, UK). 
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3.5.3.6. Određivanje svojstava taljenja čokolada 

Diferencijalna pretražna kalorimetrija (DSC) provedena je na uređaju Mettler Toledo DSC 823e 

prema metodi opisanoj u radu Dolatowska-Żebrowska i suradnika (2019). Svaki uzorak (oko 4 

mg) zatvoren je unutar predviđene aluminijske posudice za mjerenje. Analiza uzorka unutar 

uređaja obuhvaćala je hlađenje na 10 °C i zatim zagrijavanje brzinom od 4 °C min-1 u 

temperaturnom području od 10 °C do 50 °C uz inertnu struju dušika pri protoku od 50 mL min-

1. Rezultati su prikazani u obliku DSC termograma iz kojih su iščitane vrijednosti za 

maksimalnu temperaturu taljenja (Tt) i entalpiju taljenja (ΔHt) za oblik V (β2) kakaovog maslaca 

u uzorcima čokolada.  

3.5.3.7. Senzorska analiza čokolada  

Senzorska analiza čokolada provedena je po metodi ISO 8589-2007. Senzorsku analizu 

provodio je interni panel Prehrambeno-biotehnološkog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu koji se 

sastojao od 10 članova starosti između 20 i 50 godina. Čokolade su servirane na sobnoj 

temperaturi te su im ocjenjivani parametri izgleda (boja, sjaj i površina), akustičnosti (lom),  

teksture (taljenje) te okusa (slatko, slano, gorko i biljno) koristeći ocjene od 1 do 9, pri čemu 

ocjena 1 označava nizak intenzitet parametra, a ocjena 9 izrazito visoki intenzitet. Opća 

prihvatljivost proizvoda ocjenjivana je hedonističkom skalom od 1 do 9, pri čemu 1 označava 

izrazito nepoželjan proizvod, a 9 izrazito poželjan.    

3.5.4. Statistička obrada rezultata 

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuće standardne devijacije. Statistička 

obrada rezultata provedena je u programu Statistica (v.14, TIBCO Software Inc.) koristeći 

Studentov t-test i jednosmjerni ANOVA test i Tukey post-hoc test.  
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4. REZULTATI I RASPRAVA 

Cilj ovog rada bio je formulirati liposomalne dozirne sustave polifenolnih spojeva ekstrakta 

haritakija te njihova inkorporacija u čokoladu. Ekstraktu haritakija određena su bioaktivna 

svojstva, a formuliranim liposomima fizikalna svojstva, inkapsulacijska učinkovitost, 

antioksidacijski kapacitet i kinetika otpuštanja polifenola u uvjetima simulirane probave. 

Pripremljeni liposomalni inkapsulat, dodan je u čokoladu u udjelu od 10 % te su 

novoformuliranim čokoladama određena bioaktivna, reološka, fizikalna, teksturalna i 

senzorska svojstva.  

4.1. KARAKTERIZACIJA EKSTRAKTA HARITAKIJA  

Bioaktivna karakterizacija ekstrakta haritakija uključivala je određivanje udjela ukupnih 

polifenola i antioksidacijskog kapaciteta DPPH i ABTS metodoma. Rezultati su prikazani u 

tablici 4. Svi rezultati izraženi su po gramu suhe tvari, koja je za ispitivani uzorak iznosila 96,29 

%.  

Tablica 4. Udjel ukupnih polifenola i antioksidacijski kapacitet ekstrakta haritakija 

Udjel ukupnih polifenola 

(mg EGK g-1 s. tv.) 

Antioksidacijski kapacitet 

(mmol Trolox g-1 s. tv.) 

DPPH                                   ABTS 

457,69 ± 0,74 6,34 ± 0,10 6,03 ± 0,28 

EGK-ekivalenti galne kiseline; s.tv.-suha tvar 

Udjel ukupnih polifenola ekstrakta haritakija iznosio je 457,69 mg EGK g-1 s. tv., a 

antioksidacijski kapacitet 6,34 i 6,03 mmol Trolox g-1 s. tv. Venkatesan i sur. (2017) provodili 

su ekstrakciju polifenolnih spojeva kore haritakija koristeći heksan, kloroform, etilni acetat, 

aceton, metanol i vodu kao otapala, a najveću ekstrakcijsku učinkovitost odredili su u 

metalnom ekstraktu (143,41 µg ekvivalenta rutina mL-1).  Nadalje, Kumar i sur. (2018) odredili 

su visoki antioksidacijski kapacitet alkoholnog ekstrakta haritakija s izmjerenim IC50 

vrijednostima (koncentracija koja uzrokuje 50 %-tnu inhibiciju danoga parametra) od 2,27 μg 

mL-1 (ABTS metoda) i 6,04 μg mL-1 (DPPH metoda). Prema Saha i sur. (2011), visoki 

antioksidacijski kapacitet haritakija proizlazi iz prisutnosti hidroksicimetnih kiselina, derivata 

hidroksibenzojevih kiselina, flavonol aglikona i njihovih glikozida.   

Nadalje, u ovome istraživanju, provedena je identifikacija pojedinačnih polifenolnih spojeva 

koristeći HPLC-PDA i LC-MS/MS metodologiju. Kromatrogram uzorka snimljen PDA 

detektorom pri valnoj duljini od 260 nm prikazan je na slici 6. Primjenom HPLC-PDA 
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metodologije identificirane su galna i elaginska kiselina (tablica 5), dok je za identifikaciju 

dodatna tri derivata galne kiseline primijenjena LC-MS/MS metodologija. 

