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1. UVOD

Funkcionalna hrana definira se kao hrana koja, uz svoju osnovnu nutritivnu ulogu, ima
dokazanu ulogu u oluvanju zdravlja (Doyon i Labercque, 2008). Cokolada s poveéanim udjelom
kakaovih dijelova zahvaljuju¢i visokom udjelu polifenola takoder se ubraja u funkcionalnu hranu jer
dokazano smanjuje rizik od pojave depresije, dijabetesa tip 2, nekih tipova raka, a dokazana je i obrnuta
povezanost izmedu konzumacije ¢okolade i incidencije kardiovaskularnh bolesti te sréanog udara
(Alvarez i sur., 2012; Jackson i sur., 2019; Mooradian i sur., 2017; Roura i sur., 2007).

Polifenoli su najpoznatiji prirodni antioksidansi, u niskom udjelu zastupljeni i u ¢okoladi te je njihov
udio proporcionalan antioksidacijskoj aktivnosti cokolade (Crozier i sur., 2011). Na udio polifenola u
kakaovom zrnu i ¢okoladi utje¢u brojni unutarnji i vanjski faktori poput sorte, uvjeta uzgoja, nacina
procesiranja kakaovog zrna te procesa proizvodnje ¢okolade (Saltini i sur., 2013; Wollgast i Anklam,
2000).

U kontekstu funkcionalne hrane, uz razinu polifenola, u ¢okoladi je posebna paznja usmjerena i na
ostale sirovine koriStene u proizvodnji, kao $to su masti, emulgatori te posebice vrsta i udio Secera.
Naime, rastua pojava pretilosti 1 dijabetesa tipa 2 te kroni¢nih bolesti koje se povezuju s
konzumacijom saharoze, stavljaju svojevrsni izazov pred konditorsku industriju da udio saharoze u
cokoladi smanji ili u potpunosti zamijeni sladilima poput Secernih alkohola, prirodnih i intenzivnih
sladila. Proizvodnja ¢okolada sa zamjenskim sladilima u globalnim razmjerima joS$ uvijek je relativno
mala, u odnosu na proizvodnju ¢okolade sa saharozom, ali tendencije uporabe sladila uzlaznog su
karaktera nagovjescujuci Sirenje asortimana takvih proizvoda u narednim godinama (Vahedi i
Mousazadeh, 2016).

Sukladno tendencijama suvremenog trziSta funkcionalnih proizvoda, sve viSe proizvoda, ukljucujuci
¢okoladu, na pakiranju ima oznake ,,low sugars®, ,,sugars free*, “Fair Trade“ i ,,organic* kako bi se
naglasila dodana vrijednost proizvoda i omogucio probitak na trziSte. I dok je povecana svijest
potrosaca o zdravlju ranije utjecala na porast potraznje za cokoladama povecanog udjela kakaovih
dijelova, u novije vrijeme tom zahtjevu se pridaje i niZza energijska vrijednost i/ili prisustvo zamjenskih
sladila u recepturama.

Cilj ovoga rada je proizvesti cokolade s prirodnim zamjenskim sladilima te ispitati utjecaj njihovog
dodatka na fizikalno-kemijska, bioaktivna i senzorska svojstva ¢okolada s 49,69% i 59,69% kakaovih
dijelova.

U tu svrhu u recepturama ¢okolada saharoza ¢e se zamijeniti agavinim i kokosovim Secerom te rizinim

i jemenim sladom, a rezultati ¢e se usporediti sa standardnim uzorkom (sa saharozom).



2. TEORIJSKI DIO
2.1. FUNKCIONALNA HRANA

Pojam funkcionalna hrana odnosi se na hranu koja sadrzi bioaktivne komponente za koje je
dokazano da imaju pozitivan utjecaj na zdravlje ljudi. Pojam se provotno poceo Koristiti u Japanu
1980-ih godina, a oznacavao je proizvode kojima su dodani sastojci koji imaju pozitivno djelovanje
na zdravlje ljudi (Hardy, 2000). Funkcionalna hrana pored svoje nutritivne vrijednosti, zahvaljujuci
sastavu, na pozitivan nacin utjece na jednu ili viSe ciljanih funkcija organizma smanjujuéi rizik od
pojave bolesti. Moze se proizvesti dodavanjem komponenata koje djeluju pozitivho na zdravlje
(obogacivanje voc¢nih sokova mineralnim tvarima ili vlaknima) ili uklanjanjem tzv.
,nepozeljnih® komponenata (smanjivanje udjela saharoze u ¢okoladi ili potpuna zamjena nekim

drugim sladilom). Iako postoje razli¢ite podjele funkcionalne hrane, naj¢esce je podjela na:

1) nemodificirana i nepreradenu hrana koja se pojavljuje u svom izvornom obliku (voce,
povrée, zacini)
2) proizvodi obogacéeni nutrijentima koji se prirodno nalaze u hrani (voéni sokovi S

vitaminima A, C, E, mlijeko s vitaminom D)

3) proizvodi obogaceni nutrijentima koji se prirodno ne nalaze u hrani (margarin sa sterolima,

vocéni sokovi s dodatkom kalcija)

4) izmijenjeni proizvodi kojima je postoje¢i antinutrijent zamijenjen s nutrijentom s

povoljnim ué¢inkom (vlakna kao zamjena za masti)

5) poboljsani proizvodi (kukuruz s visokim udjelom lizina, krumpir s karotenoidima)
(Friganovi¢ i sur., 2011; Kotilainen i sur., 2006; Spence, 2006)

Prema danoj klasifikaciji Cokolada kojoj se poveca udio kakaovih dijelova smatrana je
poboljsanim ili izmijenjenim proizvodom jer se na taj nac¢in smanjuje udio Secera i povecava udio
flavonoida u ¢okoladi. Istrazivanja na podrucju znanosti o prehrani potvrdila su brojne zdravstvene
dobrobiti konzumacije cokolade s povecanim udjelom kakaovih dijelova na zadravlje cCovjeka
(prevencija kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa tipa 2, depresije i nekih tipova raka) zahvaljujuci
visokom udjelu flavonoida (Ding i sur., 2006).



2.2. POVIJEST RAZVOJA COKOLADE

Plod biljke kakaovca Theobroma cacao L. sirovina je za proizvodnju najpoznatijeg i
najpozeljnijeg prehrambenog proizvoda, ¢okolade. O vaznosti i znacaju kakaovca dovoljno govori
¢injenica da prijevod naziva Theobroma cacao znaci hrana bogova. Biljka kakaovac potjece iz srednje
i juzne Amerike, a najbolje uspjeva u pojasu izmedu 20° sjeverno i 20° juzno od ekvatora i najvise se
uzgaja u Africi. Proizvodnja kakaovog zrna prema najve¢im proizvodacima za 2018/19. godinu

prikazana je na slici 1.
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Slika 1. Proizvodnja kakaovog zrna po drzavama za 2018/19. godinu (Statista 1, 2020)

Podrijetlo kakaovog zrna datira iz vremena civilizacija Maya i Asteka koji su ga koristili kao
bazu gorkog ¢okoladnog napitka, a koristio se u terapeutske i medicinske svrhe (Dillinger i sur., 2000).
Asteski naziv za ¢okoladni napitak bio je chocolatl iz kojeg je izveden i sam naziv ¢okolade (Goldoni,
2004). Napitak se pripremao tako da se provotno zamijesila pogaca od przenih i mljevenih kakaovih
zrna, kukuruza i za€ina, a dio te pogace mijeSao se s vodom. Zrna su se, osim kao baza gorkog
Cokoladnog napitka, koristila kao sredstvo razmjene (Prabhakaran Nair, 2010). Prvi zabiljezeni
,.europski susret s kakaovcem dogodio se 1502. godine kada je Christopher Columbo zajedno sa
svojom posadom nai$ao na vre¢u nepoznatih sjemenki bademastog oblika, ne znaju¢i da je rijec€ o
kakaovim zrnima i ne slute¢i vaznost istih. Pravu vrijednost kakaovih zrna otkrivaju Spanjolci 20
godina poslije na &elu s Hernanom Cortésom koji 1528. donosi uzorke ¢okoladne pogace u Spanjolsku.
Spanjolcima se nije svidao gorak okus napitka pa su dodavali Secer trske i komercijalizirali napitak
postavljajuc¢i nasade kakaovca i SeCerne trske Sirom Meksika. Medutim, nisu uspjeli dugo sacuvati
tajnu o nasadima kakaovca pa su tako postupno svoje plantaze u kolonijama zasadili Francuzi, Britanci

te mnogo kasnije Nizozemci, Portugalci, Nijemci i Belgijanci.



Krajem 18. i poc¢etkom 19. stolje¢a pocele su se otvarati tvornice u kojima se proizvodio
Cokoladni napitak. Prvi stroj za valcanje kakaove mase postavljen je u tvornici Fry&Sons u Bristolu u
Engleskoj, zatim u tvornici Walter Baker&Co. u Massachusetsu (SAD). Tvornice su proizvodile
cokoladni napitak u ¢ijoj se izradi iz kakaove mase nije izdvajao kakaov maslac, ve¢ se kakaova masa
razrjedivala tvarima bogatim Skrobom, sli¢no kao S$to su radili i Asteci. Coenraad Johannes Van
Houten 1822. u svojoj tvornici Van Houten&Zoon napravio je revolucionaran potez koji je znacajno
utjecao na daljni razvoj industrije cokolade. Naime, njegova tvornica je preSanjem kakaove mase i
odvajanjem kakaovog maslaca proizvela prvi kakaov prah. Ispresavanje kakaovog maslaca iz kakaove
mase omogucilo je proizvodnju ¢okolade obradom kakaovog maslaca, kakaove mase i fino mljevenog
SeCera, a prvu takvu ¢okoladu prozivela je tvrtka Fry&Sons 1847. godine. Tridestak godina kasnije
(1876.) u tvornici Nestlé, Daniel Peter proizveo je prvu mlije¢nu Cokoladu u ¢vrstom obliku
zahvaljujué¢i proizvodnji kondenziranog mlijeka (Goldoni, 2004). Danas se Cokolada proizvodi iz
kakaove mase, a dodaju joj se sladila, kakaov maslac i emulgatori. Proces se moze saZeti u nekoliko
glavnih koraka: priprema zamjesa Secera i kakaove mase, valcanje, konéiranje, temperiranje i

stavljanje u kalupe (slika 2).

Ciséenje kakaovog Stavljanje u kalupe Pakiranje fokolade
zZrna l:>

skladistenje Temperiranje

tokoladne mase

Sortiranje Suho i mokro <l:| Kakaov maslac i
kongiranje emulzatori

Lomljenje i

- Valcanje kakaove
odvajanje ljuske

mase

Sterilizacija i - .
Priprema zamjesa

Prienje
alkaliziranog zrna

Usitnjavanje I:l> Kakaova masa <1‘:| Secer

Slika 2. Shematski prikaz proizvodnje ¢okolade (Ferrigno i sur., 2013)



Pravilnikom o kakau i ¢okoladnim proizvodima (Pravilnik, 2005) definirano je da je cokolada
proizvod dobiven od kakaovih proizvoda i Secera koji sadrzi najmanje 35% ukupne suhe
tvari kakaovih dijelova, ukljucuju¢i najmanje 18% kakaovog maslaca i najmanje 14% bezmasne suhe
tvari kakaovih dijelova. Minimalni udjeli sastojaka u ¢okoladi propisani su europskim pravilnicima
prije svega Direktivom EZ 2000/36 i navedeni su u tablici 1., a vrijede za sve zemlje Clanice,

ukljucujuci 1 Hrvatsku.

Tablica 1. Recepture ¢okolada prema EU direktivi (Direktiva, 2000)

Sastojak Mlije¢na ¢okolada Bijela ¢okolada Cokolada
(udio %) (udio %) (udio %)
Kakaova masa 25,0 - 35,0
Kakaov maslac 18,0 20,0 18,0
Bezmasni kakaovi 12,0 - 14,0
dijelovi
Biljna mast 5,0 5,0 5,0
Mlije¢na mast 3,5 3,5 -
Milijeko u prahu 12 14 -
Ukupne masnoce 31,5 36,4 354

2.3. POLIFENOLI U KAKAOVOM ZRNU I NJIHOVA BIORASPOLOZIVOST

Bioaktivni spojevi kakaovog zrna su flavonoidi, a u sirovom kakaovom zrnu najzastupljenije
su tri skupine: flavan-3-oli, antocijanini i proantocijanidini (Jinap i sur., 2004). Flavan-3-oli su izomeri
katehina i epikatehina, a glavni katehin kakaovog zrna je (-)-epikatehin (slika 3.), koji ¢ini 35%
ukupnih polifenolnih spojeva zrna i njegov udio moze varirati od 34,65 do 43,27 mg g* svjezeg

odmascenog uzorka (Kim i Keeney, 1984).

Slika 3. Strukturna formula najzastupljenijeg polifenola u ¢okoladi (Dos Reis i sur., 2013.)



Flavan-3-oli kojih u kakaovom zrnu ima manjim udjelima su (+)-katehin, (+)-galokatehin i
(-)-epigalokatehin. Antocijaninska frakcija sastoji se od cijanidin-3-a-1-arabinozida i cijanidin-3-p-d-
galaktozida, a proantocijanidine ¢ine flavan-3,4-dioli, dimeri i trimeri sastavljeni od epikatehina
povezanih 4— 8 ili 4 — 6 vezama (Belitz i sur., 2004). Udjel polifenola varira ovisno o sorti i
postupcima obrade kakaovog zrna i kakaove mase. Forastero sorta u odmasc¢enoj masi sadrzi od 15 do
20% polifenola, a Criolo od 10 do 12% jer ne sadrzi antocijanine (Lange i Fincke, 1970). Tijekom
fermentacije i susenja odvijaju se enzimske i neenzimske reakcije koji dovode do oksidacije polifenola
1 stvaranja visokomolekularnih tanina, a tijekom procesa poizvodnje znacajno se smanjuje udio
proantocijanina (94%). Na razinu polifenola utjeCe i postupak alkalizacije te drugi tehnoloski postupci
u proizvodnji ¢okolade (Wollgast i Anklam, 2000). Istrazivanje Crozier i suradnika (2011) pokazalo
je da nealkalizirani kakaov prah, u usporedbi s alkaliziranim, ima veci udio polifenola i veéu
antioksidacijsku aktivnost. Na bioraspolozivost polifenola u hrani utjec¢e kemijska struktura polifenola,
stupanj polimerizacije, prehrambeni matriks, odnosno prisutnost proteina, masti i $ecera, nacin
pripreme hrane i interakcije s drugim komponentama u hrani. Proteini smanjuju apsorpciju polifenola,
dok je prisutnost masti i Secera povecavaju (Barberan i sur., 2012). Apsorpcija u organizmu ovisi 0
genetici, spolu, dobi, fizioloskom stanju, sastavu mikrobiote i aktivnosti enzima u debelom crijevu
(D’Archivio i sur., 2010). Polifenoli se apsorbiraju u tankom crijevu, maksimalnu koncentraciju u
plazmi dostizu 2 h nakon konzumacije, a iz organizma se izlucuju nakon 6 h (Lotito i sur., 2000).
Izoflavoni i fenolne kiseline imaju najveéu apsorpciju, slijede ih katehini te antocijanidini i
procijanidini s najslabijom apsorpcijom. Nakon apsorpcije u tankom crijevu polifenoli se pretvaraju u
konjugirane i metilirane metabolite koji se mogu detektirati u plazmi i urinu, a polimerne oblike, koji
se ne uspiju apsorbirati, metabolizira crijevna mikrobiota katabolickim procesom c¢ime nastaju