 

Slika 6. Kromatogram ekstrakta haritakija, uz označene identificirane polifenolne spojeve, 

snimljen PDA detektorom pri 260 nm 

Od derivata galne kiseline identificirani su punikalin(4,6-O-(S,S)-galagil-α/β-D-glukoza, 1,6 (ili 

1,3)-di-O-galoil-2,4-čebuloil-β-D-glukozai 1,2,3,4,6-penta-O-galoil-β-D-glukoza, a njihovi udjeli 

prikazani su u tablici 5.  

Tablica 5. Udjel pojedinačnih polifenolnih spojeva u ekstraktu haritakija 

Polifenolni spoj 
Udjel spoja 

(mg g-1 s. tv.) 

*Punikalin(4,6-O-(S,S)-galagil-α/β-D-glukoza 10,62 

Galna kiselina 23,49 

*1,6 (ili 1,3)-di-O-galoil-2,4-čebuloil-β-D-glukoza 61,92 

Elaginska kiselina 6,93 

*1,2,3,4,6-penta-O-galoil-β-D-glukoza 15,32 

s.tv.-suha tvar; * kvanticirani koristeći galnu kiselinu kao standard 

Juang i sur. (2004) identificirali su 14 polifenolnih spojeva u haritakiju, uključujući galnu kiselinu 

(6,72 mg g-1), čebulaninsku kiselinu (8,65 mg g-1), punikalin (38,07 mg g-1), čebulanin (11,63 

mg g-1), korilagin (13,80 mg g-1), neočebulinsku kiselinu (13,05 mg g-1), elaginsku kiselinu 
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(24,44 mg g-1), čebulaginsku kiselinu (57,89 mg g-1), čebulininsku kiselinu (21,61 mg g-1) i 

1,2,3,4,6-penta-O-galoil-β-D-glukozu (14,54 mg g-1), a udjel ukupnih polifenola iznosio je 

210,40 mg g-1. Također, Pfundstein i sur. (2010) proveli su identifikaciju i kvantifikaciju 

polifenolnih spojeva u metanolnom ekstraktu haritakija. Kao i u ovome istraživanju, 

identificirana je galna kiselina (3,68 mg g-1), penta-O-galoil glukoza (3,51 mg g-1) i elaginska 

kiselina (4,08 mg g-1). Osim navedenih spojeva, identificirali su i di-O-galoil glukozu (11,98 mg 

g-1), tri-O-galoil glukozu (3,09 mg g-1), tetra-O-galoil glukozu (6,52 mg g-1), tri-O-galoil-

šikiminsku kiselinu (3,26 mg g-1), čebulanin (7,17 mg g-1), metil neočebulanin (2,18 mg g-1), 

čebulaginsku kiselinu (24,17 mg g-1), čebulinsku kiselinu (4,00 mg g-1), metil neočebulagat 

(7,14 mg g-1), metil neočebulinat (9,01 mg g-1), korilagin (13,80 mg g-1) i punikalagin (11,22 mg 

g-1).  

4.2. LIPOSOMALNA INKAPSULACIJA 

4.2.1. Fizikalna karakterizacija liposoma  

Fizikalna karakterizacija liposoma uključivala je određivanje veličine, indeksa polidisperzije i 

zeta potencijala, a rezultati su prikazani u tablici 6.  

Tablica 6. Fizikalna karakterizacija liposoma 

Uzorak 
Veličina 

(nm) 
Indeks polidisperzije 

Zeta potencijal 
(mV) 

Prazni liposomi (PL) 874,80 ± 11,91bc 0,66 ± 0,12 -12,03 ± 0,87bc 

Liposomalni inkapsulat - 50 
mg (L_50) 

545,83 ± 11,54ac 0,63 ± 0,02 -17,60 ± 0,29ac 

Liposomalni inkapsulat - 
100 mg (L_100) 

514,07 ± 11,09ab 0,59 ± 0,03 -14,23 ± 0,29ab 

a-statistički značajna razlika u odnosu na PL (p<0,05); b-statistički značajna razlika u odnosu na L_50 
(p<0,05); c-statistički značajna razlika u odnosu na L_100 (p<0,05). Statistička obrada rezultata 
provedena je koristeći jednosmjerni ANOVA test i Tukey post-hoc test. 

 

Veličina praznih liposoma iznosila je 874,80 nm, dok je veličina liposomalnog inkapsulata s 50 

mg uzorka iznosila 545,83 nm, a veličina liposomalnog inkapsulata sa 100 mg uzorka 514,07 

nm. Iz dobivenih vrijednosti može se primijetiti da se povećanjem mase ekstrakta unutar 

liposoma statistički značajno (p<0,05) smanjuje njihova veličina. Prema broju lipidnih 

dvoslojeva, liposomi se karakteriziraju kao jednoslojni (svih dimenzija), višeslojni (> 500 nm) i 

multivezikularni (> 1000 nm) (Guimarães i sur., 2021). Liposomi korišteni u ovom istraživanju, 
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prema tome, pripadaju skupini višeslojnih liposoma, zbog svoje veličine koja je veća od 500 

nm kod svih uzorka.   