metaboliti valerijanske kiseline (Han i sur., 2007).

2.4. POLIFENOLI I UTJECAJ NA ZDRAVLJE

Donedavno se uz ¢okoladu vezala percepcija proizvoda visoke energijske, a smanjene
nutritivne vrijednosti zbog povecanog udjela masti i Secera u sastavu (Florez-Mendez i sur., 2019).
Medutim, otkricem polifenola u kakaovom zrnu ta percepcija se pocela mijenjati Sto je potaknulo
brojna istrazivanja 0 zdravstvenim ucincima tih spojeva (Latif, 2013). Utjecaj flavonoida na zdravlje
ljudi moze se sazeti u tri glavne uloge: antioksidacijska, prevencija kardiovaskularnih oboljenja i
prevencija pojave nekih tumora (Lamuela-Raventos i sur., 2005). Za antioksidacijsku ulogu u ¢okoladi
u najvecoj su mjeri odgovorni flavan-3-0li, koji prema ORAC metodi pokazuju najveci

antioksidacijski potencijal. Prema toj metodi ¢okolada ima najveéi antioksidacijski potencijal, u



usporedbi s drugim namirnicama koje obiluju flavan-3-olima kao $to su ¢esnjak, jagode i borovnice
(Baba i sur., 2005; Kalt i sur., 2001). Antioksidacijsko djelovanje flavonoida rezulat je njihove
strukture u kojoj su reaktivni spojevi zarobljeni u strukturi Sto sprje¢ava oksidaciju. Mehanizam
prevencije kardiovaskularnih bolesti bazira se na sprje¢avanju oksidacije liposoma i LDL cestica
(lipoproteini niske gustoce) kisikovim i dusikovim vrstama, a antioksidacijska aktivnost dokazana je
za epikatehine (Lotito i sur., 2000). Dokazano je i da se povec¢anjem udjela epihatehina ingestijom
Cokolade povecava antioksidacijski kapacitet plazme (Rein i sur., 2000a; Wang i sur., 2000). Drugi
moguci mehanizam sprje¢avanja oksidacije jest inhibicija aktivacije trombocita i stvaranja agregata
(Rein i sur., 2000Db) te inhibicija vezanja monocita na vaskularni endotel (Hooper i sur., 2012). Moze
se zakljuciti da je glavni doprinos Cokolade njezin preventivni ucinak na pojavu i razvoj
kardiovaskularnih bolesti no, ne treba zanemariti preventivni utjecaj na pojavu dijabetesa (Haritha i
sur., 2014). Prema studiji Davison i suradnika (2008) pretilim se ispitanicima s metabolickim
sindromom nakon konzumacije kakaovog praha s visokim udjelom polifenola znac¢ajno popravila
inzulinska osjetljivost, a prema drugoj studiji konzumacija kakaovog praha kroz razdoblje od dva
tjedna djelovala je na snizavanje poviSenog SeCera u krvi kod ispitanika s dijabetesom tipa 2
(Almoosawi i sur., 2010). Unos flavonoida je obrnuto povezan s incidencijom karcinoma dojke, zeluca
i debelog crijeva (Arts i sur., 2000; Garcia-Closas i sur., 1999; Peterson i sur., 2003). Mehanizam
djelovanja je inhbicija razli¢itih faza karcinogeneze te proliferacije stanica (Lamuela-Raventds i sur.,
2005; Ramljak i sur., 2005).

2.5. SAHAROZA U COKOLADI

Za ve¢inu ljudi ¢okolada je proizvod koji poboljSava raspoloZenje 1 izaziva pozitivne emocije
(Macht i Dettmer, 2006), a najcesce se konzumira zbog jedinstvenog slatkog okusa i teksture, dok je
zadovoljenje nutritivnih potreba od sporednog znacenja. Budu¢i da sastavom domininiraju masti 1
saharoza, smatra se visoko energetskim proizvodom pa se preporu¢a umjerena konzumacija.
Konzumacija ¢okolade per capita najvisa je u zemljama sjeverne Europe, a zemlje s najvecom per
capita potrosnjom prikazane su na slici 4., za usporedbu, potrosnja ¢okolade u Hrvatskoj je 4 kg per
capita godisnje. Posljednjih 50 godina konzumacija saharoze povecala se trostruko, a rezultati
epidemioloskih studija pokazuju da prekomjerna konzumacija saharoze, osim $to uzrokuje povecanje
energijskog unosa, negativno utjece na zdravlje induciraju¢i poremecaje povezane s metaboliCkim
sindromom — hipertenziju, visoku razinu triglicerida u krvi i inzulinsku rezistenciju (WHO, 2003;
Tappy i sur., 2010). Svjetska zdravstvena organizacija (WHQ) procijenila je da je 39% odraslih

prekomjerne tjelesne mase te da ¢e se u narednim godinama te brojke povecavati (WHO, 2016).
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Slika 4. Drzave s najve¢om per capita konzumacijom ¢okolade (Statista 2, 2017)

Uz prekomjernu tjelesnu masu, rastuéi je trend pojave dijabetesa tipa 2, nezarazne kroni¢ne
bolesti za Cije je Sirenje odgovorno prekomjerno konzumiranje hrane bogate brzim ugljikohidratima
(Livesey, 2003). Dokazana je i povecana pojava Karijesa s pove¢anjem konzumacije hrane bogate
saharozom. U posljednjem desetljecu se zbog toga 0sobama s dijabetesom, pretilim osobama i sr¢anim
bolesnicima preporuéuje konzumacija hrane bez dodanog Secera (Shourideh i sur., 2012), a za zdravu
populaciju preporuke Svjetske zdravstvene organizacije su da dodani Secer ne prelazi 10% ukupnog
energijskog unosa ¢ime je postupno porasla potraznja za proizvodima smanjenog udjela saharoze.
Promjene prehrambenih navika utjecale su i na proizvodnju ¢okolade pa se tako pocinju Koristiti
zamjenska sladila koja imaju manju energijsku vrijednost od saharoze, nizi glikemijski indeks te
akariogeno djelovanje. Na trzistu se pojavljuju proizvodi sa ,,low sugars “ ili ,,sugars-free “ oznakama,
a navedene oznake predstavljaju prehrambene tvrdnje regulirane uredbom Europske komisije
(Uredba, 2006):

a) ,,low sugar”ima proizvod koji ne sadrzi vise od 5 g Secera na 100 g ¢vrste tvari ili 2,5 g Secera

na 100 mL tekuéine

b) ,,sugars-free* ima proizvod koji ne sadrzi vise od 0,5 g Secera na 100 g ¢vrste tvari ili 100 mL

tekuéine

c) ,with no added sugars® moze biti na proizvodima koji sadrze isklju¢ivo prirodno prisutne

Secere.