Indeks polidisperzije ukazuje na raspodjelu veličine čestica liposoma i vrijednosti su u rasponu 

od 0 do 1, pri čemu niže vrijednosti ukazuju na njihovu homogeniju raspodjelu (Guimarães i 

sur., 2021). Indeks polidisperzije u ovome istraživanju iznosio je oko 0,6 kod svih analiziranih 

uzoraka i nije uočena statistički značajna (p>0,05) razlika između ispitivanih uzoraka. Danaei 

i sur. (2018) navode kako vrijednost indeksa polidisperzije iznad 0,7 pokazuje da uzorak ima 

vrlo široku distribuciju veličine čestica. Kod nosača na bazi lipida, kao što su liposomi i 

formulacije nanoliposoma, PDI od 0,3 i niže se smatra prihvatljivim (Putri i sur., 2017; Badran 

i sur., 2014; Chen i sur., 2011). Unatoč tome, posljednje izdanje „Smjernica za industriju“ 

Američke agencije za hranu i lijekove ne navodi kriterije za prihvatljiv indeks polidisperzije kada 

je riječ o lijekovima koji koriste liposome kao nosače (FDA, 2018).  Nadalje, vrijednost zeta 

potencijala indicira stabilnost koloidnog sustava. Povećanjem zeta potencijala, povećava se 

odbijanje između čestica što dovodi do stabilnije koloidne disperzije. Ako sve čestice u 

suspenziji imaju veliki negativni ili pozitivni zeta potencijal one će se odbijati i neće stvarati 

tendenciju prema aglomeriranju (Mady i sur., 2012). Zeta potencijal u ovom istraživanju iznosio 

je -12,03 mV za prazne liposome (PL), -17,60 mV za liposome koji sadrže 50 mg ekstrakta 

(L_50) te 14,23 mV za liposome koji sadrže 100 mg ekstrakta (L_100) haritakija. Kod ispitivanih  

uzoraka, uočena je statistički značajna razlika (p<0,05) u vrijednostima zeta potencijala. Na 

vrijednost zeta potencijala može utjecati temperatura, viskoznost, pH vrijednost, ionska jakost 

te površinske karakteristike liposoma. Čak i male varijacije navedenih parametara mogu 

značajno promijeniti njegovu vrijednost (Smith i sur., 2017). Kao opće pravilo smatra se da 

zeta potencijal ≥ ±30 mV i ≤ ±60 mV predstavlja izvrsnu stabilnost (Samimi i sur., 2018; Sikora 

i sur., 2015; Honary i sur., 2013;). Zeta potencijal liposoma ≥ ±30mV ukazuje na 

monodisperzne formulacije bez agregata (Gumustas i sur., 2018), dok su liposomi sa zeta 

potencijalom ±20 mV manje stabilni. Svi ostali sustavi, sa zeta potencijalom manjim od ±5 mV 

teže brzoj agregaciji (Honary i sur.,2013). Prema zeta potencijalu analiziranih uzoraka, može 

se zaključiti da se radi o stabilnom sustavu čija je stabilnost kratkotrajna. Nemeth i sur. (2022) 

uspjeli su povećati stabilnost liposoma dodatkom membranskih aditiva koji daju naboj, kao što 

su stearilamin i diacetil fosfat. Površinska modifikacija liposoma može se izvesti na dva načina, 

ugradnjom površinskih aktivnih tvari poput žučnih soli ili Tween 80 ili prevlačenjem površine 

polimerima kao što su kitozan i polietilen glikol (Nguyen i sur., 2016). 

4.2.2. Određivanje inkapsulacijske učinkovitosti 

Inkapsulacijska učinkovitost vrlo je važan parametar u procjeni uspješnosti inkapsulacijskog 

postupka i odnosi se na udio aktivnog spoja koji je uspješno zadržan u inkapsulacijskom 
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sustavu. Inkapsulacijska učinkovitost ukupnih polifenola određena je za oba pripremljena 

inkapsulata – L_50 i L_100, i iznosila je, redom, 97,26 i 97,24 %. Pošto inkapsulacijska 

učinkovitost između inkapsulata nije bila statistički značajno (p>0,05) različita, za sve daljnje 

eksperimente, korišten je uzorak L_100 pošto je sadržavao više inkapsuliranog ekstrakta (100 

mg) nego uzorak L_50 (50 mg) s jednakom inkapsulacijskom učinkovitošću ukupnih polifenola. 

Inkapsulacijska učinkovitost za pojedinačne identificirane polifenolne spojeve ekstraktra 

haritakija u uzorku L_100 prikazana je na slici 7.  

 

Slika 7. Inkapsulacijska učinkovitost (%) ukupnih i pojedinačnih polifenolnih spojeva 

ekstrakta haritakija u uzorku L_100 

Svi identificirani polifenolni spojevi, izuzev galne kiseline, pokazali su izrazito visoku 

inkapsulacijsku učinkovitost ( > 90 %). Galna kiselina je izrazito polaran polifenolni spoj, što je 

vidljivo i iz kromatograma ekstrakta haritakija (slika 6), pošto se eluira u kratkom vremenu kod 

kromatografije obrnutih faza, primijenjene u ovome radu, čime se može objasniti njeno manje 

zadržavanje (62,9 %) u inkapsulacijskom sustavu. Zanimljivo je istaknuti da je punikalin(4,6-