Prehrambena tvrdnja oznacava svaku tvrdnju koja navodi, sugerira ili implicira da hrana ima
posebna korisna hranjiva svojstva, bilo u pogledu energijske vrijednosti koju pruza, pruza po

smanjenoj ili povecanoj stopi, ne pruza; bilo u pogledu hranjive tvari druge tvari koju sadrzi, sadrzi u
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smanjenim ili pove¢anim udjelima, ne sadrzi. PotraZznja za proizvodima s navedenim oznakama dovodi
do povecane primjene zamjenskih sladila koja zamjenjuju Secer unutar konditorske, mlije¢ne te

posebice industrije bezalkoholnih pi¢a (Vahedi i Mousazadeh, 2016).

2.6. ALTERNATIVNI IZVORI SLATKOCE U COKOLADI

Sladila se mogu podijeliti u nekoliko grupa ovisno o energijskoj vrijednosti, podrijetlu,
intenzitetu slatko¢e i kemijskoj strukturi. Prema energijskoj vrijednosti dijele na nutritivna i
nenutritivna sladila, prema podrijetlu na prirodna i sintetska sladila, prema kemijskoj strukturi na
ugljikohidratna i neugljikohidratna te prema intenzitetu slatkoce na ekstenzivna i intenzivna (Mitchell,
2008).

2.6.1. Ekstenzivna sladila

Ekstenzivna sladila su manjeg ili priblizno istog intenziteta slatko¢e kao saharoza, a u njih
spadaju i sladila koja nadomjestaju volumen proizvoda. Engleski izraz ,,bulk sweetners* naziv je za
sladila koja nadomjestaju volumen cokolada bez saharoze, a u tu svrhu najcesce se koriste polioli:
eritritol, sorbitol, manitol, maltitol, izomalt, laktitol, ksilitol. Karakteristike triju ekstenzivnih sladila u

industrijskoj primjeni prikazane su u tablici 2.

Tablica 2. Karakteristike triju ekstenzivnih sladila (Irwin i Straeter, 1991; Mendoza i sur., 2005;
Nabors 2012; Vrani¢, 2015).

Vrsta sladila Izomaltuloza Trehaloza Tagatoza
Izvori Secerna repa i med gljive i sjemenke Sterculia setigera
Tip ugljikohidrata disaharid disaharid monosaharid
Karakteristike akariogenost i bez  visoka tehnoloska akariogenost
naknadnog okusa stabilnost
Primjena pekarski proizvodi, pojacivac okusa, kozmetika i
bomboni, gume za  pekarski proizvodi, medicina,
zvakanje, bomboni, sterilizirano
konditorski konditorski mlijeko, Cokolada

proizvodi, sportska  proizvodi, sportska  (Dambert Nutrition)
pi¢a i paste za zube pica i paste za zube

Polioli ili secerni alkoholi nastaju katalitickom hidrogenacijom reaktivnih aldehidnih ili
ketonskih grupa secéera, a op¢a formula im je (CHOH)nH2 gdje je n od 4 do 6. Budu¢i da se tijekom
nastajanja reduciraju samo reaktivne grupe u strukturi funkcionalna svojstva ostaju zadrzana, slatkoc¢a
je bliska saharozi uz 50% manju energijsku vrijednost pa predstavljaju relativno dobru zamjenu za

saharozu (Jamieson, 2008). Jedina iznimka kod poliola je eritritol ¢ija energijska vrijednost iznosi 0



kcal g*. Samostalno zamjenjuju saharozu u proizvodima no, zahvaljujué¢i moguénosti maskiranja
naknadnog okusa u proizvode se dodaju u kombinaciji s drugim sladilima (Grembecka, 2015). Za
poliole je karakteristi¢an efekt hladenja koji se pojavljuje prilikom otapanja u ustima, nepozeljan je za
¢okoladu no, dobrodosao je primjerice u proizvodnji bombona ili guma za Zvakanje (O’Donnell |
Kearsley, 2012). Druga nepozeljna karakteristika poliola je laksativni u¢inak do kojeg dolazi zbog
slabije apsorpcije i nepotpune probavljivosti (Kroger i sur., 2006). Taj u¢inak posebno je izrazen kod
manitola i sorbitola te se na nutritivnoj deklaraciji proizvoda istice da treba voditi racuna prilikom

konzumacije zbog moguéeg laksativnog ucinka (Payne i sur., 1997).

Zbog slatkoce i okusa med se Cesto koristi kao zamjena za Ssaharozu u prehrambenim
proizvodima (Pyrzynska i Biesaga, 2009). Seceri su glavni sastojci meda (95% suhe tvari), a dominatni
su fruktoza i glukoza ¢iji udjeli variraju ovisno o vrsti meda. Prosje¢ni udjeli fruktoze u cvjetnom medu
krec¢u se izmedu 30 i 45%, a glukoze izmedu 24 i 40% (Bogdanov, 2011). Osim $ecera, med sadrzi
mineralne tvari, vitamine i polifenole koji podizu nutritivhu vrijednost proizvoda. Zahvaljujuci
polifenolima med ima antioksidacijsko djelovanje, a dokazano je i antimikrobno, protuupalno,
antimutageno i antikancerogeno djelovanje (Schramm i sur., 2003, McLoone i sur., 2016; Erejuwa I

sur., 2014). Primjeri ¢okolada s dodatkom meda prikazani su na slici 5.
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Slika 5. Neke od ¢okolada s dodatkom meda na trzistu (Toblerone itd., 2020)

Kokosov, odnosno secer kokosove palme, sadrzi proteine, reducirajuce Secere i relativno veliki
udio vode (Apriyantono i sur., 2002; Phaichamnan i sur., 2010). U sastavu dominiraju saharoza (50-
80%) i fruktoza (3-24%). Smatra se boljom alternativom saharozi zbog nizeg glikemijskog indeksa te
prisutnosti vitamina i mineralnih tvari, a zbog toga je i bolja opcija za dijabeti¢are (Muchtar i Diza,
2011; Trinidad i sur., 2010). Fizikalno-kemijske karakteristike sli¢ne su saharozi pa se koristi kao
zamjensko sladilo u ¢okoladi (slika 6.), medutim prisutnost proteina, ¢estica manje gustoée i vode U
sastavu kokosovog Secera utjeCe na reoloska svojstva ¢okolade (Srikaeo i Thongta, 2015). U nekoliko

studija Saputre i suradnika (2017a, 2018) zakljuceno je da njegovim prisustvom u ¢okoladi dolazi do



povecane aglomeracije Cestica, tvorbe hlapljivin komponenata arome kao primjerice octene kiseline,

Sto negativno utjece na finocu, teksturalni doZivljaj i aromu ¢okolade.
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Slika 6. Neke od ¢okolada s kokosovim Se¢erom na svjetskom trzistu (Pinterest itd., 2020)

Agavin sirup ima nizak glikemijski indeks, visok antioksidacijski kapacitet (Mellado-Mojica i
Lopez, 2015) i 1,8 puta je sladi od saharoze (Praznik i sur., 2003). Dobiva se iz soka biljke Agave
tequilana (slika 7.) i Agave salmiana koja potjece iz zapadnog Meksika, a sastoji se od fruktoze (90%),
glukoze (6%) i drugih Secera (4%) (Latulippe i Skoog, 2011). Zahvaljujuci visokom udjelu fruktoze u
sastavu biljke, agava se koristi za indutrijsko dobivanje visoko fruktoznog sirupa (Soto i sur., 2011).
Fruktoza je molekula koja se u ljudskom organizmu metabolizira jedino u jetri pa se visak fruktoze,
koja se ne uspije metabolizirati, pretvara u mast $to dovodi pojave masne jetre i povecanja razine
triglicerida u krvi (Faeh i sur., 2005). Zbog toga je prehrana bogata fruktozom povezana sa smanjenjem
osjetljivosti na inzulin, metaboli¢kim sindromom i dijabetesom tipa 2 (Stanhope i sur., 2013). Unato¢
nizem glikemijskom indeksu zbog visokog udjela fruktoze konzumacija agavinog Secera se ne smatra
zdravijom alternativom (Hooshmand i sur., 2014).

Nisko probavljivi ugljikohidratni polimeri sastavljeni su od $ecera glukoze, fruktoze i manoze
povezane na nacin kojima im je probavljivost i energijska vrijednost smanjena. Primjeri takvih nisko
probavljivih ugljikohidrata koji se koriste kao zamjena za saharozu u ¢okoladi su polidekstroza,

oligofruktoza, maltodekstrin i inulin, od kojih je potonji najcesce koristen (Aidoo i sur., 2015).

Slika 7. Agava tequilana (Anonymous, 2020)
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Inulin je razgranati fruktozni polimer s glikozidnom vezom iza svakog oligomernog i
polimernog lanca, a glavni izvori inulina su cikorija i arti¢oka. Zahvaljujuci supresiji rasta patogenih
bakterija u crijevima, inulin posjeduje imunostimuliraju¢i i prebioticki ufinak pa Se smatra
funkcionalnim sastojkom (Farzanmehr i Abbasi, 2009). Uz zdravstvene benefite, u tehnologiji se
koristi kao modifikator teksture i zamjena za mast u razli¢itim proizvodima (Shah i sur., 2010).
Neutralnog je okusa, a u ¢okoladi modificira osjet hladenja u ustima, izazvan dodatkom drugih sladila,
zbog Cega utjeCe na poboljsanje okusa i teksture ¢okolade (Golob i sur., 2004). Ima slabi utjecaj na
viskoznost ¢okolade pa ne dovodi do promjena reoloskih i senzorskih svojstava kada je dodan u niskim
koncentracijama (Kalyani Nair i sur., 2010). Neke od ¢okolada sa zamjenskim sladilima na trzi$tu

prikazane su na slici 8.

Slika 8. Cokolade sa zamjenskim sladilima kompanija (Cavalier itd., 2020)

2.6.2. Intenzivna sladila

Intenzivna sladila su 100 do 8000 puta slada u odnosu na saharozu pa se dodaju u ppm “parts
per million” koli¢inama. Iz tog razloga naj¢e$¢e se mijeSaju s drugim sladilima koja nadomjestaju
nedostatak u volumenu. Suvremeni potrosa¢ u potrazi je za sladilom koje nece izazivati poveéanje
apetita, a hrani ¢e dati slatki okus. Upravo su u tom segmentu ,,zakazala“ sintetska sladila za koje su
studije pokazale da utje¢u na poveéani unos hrane, a konzumacija je povezana s glavoboljama,
vrtoglavicom i smuseno$¢u (Avena i sur., 2008; Lipton i sur., 1989; Yang, 2010). Nekoliko velikih
kohortnih studija dokazalo je pozitivnu korelaciju izmedu unosa sintetskih sladila i povecanja tjelesne
mase (Fowler i sur., 2008). Razlog povecanja tjelesne mase objasnjen je mehanizmom nepotpune
aktivacije centara za nagradu u mozgu §to moZe potaknuti Zelju i Zudnju za hranom izazivajuéi
prekomjerno jedenje. Nekoliko meta analiza navodi povezanost izmedu konzumacije sintetskih sladila
I incidencije dijabetesa tipa 2 (Mooradian i sur., 2017). U studiji Suez i suradnika (2014) provedenoj
na miSevima otkriveno je da sintetska sladila (saharin, sukraloza, aspartam) utjeCu na promjenu

crijevne mikrobiote na nacin da se osjetljivost na glukozu smanjuje. Bez obzira na kontroverze vezane
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uz njihovu konzumaciju i utjecaj na zdravlje nekoliko je dopustenih sintetskih sladila na trzistu Europe,
a njihove strukturne formule, preporuceni dnevni unos (ADI) i intenzitet slatko¢e (RS) prikazani su na

slici 9.

N K" ’ N/ o
H
Aspartam

Acesulfam K
0" ADI 15 mg kg darr! ADI 50 mg kg 1dan! Ciklaminska kiselina
RS200 RS 180 ADI 11 mglkgdan’

RS 30

0

N _o
g
|
Saharin

HO
; y
el HO, OH
OIS
Ci
Ho ¥ Mg E 0
ADI 5 mg-lkgldan'! 0 H B‘\

Sukraloza
RS 300-500

2 e

ol ADI 5 mglkg-ldant!
RS 320-1000

Slika 9. Neka od intenzivnih sintetskih sladila odobrena od EFSA-e (EFSA, 2011)

Na trzistu je velik izbor intenzivnih sladila koji dolaze u mnostvo oblika pa potrosac¢i mogu
birati zele li aktivhu komponentu prirodnog sladila u prahu, u sirupu, tabletici ili u kristalnom obliku.
Poseban naglasak je na prirodnim intenzivnim sladila kojima raste preferencija kod potroSaca
(Sylvetsky i Rother, 2016). Jedno od ¢estih intenzivnih prirodnih sladila u konditorskoj industriji je
stevija koja je na trziste Europe stigla 2011. i odrzala popularnost do danas (Sylvetsky i Rother, 2016).
Podrijetlom je iz Paragvaja, a izolirana je iz listova biljke Stevia rebaudiana. Za sladak okus stevije
odgovorni su steviozidi i rebaudiozidi (A, B, C, D i E) te je zbog njih slatko¢a stevije izmedu 200 i
300 puta veca od saharoze. Rebaudiozid A pokazuje najbolju kvalitetu okusa 1 slatkocu, dok se kod
steviozida javlja gorak naknadni okus (Gardana i sur., 2010; Lemus-Mondaca i sur., 2012). Zbog
visokog intenziteta slatko¢e dodaje se zajedno sa sladilima koja nadomjeStaju volumen, poput
polidekstroze i inuling, te u toj kombinaciji ispunjava reoloske i senzorske karakteristike proizvoda u

koji se dodaje (Shah i sur., 2010).