O-(S,S)-galagil-α/β-D-glukoza po retencijskom vremenu polarniji od galne kiseline, a zadržan 

je u visokom udjelu (98,0 %) u liposomalnom inkapsulacijskom sustavu. Među dostupnom 

znanstvenom literaturom, nisu dostupni podaci o liposomalnoj inkapsulaciji bioaktivnih spojeva 

haritakija, ali primijenjene su druge tehnike. Tako su primjerice, Kumar Jha i sur. (2024) 

inkapsulirali bioaktivne spojeve haritakija ionskim geliranjem, koristeći natrijev alginat kao 

nosač, te liofilizacijom, koristeći binarne sustave nosača zeina i škroba. Isti autori zabilježili su 

veću inkapsulacijsku učinkovitost ekstrakta od 75,95 %, primjenom liofilizacije uz škrob kao 

nosač, dok je ionsko geliranje, uz natrijev alginat kao nosač, rezultiralo nižom inkapsulacijskom 

učinkovitošću od 56,06 %. Nadalje, u radu Varma i sur. (2019) provedena je inkapsulacija 

bioaktivnih spojeva haritakija koristeći fitosome koji su pripremljeni koristeći različite omjere 

fosfolipida, kolesterola i alkoholnog ekstrakta haritakija. Najveća inkapsulacijska učinkovitost, 
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od 77,56 %, zabilježena je pri omjeru fosfolipida i kolesterola 1,5:1,2 uz dodatak 1 % 

alkoholnog ekstrakta haritakija.  

4.2.3. Određivanje antioksidacijskog kapaciteta TBARS metodom  

Tiobarbiturni test korišten je za utvrđivanje zadržavanja antioksidacijskog kapaciteta ekstrakta 

haritakija nakon inkapsulacije u liposomalni sustav, a praćen je određivanjem koncentracije 

malondialdehida, kao markera lipidne peroksidacije (Petlevski i sur., 2006). Rezultati su 

prikazani na slici 8 i vidljivo je da je kod oba liposomalna inkapsulata (L_50 i L_100) stvaranje 

malondialdehida bila znatno manje u usporedbi s praznim liposomima (uzorak PL). Nakon UV 

zračenja od 200 pulseva, stvaranje malondialdehida bilo je 1,55 puta manje u liposomalnim 

inkapsulatima (L_50 i L_100) nego u praznim liposomima (PL). 

 

Slika 8. Utjecaj inkapsuliranog ekstrakta haritakija na intenzitet UV-inducirane lipidne 

peroksidacije, određen TBARS metodom. 

Ventekatesan i sur. (2017) također su objavili značajnu antioksidacijsku aktivnost alkoholnog 

ekstrakta haritakija u inhibiciji lipidne peroksidacije moždanog tkiva pri čemu su odredili IC50 

vrijednost od 271,76 μg mL-1, dok je, za usporedbu, salicilna kiselina imala IC50 vrijednost od 

137,73 μg mL-1. Autori su zaključili da je snažna antioksidacijska aktivnost ekstrakta haritakija 

u inhibiciji peroksidacije lipida rezultat prisustva polifenolnih spojeva.  

4.2.4. Praćenje kinetike otpuštanja polifenola u uvjetima simulirane probave 

Kinetika otpuštanja polifenola iz liposoma (uzorak L_100) u uvjetima simulirane probave, 

uključujući želučanu (SGF) i intestinalnu (SIF) fazu, prikazana je na slici 9. 
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Slika 9. Kinetika otpuštanja polifenola iz liposomalnog inkapsulata (uzorak L_100) u uvjetima 

simulirane probave 

Prema dobivenim rezultatima, otpuštanje polifenola iz liposoma u želučanoj fazi bilo je izrazito 

sporo što je i očekivano s obzirom da nizak pH i prisutnost pepsina u SGF-u nemaju značajan 

utjecaj na strukturu liposoma (Rowland i sur., 1980). Otpuštanje polifenola je postalo brže u 

intestinalnoj fazi jer žučne soli i pankreatin u SIF-u utječu na fizikalne karakteristike i 

morfologiju liposoma uslijed hidrolize fosfolipida enzimima pankreatina i interakcija žučnih soli 

s komponentama liposoma (Liu i sur., 2012). Detergentna svojstva žučnih soli uzrokuju 

poremećaj fosfolipidnih dvoslojeva u liposomima (Liu i sur., 2012) što doprinosi otpuštanju 

inkapsuliranih spojeva iz liposomalne strukture. U istraživanju Liu i suradnika (2015), 

cjelovitost liposoma ostala je nepromijenjena tijekom probave u SGF-u, dok je u SIF-u došlo 

do oštećenja membrana i otpuštanje slobodnih masnih kiselina, olakšanog prisutnošću žučnih 

soli, što je doprinijelo oslobađanju inkapsuliranog albumina iz liposoma. Na temelju dobivenih 

rezultata vidljivo je da je količina ekstrakta oslobođenog iz liposoma za vrijeme želučane faze 

vrlo mala, što ukazuje da liposomi u želučanom okruženju ostaju stabilni. Liposomi na ovaj 

način pridonose boljoj apsorpciji i većoj bioraspoloživosti polifenola u tankom crijevu.  

4.3. FORMULACIJA ČOKOLADA 

Pripremljena su dva uzorka čokolade – kontrolni uzorak, pripremljen bez dodatka inkapsulata, 

i uzorak pripremljen uz dodatak liposomalnog inkapsulata (uzorak L_100) u udjelu od 10 %. 

Novoformuliranim čokolada određen je bioaktivni sastav, raspodjela veličine čestica, reološka, 

teksturalna i senzorska svojstva te svojstva taljenja. 

4.3.1. Karakterizacija bioaktivnog sastava čokolada 

Bioaktivna karakterizacija čokolada uključivala je određivanje udjela ukupnih polifenola i 

antioksidacijskog kapaciteta, a rezultati su prikazani u tablici 7. 
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Tablica 7. Rezultati određivanja udjela ukupnih polifenola i antioksidacijskog kapaciteta 

čokolada 

Uzorak 
Udjel ukupnih 

polifenola 
(mg EGK g-1) 

Antioksidacijski kapacitet 
(mmol Trolox g-1) 

 
DPPH                    ABTS 

Uzorak Č_K 22,95 ± 0,33* 0,10 ± 0,01 0,11 ± 0,00 

Uzorak Č_L 17,38 ± 0,08* 0,11 ± 0,01 0,11± 0,00 

EGK-ekivalenti galne kiseline; *-statistički značajna razlika (p<0,05) između uzoraka određena t-testom. 

Kontrolni uzorak čokolade (Č_K), pripremljen bez dodatka liposomalnog inkapsulata, 

sadržavao je 22,95 mg EGK g-1 polifenola i shodno tome visoki antioksidacijski kapacitet  (0,10 

i 0,11 mmol Trolox g-1). Kontrolni uzorak sadržavao je 75 % kakaovih dijelova (poglavlje 3.5.3.) 

što objašnjava njegov bogati bioaktivni sastav (Da Silva i sur., 2015). U uzorku pripremljenom 

s dodatkom liposomalnog inkapsulata (Č_L), određen je niži udjel ukupnih polifenola od 17,38 

mg EGK g-1, a jednaki antioksidacijski kapacitet (0,11 mmol Trolox g-1). Kao što je rečeno, 

kontrolni uzorak čokolade sadržavao je visoki udjel kakaovih dijelova, a time i veći udio 

polifenola po masi, u usporedbi s liposomima, ali unatoč tome, kao posljedica visokog 

antioksidacijskog kapaciteta ekstrakta haritakija, isti nije bio promijenjen dodatkom 

liposomalnog inkapsulata u čokoladu.  

Postoji veliki broj istraživanja s temom obogaćivanja čokolada polifenolnim spojevima s 

obećavajućim rezultatima. Tako su primjerice, Sim i sur. (2016) dodatkom praha osušenog 

perikarpa mangostina u udjelu od 3 % povećavali ukupni udio polifenola u tamnoj čokoladi za 

13 %. Belščak Cvitanović i sur. (2013) pokazali su da dodatak koncentriranih i liofiliziranih 

biljnih ekstrakata stolisnika, koprive i lista masline u udjelu od 3 % također povećava udio 

ukupnih polifenolnih spojeva čokolade. Također, u istome istraživanju, čokolade obogaćene 

biljnim ekstraktima pokazale su veći udjel ukupnih polifenola nakon 12 mjeseci skladištenja u 

odnosu na čokoladne mase bez dodatka ekstrakta. Polinski i sur. (2021) zabilježili su 

povećanje antioksidacijskog kapaciteta, udjela ukupnih polifenola i bioraspoloživosti dodatkom 

5 % liofiliziranog ekstrakta aronije u tamnu čokoladu. Ova istraživanja upućuju na to da 

obogaćivanje čokolade polifenolnim spojevima može biti održiva strategija za poboljšanje 

njezinih funkcionalnih svojstava.  
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4.3.2. Praćenje kinetike otpuštanja polifenola čokolada u uvjetima simulirane probave 

Praćenje kinetike otpuštanja polifenola u uvjetima simulirane probave provedeno je kod 

kontrolnog uzorka čokolade (Č_K) i onog s dodatkom liposomalnog inkapsulata (Č_L), u cilju 

provjere zadržavanja mogućnosti kontinuiranog i kontroliranog otpuštanja polifenolnih spojeva 

inkapsulata i nakon inkorporacije u prehrambeni proizvod. Rezultati su prikazani na slici 10. 

 

EGK-ekivalenti galne kiseline 

Slika 10. Praćenje kinetike otpuštanja polifenola iz čokolada u uvjetima simulirane probave 

Kod uzorka čokolade s dodanim liposomalnim inkapsulatom (Č_L), uočeno je kontinuirano i 

kontrolirano otpuštanje polifenola tijekom simulirane probave u želucu i takom crijevu, što znači 

da je inkapsulacijski sustav uspješno inkorporiran u matriks čokolade. Usporedno s time, kod 

kontrolnog uzorka čokolade (Č_K), uočeno je brže i manje kontrolirano otpuštanje polifenola u 

želučanoj fazi što upućuje na daljnju slabiju apsorpciju polifenola u tankom crijevu, a time i 

njihovu manju bioraspoloživost. Čokolade se najčešće obogaćuju polifenolnim spojevima 

inkorporacijom različitih biljnih ekstrakata te je primjerice, u radu Šeremet (2024) provedena 

uspješna inkorporacija liposomalnog ekstrakta dobričice u čokoladu vidljiva također 

postizanjem kontroliranog i kontinuiranog otpuštanja polifenolnih spojeva u uvjetima simulirane 

probave u želucu i tankom crijevu. 

4.3.3. Raspodjela veličine čestica u uzorcima čokolada 

Raspodjela veličine čestica u čokoladi ima značajan utjecaj na teksturu, profil taljenja, 

kristalizaciju i senzorska svojstva. Dijagrami raspodjele veličine čestica u čokoladama 

prikazani su na slikama 11 i 12, a parametri raspodjele veličine čestica (d(0,1), d(0,5) i d(0,9)) 

u tablici 8.  
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Slika 11. Raspodjela veličine čestica za kontrolni uzorak čokolade bez liposomalnog 

inkapsulata (uzorak Č_K) 

 

 

Slika 12. Raspodjela veličine čestica za uzorak čokolade s liposomalnim inkapsulatom 

(uzorak Č_L) 

Tablica 8. Parametri raspodjele veličine čestica (µm) čokolada  

Uzorak d(0,1) d(0,5) d(0,9) 