r =

A

Slika 10. Primjeri ¢okolada sa stevijom na svjetskom trzistu (Russel Stover itd., 2020)
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Ne metabolizira se u organizmu i ima nizak glikemijski indeks pa je mogu konzumirati
dijabeticari zbog Cega je vrlo popularna u konditorskim proizvodima (slika 10.) i bezalkoholnim
pi¢ima, a isti imaju oznake ,,bez Secera“ ili ,,Cokolade sa stevijom* (Shah i sur., 2010). Jo§ jedno
zanimljivo sladilo biljnog podrijetla je taumatin, izoliran iz biljke Thaumatococcus daniellii,
podrijetlom iz zapadne Afrike. Taumatin je protein koji dolazi u 5 formi, Taumatin l'i lltea, bi c, 100
000 puta je sladi od saharoze na molekularnoj razini, a zbog naknadnog okusa koji podsjeca na sladi¢
koristi se u kombinaciji s drugim sladilima (Calvino i sur., 2000). Dodaje se u konditorske proizvode,
bombone i gume za Zvakanje, a najveci asortiman proizvoda s dodatkom taumatina je na azijskom

trziStu (slika 11.).

| i

Slika 11. Bomboni s dodatkom taumatina na trzistu Japana (Meiji, 2020)

2.7. NOVITETI U KONDITORSKOJ INDUSTRIJI

Cokolade smanjenog udjela ili bez Seéera prema razini slatkoce jednake su konvencionalnima,
ali se odlikuju niZzim glikemijskim indeksom, niZom energijskom vrijedno$¢u i akariogenim
potencijalom. Te ¢okolade Cesto imaju loSija senzorska svojstva, posebice u pogledu topljivosti u
ustima §to predstavlja ogranicavajuci faktor za Siru uporabu pa je njithova konzumacija u pocetku bila
ograni¢ena na potroSace s odredenim zdravstvenim problemima vezanima uz hranu no, to se
posljednjih godina mijenja (Afoakwa, 2010; Bels¢ak-Cvitanovié¢ i sur., 2015). Rastuci broj pretilih
osoba 1 osoba s poviSenom tjelesnom masom doveo je do porasta popularnosti proizvoda bez Secera i
nize energijske vrijednosti, no unato¢ tome cokolada je i1 dalje proizvod koji se komercijalno u vrlo
malim koli¢inama proizvodi bez Secera. Od zamjenskih sladila u primjeni su uglavnom Secerni

alkoholi i stevija, a u ¢itavom asortimanu velikih kompanija takvih je vrsta cokolada malo.

Vecina proizvodaca cokolada sa zamjenskim sladilima manje su obiteljske kompanije koje u
novije vrijeme proizvode oznacavaju oznakama ,,organic* i ,,Fair Trade* i tako naglasavaju dodatnu
vrijednost svojim proizvodima. ,,Fair trade“ naziv je za trgovatko partnerstvo temeljeno na
transparentnosti i poStovanju kojemu je cilj povecanje jednakosti u medunarodnoj razmjeni u korist
marginaliziranih proizvodaca i radnika kojima se nastoji osigurati pripadajuc¢a prava. ,,Organic*

oznatava nacin uzgoja bez uporabe pesticida. Danas se nastoje upotrijebiti zamjenska sladila sto
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sli¢nija saharozi u svrhu dobivanja proizvoda odli¢nih senzorskih karakteristika unato¢ smanjenom
udjelu secera (Kiumarsi i sur., 2017). Do sada su medu zamjenama Secera u ¢okoladi najcesce koristeni
Secerni alkoholi poput izomalta, maltitola, laktitola, sorbitola i ksilitola, prirodna intenzivna sladila
(stevija, taumatin) i sintetska intenzivna sladila poput aspartama, sukraloze i acesulfama K (De Melo
i sur., 2009) te prebioti¢ka sladila poput inulina, maltodekstrina i oligofruktoze (Kiumarsi i sur., 2017;
Rapaille i sur., 1994). Stella Bernair je svjetska kompanija koja proizvodi ¢okolade sa zamjenskim
sladilima, kokosovim Se¢erom i agavom. Ta Svicarska kompanija postoji od 1991. i proizvodi ¢okolade

oznacéene ,,organic* i ,,Fair Trade“ oznakama.

Najveca hrvatska kompanija koja se bavi proizvodnjom konditorskih proizvoda je Kras d.d.
koja je ujedno i jedna od najveéih u jugoistocnoj Europi. Kompanija postoji i proizvodi od 1911. tri
grupe konditorskih proizvoda: kakaove proizvode, kekse i vafle te bombonske proizvode. Druge dvije
hrvatske kompanije u konditorskoj industriji su Zvecevo d.d. i Kandit d.o.o., a zajedno s Krasom
zauzimaju najveci dio trziSta konditorskih proizvoda u Hrvatskoj (Fina, 2015). Vodece svjetske
kompanije u proizvodnji ¢okolade prema trziSnoj zastupljenosti prikazane su na slici 12. Uz najveceg
svjetskog proizodaca konditorskih proizvoda Mars Wrigley vezu se brendovi M&M®, SNICKERS®,
TWIX®, MARS®, ORBIT®, EXTRA® i Skittles®. Uz SNICKERS®, za koju tvrde da je najprodavanija
cokoladica na svijetu, razvijena je jo$ jedna pod istim brendom, no umjesto kikirikija u recepturu su
stavljeni bademi (slika 14.). Od 2018. MARS® i SNICKERS® ¢okoladice moguée je kupiti s 40%
manje Secera 1 ve¢im udjelom proteina jer je Secer nadomjeSten dodatkom inulina, a kao izvor proteina
koristeni su proteini sirutke. Brend Cadbury, kompanije Mondelez International proizveo je mlije¢nu

¢okoladu oznacenu s 30% manje Secera, a umjesto Secera stavljen je maltodekstrin.

40,0

S
s
% 14,4 13,7
5 10,2 9,5
= ' 72 5.1
E 1
é}
N

Mars Mondelez Nestlé Ferrero Hershey  Lindt&Sprungli Ostale

Incorporated  International

Slika 12. Trzi$na zastupljenost (%) vodecih kompanija na svjetskom konditorskom trzistu (Statista 3,
2020)

Nestlé je u ovom nizu napravio najvece inovacije, proizvevsi ¢okoladu s povecanim udjelom

kakaovih dijelova i sa 70% manje Secera te bez dodanog Secera. Rije€ je o ¢okoladi gdje sav Secer
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potjece od prirodno prisutnog Secera u kakaovom zrnu. Prvo lansiranje takve ¢okolade ocekuje se
2020. godine u Japanu. Brend Cadbury, kompanije Mondelez International proizveo je mlije¢nu
¢okoladu oznacenu s 30% manje Secera, a umjesto Secera stavljen je maltodekstrin. Druga inovacija je
,,Ruby* ¢okolada (slika 13.) koja se prvotno pojavila na trzistu Japana i Sjeverne Koreje od kud se

Sirila na druga trzista. ,,Ruby* Cokolada je blago ruzicaste boje, odlikuje je vo¢na i bobicasta aroma s

blago kiselim notama, a dobiva se iz posebnih kakaovih zrna koja se uzgajaju jedino u Brazilu,
Ekvadoru i Obali Bjelokosti.