Č_K 3,04 8,75 23,90 

Č_L 4,04 14,01 74,15 

 

Prema parametru d(0,1), 90 % čestica uzorka Č_K veće je od 3,04 µm, a kod uzorka Č_L veće 

je od 4,04 µm. Parametar d(0,5), kao najmjerodavniji pokazatelj veličine čestica, razlikuje se 

kod uzoraka čokolada, te kod uzorka Č_L iznosi 14,01 µm, a kod uzorka Č_K 8,75 µm. Ovaj 

parametar, koji se još naziva i medijan volumne raspodjele, ukazuje na to da liposomalni 

inkapsulat utječe na povećanje veličine čestica. Također, kod parametra d(0,9) primjetne su 

veće varijacije između čokolada te je tako vrijednost parametra d(0,9) kod uzorka Č_K 23,90 

µm, a uzorka Č_L 74,15 µm. S obzirom na sve parametre raspodjele veličine čestica, može se 

primijetiti da je veličina čestica uzorka Č_K u rasponu od finih (18 µm) do grubih čestica (50 

µm), što zadovoljava rasponu minimalno i maksimalno dopuštenih veličina čestica čokolade, 

dok je kod uzorka Č_L, prema vrijednosti d(0,9), 10 % čestica veće od 74,15 µm (Ziegler i 
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Hogg, 2009; Beckett, 2000). Također, prema Sim i sur. (2016), poželjna je veličina čestica 

manja od 30 µm jer one rezultiraju „ugodnim“ osjećajem čokolade u ustima, što u ovome 

slučaju, ide u korist čokoladi bez dodatka liposomalnog inkapsulata.  

U radu Belščak-Cvitanović (2013) mjerena je raspodjela veličine čestica čokolada s 30 %, 38 

% i 72 % kakaovih dijelova koje su obogaćene liofiliziranim ekstraktima stolisnika, koprive i 

lista masline u udjelima od 1 i 3 %.  U istome radu uočeno je da jedino dodatak liofiliziranog 

ekstrakta lista masline u čokoladu s 72 % kakaovih dijelova nije utjecao na parametre d(0,1) i 

d(0,5), ali je utjecao na parametar d(0,9). Parametar d(0,9) kod čiste čokoladne mase iznosio 

je 53,90 µm, a kod čokoladne mase obogaćene s 1 % ekstrakta lista masline 74,44 µm. 

4.3.4. Određivanje reoloških svojstava čokolade  

Reološka svojstva čokolade najviše ovise o raspodjeli veličine čvrstih čestica i samoj 

formulaciji, odnosno udjelu pojedinih sastojaka, kao i postupku proizvodnje. Casson-ov model 

je matematički model koji se najčešće koristi za procjenu reoloških svojstava čokolade pri 

čemu se računaju Casson-ova granica tečenja i plastična viskoznost (Afoakwa i sur., 2007). 

Vrijednosti Casson-ove granice tečenja i plastične viskoznosti prikazane su u tablici 9, a 

krivulje tečenja i viskoznosti čokolada na slikama 13 i 14. 

Tablica 9. Reološka svojstva novoformuliranih čokolada 

Uzorak 
Casson-ova granica tečenja 

(Pa) – τ0 
Casson-ova plastična viskoznost 

(Pa s) – ηC 

Č_K 2,78 ± 0,06* 1,04 ± 0,02* 

Č_L 7,21 ± 0,09* 1,25 ± 0,02* 

*-statistički značajna razlika (p<0,05) između uzoraka određena t-testom. 

 

Slika 13. Krivulja tečenja formuliranih čokolada 
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Slika 14. Krivulja viskoznosti formuliranih čokolada 

Uzorci čokolada su prema krivuljama tečenja (slika 13) i krivuljama viskoznosti (slika 14) 

pokazali ponašanje karakteristično za ne-newtonske pseudoplastične tekućine. Za 

određivanje svojstva tečenja uzoraka čokolada korišten je Casson-ov model pri čemu granica 

tečenja označava minimalno smično naprezanje potrebno da bi čokolada počela teći, a 

plastična viskoznost silu potrebnu za održavanje konstantnog protoka u čokoladi. Vrijednost 

Casson-ove granice tečenja za kontrolni uzorak K_Č iznosila je 2,78 Pa, a dodatak 

liposomalnog inkapsulata u čokoladu uzrokovao je statistički značajno (p<0,05) povećanje 

granice tečenja te je ona za uzorak Č_L iznosila 7,21 Pa. Veća vrijednosti granice tečenja u 

uzorku Č_L može značiti da su u tom uzorku ostvarene snažnije interakcije između sastojaka 

u odnosu na uzorak Č_K. Casson-ova viskoznost za kontrolni uzorak (Č_K) iznosila je 1,04 

Pa s te se statistički značajno (p<0,05) razlikovala od vrijednosti utvrđene za uzorak Č_L (1,25 

Pa s). Prema Aeschlimann i Beckett (2000), očekivane vrijednosti Casson-ove plastične 

viskoznosti za mliječne čokolade su u rasponu od 2 do 6 Pa s i za tamne čokolade od 2 do 4 

Pa s, dok su očekivane vrijednosti granice tečenja za mliječne čokolade u rasponu od 2 do 18 

Pa, a za tamne čokolade od 4 do 32 Pa. Dakle, dobiveni rezultati u ovome istraživanju u skladu 

su s očekivanim vrijednostima.  

4.3.5. Određivanje tvrdoće čokolada  

Od teksuralnih svojstava, novoformuliranim čokoladama određena je tvrdoća i rezultati su 

prikazani u tablici 10.  

Tablica 10. Tvrdoća (izražena kao sila probijanja) čokolada 

Uzorak Tvrdoća [N]  

Č_K 30,86 ± 2,70 

Č_L 30,39 ± 0,34 

*-statistički značajna razlika (p<0,05) između uzoraka određena t-testom.  
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Tvrdoća kontrolnog uzorka čokolade (uzorak Č_K) iznosila je 30,86 N, a onog s dodatkom 

liposomalnog inkapsulata (uzorak Č_L) 30,39 N. Iz dobivenih rezultata vidljivo je da dodatak 

liposomalnog inkapsulata nije statistički značajno (p>0,05) utjecao na tvrdoću čokolade. U radu 

Šeremet (2024), dodatak liposomalnog inkapsulata ekstrakta dobričice, u udjelu od 4 %, 

uzrokovao je smanjenje tvrdoće čokolade s 18286,75 g na 14100,37 g i navedeno je da manja 

tvrdoća čokolade upućuje na prisutnost slabije mrežne strukture, odnosno na čokolade 

osjetljivije na lomljenje. Također, autorica navodi da je mogući uzrok smanjenja tvrdoće 

korištenje fosfolipida s izrazito visokim udjelom fosfatidilkolina u formulaciji liposoma. U prilog 

tome zaključku ide istraživanje Ashkezary i suradnika (2018) koji su ustanovili da veći udjel 

lecitina u recepturi čokolade rezultira čokoladom manje tvrdoće. Unatoč tome, taj učinak u 

ovome istraživanju nije uočen.  

4.3.6. Određivanje svojstava taljenja čokolade 

Termogrami uzoraka čokolada u obliku DSC krivulja prikazani su na slici 15, a parametri 

taljenja za oblik V (β2) kakaovog maslaca prikazani su u tablici 11.  

 

Slika 15. DSC termogrami formuliranih čokolada 

Tablica 11. Rezultati DSC analize – maksimalna temperatura taljenja (Tt) i specifična 

entalpija taljenja (ΔHt) za oblik V (β2) kakaovog maslaca u uzorcima čokolada 

Uzorak 
Tt  

(°C) 

ΔHt 

(J g-1) 

Č_K 34,3 ± 0,1 47,36 ± 1,3* 

Č_L 34,8 ± 0,0 34,8 ± 0,7* 

*-statistički značajna razlika (p<0,05) između uzoraka određena t-testom.  
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Na krivuljama taljenja uzoraka čokolada (DSC termogrami) primijećen je 1 endotermni pik. 

Oštri pik primijećen je kod oba uzorka u uskom rasponu maksimalne temperature taljenja 34,3 

°C (Č_K) do 34,8 °C (Č_L) i predstavlja taljenje najpoželjnijeg polimorfnog oblika kakaovog 

maslaca - oblik V (β2). S obzirom na dominaciju oblika V kakaovog maslaca, može se zaključiti 

da je proces temperiranja oba uzorka čokolada proveden ispravno. Premda dodatak 

inkapsulata u čokoladu nije rezultirao statistički značajnom (p>0,05) promjenom u maksimalnoj 

temperaturi taljenja oblika V kakaovog maslaca, promjene u entalpiji taljenja (ΔHt) bile su 

statistički značaje (p<0,05) te se pokazalo da je količina energije potrebna za taljenje 

kontrolnog uzorka Č_K iznosila 47,36 J g-1, a količina energije potrebna za taljenje uzorka Č_L 

34,8 J g-1. U čokoladama je najpoželjniji V oblik kakaovog maslaca, odnosno β2 oblik, a upravo 

je i cilj procesa temperiranja postići njegovu dominaciju u čokoladi, u odnosu na druge 

polimorfne oblike. Pravilnim temperiranjem čokoladna masa postiže veću brzinu skrućivanja i 

kontrakciju hlađenjem, a nakon potpunog pravilnog skrućivanja dobiva se konačni proizvod 

željene kakvoće - čokoladne boje, visokog sjaja, pune strukture, ravne i glatke površine, 

potrebne čvrstoće, bolje otpornosti na dodir prstiju, trajnosti i održivosti (Afoakwa, 2016). 

U radu Didar (2020) praćena je promjena u temperaturi taljenja i entalpiji taljenja kod uzoraka 

čokolada u koje je dodan inkapsulat nara u koncentracijama od 1,2,3,4 i 5 grama na 200 g 

bijele čokolade. Inkapsulacija je provedena korištenjem pektina i želatine kao nosača. Dobiveni 

rezultati ukazali su na blagi pad temperature taljenja i promjene entalpije taljenja s povećanjem 

koncentracije dodanog inkapsulata. Kod uzoraka s najmanjom dodanom koncentracijom 

inkapsulata nara, temperatura taljenja je iznosila 34,0 °C, a kod uzorka s najvećom dodanom 

koncentracijom 32,8 °C.  