45% S5% 05%

COCOA, COCOA, COCOA,

S

S )

v

Slika 13. Lindt mlije¢na ¢okolada s pove¢anim udjelom kakaovih dijelova i ,,Ruby* ¢okoladica (Lindt,
2020; Kit Kat, 2020)

Brend poznat po asortimanu ¢okolada s pove¢anim udjelom kakaovih dijelova, Lindt, 2016.
godine lansirao je dvije vrste Cokolada bez Secera. Mlije¢nu i cokoladu s povecanim udjelom kakaovih
dijelova, a Seéer je zamijenjen Secernim alkoholom maltitolom. Maltitol kao zamjena za Secer koristi
se 1 u cokoladama bez Sefera kompanije Hershey's. Novost na trziStu mlije¢nih Cokolada je
proizvodnja mlije¢ne ¢okolade s povecanim udjelom kakaovih dijelova pa se tako pod brendom Lindt
moze nabaviti mlije¢na ¢okolada s 45, 55 ili ¢ak 65% kakaovih dijelova (slika 13). Mlijecna, bijela i
cokolada s povecanim udjelom kakaovih dijelova ¢ine bazu u recepturama svih ¢okolada vodec¢ih
kompanija. Iskljucivo steviju u ¢okoladama koristi proizvoda¢ Cavalier koji je ujedno prvi proizvodac
koji je ¢okoladu sa stevijom lansirao na trziste. Od lansiranja ¢okolade u prosincu 2011. pa sve do

danas Cavalier u svim svojim proizvodima sadrZi steviju.
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Slika 14. Nove recepture ¢okoladica kompanije Mars Incorporated (Snickers, 2020)

15



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

3.1.1. Razvoj receptura i proizvodnje ¢okolada

U ovom radu formulirano je pet ¢okolada s 49,69%-tnim udjelom kakaovih dijelova i pet

Cokolada s 59,69%-tnim udjelom kakaovih dijelova, pri ¢emu je udio kakaovog maslaca u svim

cokoladama bio isti, a kakaova masa prilagodena zeljenom udjelu ukupnih kakaovih dijelova. S ciljem

ispitivanja uspjesnosti primjene supstituta za Secer u pogledu bioaktivnog potencijala i senzorske

prihvatljivosti formuliranih ¢okolada, uz saharozu koriStene su Cetiri razli¢ite vrste Secera: jeCmeni

slad u prahu (Diastatische producten; Leiden, Nizozemska), rizin slad u prahu (Diastatische producten;

Leiden, Nizozemska), kokosov $ecer u prahu (Hafen-Muhlen-Werke GmbH, Gnarrengurg, Njemacka)

i agava u prahu (Hafen-Muhlen-Werke GmbH; Gnarrengurg, Njemacka). Udjeli lecitina i vanilina bili

su jednaki za sve formulacije. U Tablici 3. prikazani su udjeli svih koristenih sastojaka za pripremu

éokolada.

Tablica 3. Sastav formuliranih c¢okolada analiziranih u istrazivanju

Sastojci Udio sastojka (%)
49,69 % k.d. 59,69% k.d.
Secer (S/KS/AG/JS/RS) 50 40
Kakaova masa 40 50
Kakaov maslac 9,69 9,69
Vanilin 0,01 0,01
Lecitin 0.3 0,3

S — saharoza; KS — kokosov $eéer; RS — rizin slad; JS — je¢meni slad; AG —agava u prahu;

3.1.2. Kemikalije

3.1.2.1. Odredivanje udjela ukupnog i direktnog inverta po Luff-Schoorlu
Limunska kiselina, Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)
Natrijev tiosulfat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)
Koncentrirana sumporna kiselina, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)
Natrijev hidroksid, T. T. T. d.o.o (Sveta Nedjelja, Hrvatska)

Klorovodi¢na kiselina, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
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Indikator fenoftalein, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)
Kalijev jodid, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)
Cinkov acetat dihidrat, Fisher Chemical (Loughborough, Velika Britanija)
Kalijev heksacijanoferat, Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)

Bakrov sulfat, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

Natrijev karbonat, Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)

3.1.2.2. Odredivanje udjela proteina Kjeltec metodom
Koncentrirana sumporna kiselina, Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)
Katalizator Kjeldahl tablete, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Njemacka)
Borna kiselina, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)
Natrijev hidroksid, Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)
Koncentrirana Klorovodi¢na kiselina, Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)
Indikator brom krezol zeleno, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)
Indikator metiloranz, Gram-mol d.0.0. (Zagreb, Hrvatska)
Amonijev sulfat, Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)
Natrijev karbonat, Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)

3.1.2.3. Odredivanje udjela masti metodom po Soxhletu
Koncentrirana Klorovodi¢na kiselina, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)
Petroleter, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)

3.1.2.4. Odredivanje udjela bezmasne suhe tvari kakaovih dijelova
Olovni acetat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)
Natrijev hidrogenkarbonat, Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)
Otopina klorovodi¢ne kiseline, Gram-mol d.0.0. (Zagreb, Hrvatska)

Teobromin, Matrix Marketing GmbH (Sevelen, Svicarska)

3.1.2.5. Odmascivanje cokolada
n-Heksan, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)

3.1.2.6. Ekstrakcija polifenolnih spojeva i metilksantina iz odmaséenih cokolada
Metanol (70%, v/v), J.T. Baker (Pennsylvania, SAD)

3.1.2.7. Odredivanje udjela ukupnih fenola

Folin-Ciocalteau reagens, Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)
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Natrijev karbonat, Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)
Galna kiselina, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)

3.1.2.8. Odredivanje udjela ukupnih neflavonoida i ukupnih flavonoida
Koncentrirana klorovodi¢na kiselina, Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)
Formaldehid, Alkaloid AD (Skopje, Makedonija)
Folin-Ciocalteu reagens, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
Natrijev karbonat, Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)
Galna kiselina, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)

3.1.2.9. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteteta ABTS metodom
Etanol, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

Kalijev persulfat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)

2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeva sol (ABTS), Sigma-Aldrich

Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)

3.1.2.10. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom
Metanol, J.T. Baker (Deventer, Nizozemska)
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)

6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox), Sigma-Aldrich Chemie GmbH

(Steinheim, Njemacka)

3.1.2.11. Odredivanje udjela flavan-3-ola
Metoda s vanilin reagensom
Vanilin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)
Koncentrirana Klorovodi¢na kiselina, Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)
Metanol, J.T. Baker (Deventer, Nizozemska)

Metoda s p-dimetilamino-cinamaldehid reagensom (p-DAC)
p-dimetilamino-cinamaldehid, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)

Koncentrirana klorovodi¢na kiselina, Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)

3.1.2.12. Odredivanje udjela proantocijanidina metodom po Bate-Smithu
n-butanol, Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)
Koncentrirana korovodi¢na kiselina, Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)
Amonijev Zeljezo (I1) sulfat dodekahidrat (2%, w/v), Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)
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Metanol, J.T. Baker (Deventer, Nizozemska)

3.1.2.13. Odredivanje udjela fenolnih spojeva metodom tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti

Acetonitril, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)
Fosforna kiselina, Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)

3.1.3. Pribor i aparatura

1) Priprema cokolada
e kitchen Aid Heavy Duty mikser (St. Joseph, SAD)
e uredaj za valcanje Biihler (Uzwil, Svicarska)
e konca Hans Stroter Bege B.V. (Diisseldorf, Njemacka)

e laboratorijsko posude (stakleni lijevak, Erlenmeyerova tikvica, satno staklo, odmjerna tikvica)