4.3.7. Određivanje senzorskih svojstava čokolada  

Senzorska analiza čokolada iznimno je bitna kod procjene uspješnosti procesa razvoja 

visokokvalitetnih čokoladnih proizvoda koji zadovoljavaju preferencije potrošača. U ovome 

istraživanju, čokoladama su ocijenjeni parametri izgleda (boja, sjaj i površina), akustičnosti 

(lom), teksture (taljenje), okusa (slatko, gorko i biljno) i opća prihvatljivost. Rezultati senzorskog 

ocjenjivanja prikazani su na slici 16.  
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Slika 16.  Senzorska analiza uzoraka čokolade s dodanim inkapsulatom (Č_L) i čokolade 

bez dodatka inkapsulata (Č_K) 

 

 

Slika 17. Proizvedena čokolada s liposomalnim inkapsulatom  

Oba uzorka čokolade ocijenjena su visokim ocjenama za parametre izgleda. Ocjena za boju 

kod kontrolnog uzorka (Č_K) iznosila je 8,0, a kod čokolade s dodatkom liposomalnog 

inkapsulata (Č_L) 8,4. Sjaj i površina čokolada također su bile ocijenjene sličnim ocjenama, 

odnosno 7,0 i 7,9 za uzorak Č_K i 7,4 i 8,2 za Č_L. Visoke ocjene parametra izgleda upućuju 

na to da je provedena dobra homogenizacija liposomalnog inkapsulata u matriks čokolade te 

da nema razlike u izgledu (slika 17). Intenzitet loma ocijenjen je višom ocjenom kod uzorka 

Č_L (7,4), u usporedbi s uzorkom Č_K (6,2). Pošto se intenzitet loma vrlo često povezuje s 

tvrdoćom, zanimljivo je istaknuti da, unatoč različitim ocjenama intenziteta loma, tvrdoća 
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uzoraka čokolada nije bila statistički značajno (p>0,05) različita (poglavlje 2.4.). Nadalje, 

intenzitet taljenja ocijenjen je sličnim ocjenama kod oba uzoraka čokolada (7,3 i 7,0) što 

upućuje na činjenicu da dodatak liposomalnog inkapsulata nije utjecaj na profil taljenja 

čokolade. Čokolade su ocijenjene relativno niskim ocjenama za slatki okus (4,4 i 4,2) što je i 

očekivano s obzirom na nizak udjel šećera u recepturi (15 %), dok su ocjene za gorki okus 

nešto više (6,4 i 5,9), također očekivano, s obzirom na visoki udjel kakaovih dijelova u recepturi 

(84 %). Biljni okus ekstrakta haritakija uspješno je „zamaskiran“ inkapsulacijom, ali i 

inkorporacijom u čokoladu, pošto je biljni okus u oba uzorka čokolada ocijenjen s vrlo niskim 

ocjenama (1,0 i 1,1). Obje čokolade bile su dobro prihvaćene od strane članova panela, a veću 

ocjenu za opću prihvatljivost dobio je uzorak Č_L (7,7) u usporedbi s Č_K (7,3). 

U radu Didar (2021), prema rezultatima senzorske analize, inkorporacija liposomalnog 

inkapsulata vitamina D (5 µg 10 g-1 čokolade) u čokoladu nije uzrokovala promjene u 

parametrima izgleda i okusa. Također, u radu Tolve i sur. (2018) provedena je inkorporacija 

mikroinkapsulata fitosterola u koncentracijama od 5, 10 i 15 % u čokoladu s 85 % kakaovih 

dijelova, a prilikom senzorske analize, najmanja razlika u prihvatljivosti, u odnosu na kontrolni 

uzorak, uočena je kod uzorka pripremljenog s 5 % mikroinkapsulata. Kod ocjenjivanja 

parametara izgleda i okusa, zabilježene su značajne razlike u intenzitetu boje, taljenja, 

zrnatosti i trpkosti kod svih dodanih koncentracija, pri čemu je čak i najmanja koncentracija 

utjecala na senzorske parametre. U istraživanju Sim i sur. (2016) provedena je inkorporacija 

praha perikarpa mangostina u koncentracijama od 1, 2 i 3 % u čokoladu te prema senzorskoj 

analizi nisu uočene značajne razlike kod parametara okusa, poput gorčine, kakaovog okusa, 

slatkoće i naknadnog okusa. Jedino je kod čokolade obogaćene dodatkom 3 % ekstrakta 

uočena povećana zrnatost, što može biti rezultat povećanja veličine čestica uzrokovanog 

dodatkom ekstrakta.   
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5. ZAKLJUČCI 

1. U ekstraktu haritakija određeni su derivati galne kiseline te je potvrđen visoki 

antioksidacijski kapacitet.  

2. Liposomalna inkapsulacija ekstrakta haritakija rezultirala je visokom inkapsulacijskom 

učinkovitošću ukupnih i pojedinačnih polifenolnih spojeva, kao i visokim zadržavanjem 

antioksidacijskog potencijala. 

3. U uvjetima simulirane probave liposomalni inkapsulati su pokazali stabilnost u 

želučanoj fazi, a u intestinalnoj fazi došlo je do narušavanja njihove strukture i do 

otpuštanja inkapsuliranih polifenolnih spojeva.   

4. Formulirana čokolada je zbog visokog udjela kakaovih dijelova (75 %)  imala visok udio 

polifenolnih spojeva i antioksidacijski kapacitet, a dodatak liposomalnog inkapsulata, u 

udjelu od 10 %, nije utjecao na povećanje udjela ukupnih polifenola.  

5. U uvjetima simulirane probave, kod čokolade s dodatkom liposomalnog inkapsulata, 

uočeno je kontinuirano i kontrolirano otpuštanje polifenolnih spojeva, dok je kod 

kontrolnog uzorka čokolade otpuštanje bilo brže i manje kontrolirano.  

6. Dodatak liposomalnog inkapsulata u čokoladu rezultirao je čokoladom poželjnog profila 

taljenja, s izrazito prihvatljivim teksturalnim, reološkim i senzorskim svojstvima.  
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