2) Fizikalno-kemijske analize cokolada
e Kjeltec 8100 Distillation Unit Foss (Hillerod, Danska)
e automatska bireta, Isolab (Eschau, Njemacka)
e Soxhlet aparat, Soxtec™ 8000 Extraction Unit, FOSS (Hilleroed, Danska)
e analiticka vaga BM-5D, A&D Company (Tokyo, Japan)
e magnetska mijeSalica RT 5 power, Ikamag (Steinheim, Njemacka)
e laboratorijski susionik, Tehtnica (Zelezniki, Slovenija)
e vodena kupelj Bodalec TKS-1 (Dugo Selo, Hrvatska)
e automatska pipeta 2-20, 20-200 i 500-500 pL (Wisconsin, SAD)
e pipete volumena 10 i 25 mL
e indikator papir, sa skalom pH 1-11

¢ hladilo po Liebig-u, volumena 40 mL

3) Odmascivanje cokolada i priprema ekstrakta
e magnetska mijesalica RT 5 power, Ikamag (Steinheim, Njemacka)
e analiti¢ka vaga, Mettler-Toledo (Ziirich, Svicarska)

e Centrifuga SL8 R y 8R, Thermoscientific (Massachusetts, SAD)

4) Spektrofotometrijske analize

e odmijerne tikvice volumena 10 mL i 1000 mL

19



5)

mikropipeta volumena 1000 pL (Gilson, SAD)

pipete volumena 1,51 10 mL

staklene epruvete

mikrofilteri PTFE 0,2 um, Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, SAD)
ultrazvucéna kupelj ElImasonic S 60 H, Elma Schmidbauer GmbH (Singen, Njemacka)
spektrofotometar, Genesys 10s UV-Vis, Thermo scientific (Massachusetts, SAD)

kivete za spektrofotometrijsko mjerenje

HPLC analiza ekstrakata

Erlenmeyerova tikvica volumena 250 mL

menzure volumena 25, 50 i 100 mL

odmjerne tikvice volumena 10, 100 i 200 mL

stakleni lijevak

mikropipeta volumena 100 pL i 1000 pL

pipete volumena 1,51 10 mL

1200 Infinity 11 LC System, Agilent Technologies (Santa Clara, SAD)
mikrofilteri PTFE 0,2 um, Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, SAD)
HPLC kolona C-18 (Kinetex 150 mm x 4,6 mm, 2,5 pm, 100 A), Agilent Technologies
(Kalifornija, SAD)
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3.2. METODE
3.2.1. Formiranje ankete

U svrhu prikupljanja podataka o preferencijama konzumacije Cokolada samostalno je
osmisljena online anketa koriste¢i google obrasce. Anketa je sadrzavala 30 pitanja podijeljenih u
sekcije s ciljem otkrivanja stavova, preferencija i ucestalosti konzumacije na slu¢ajnom uzorku. Prva
sekcija ,,Demografski parametri sadrzavala je osnovna pitanja o spolu, dobi, razini obrazovanja,
prihodima u kucanstvu te mjestu stanovanja. Druga sekcija ,,Osobne navike i ucestalost konzumacije*
sadrzavala je pitanja o vrsti (mlije¢na, tamna, ¢okolada s ljeSnjacima...) i obliku (tabla cokolade,
praline, ¢okoladni kolac...) konzumirane ¢okolade. Sekcija ,,Preferencije* ispitivala je stav ispitanika
prema ¢okoladi s povecanim udjelom kakaovih dijelova, a obuhvaéena su pitanja o razlozima koji
utjecu na odluku o kupovini cokolade (postotak kakaovih dijelova u ¢okoladi, nutritivna deklaracija,
udio Secera, mjesto kupovine, okus, cijena, brend). Sekcija ,,Osnovna znanja“ sadrzavala je pitanja
vezana uz proizvodnju i nutritivni sastav okolade. Zudnja i krivnja vezani uz konzumaciju ¢okolade
ispitani su u sekciji ,,Emocionalni aspekt konzumiranja ¢okolade®, a zadnja sekcija sadrzavala je
pitanja o interesu za probavanje novih okusa i novih tipova ¢okolada. Anketa je javno objavljena 22.

veljace 2019., sluzbeno zatvorena 09. studenog 2019, a ispunilo ju je 1042 ispitanika.
3.2.2. Proizvodnja ¢okolada

Cokoladne mase pripremljene su prema recepturama prikazanim u tablici 3. Polovica kakaove
mase se otopi 1 pomijesSa sa SeCerom za pripremu zamjesa, a druga se polovica neotopljene kakaove
mase dodaje direktno na dno konce. Nakon pripreme zamjesa provodi se valcanje te potom suho i
mokro konciranje. Suho konéiranje provodi se 5 h na temperaturi od 80 °C, mokro 2h uz dodatak
kakaovog maslaca na istoj temperaturi. Zadnjih sat vremena temperatura se snizava na 55 °C nakon
¢ega se dodaje lecitin u smjesu. Temperiranje se provodi ru¢no na nacin da se ¢okoladna masa razvlaci
do postizanja temperature od 29,5 °C stavlja u kalupe i hladi u dvije faze: 15 min na 14 °C i 30 min

na 8 °C nakon ¢ega se gotova ¢okolada pakira u aluminijsku foliju i ¢uva na 18 °C.

3.2.3. Odredivanje udjela suhe tvari

Princip metode
Za odredivanje udjela suhe tvari u ispitivanim uzorcima koristena je modificirana AOAC

930.15 (1990) metoda.
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Postupak rada

U aluminijsku zdjelicu odvaze se 5 g kvarcnog pijeska, susi u suSioniku 4 h na 105 °C +2°C do
konstantne mase. 6 g homogeniziranog uzorka s to¢no$¢u +0,001 g prenosi se u osuSenu posudu,
posuda i uzorak se vazu te se suse 4 h pri 105 °C nakon ¢ega se hlade i ponovno vazu. Postupak susenja
se ponavlja do postizanja konstantne mase. Postotak vode ra¢una se prema formuli [1], a udio suhe

tvari prema formuli [2]:
% vode u uzorku = % x 100 [1]

gdje je:
a — masa posudice sa uzorkom prije suSenja (g)

b — masa posudice sa uzrokom nakon susenja (g)

¢ —masa uzorka (g)
% suhe tvari = 100 — % vode [2]
3.2.4. Odredivanje udjela ukupnog i direktnog inverta po Luff-Schoorlu

Princip metode

Metoda se temelji na principu prevodenja bakrovog sulfata iz Luffove otopine u bakar (1) oksid
pomocéu reducirajuéih seéera (direktni invert). Neutroena kolig¢ina bakrovih iona (Cu?") odreduje se
dodatkom kalijevog jodida, pri ¢emu se izlucuju ekvivalentne koli¢ine elementarnog joda koji se, uz
Skrob kao indikator, odreduje titracijom s natrijevim tiosulfatom (Na2S203). Nereducirajuci disaharid
(saharoza) mora se prethodno invertirati, odnosno hidrolizirati na reduciraju¢e Secere pomocu
klorovodi¢ne kiseline. Razlika izmedu dobivenog ukupnog i direktnog inverta daje udio reducirajucih

Secera nastalih inverzijom saharoze.

Postupak rada

5 g uzorka otopi se u 50 mL destilirane vode, prenese u odmjernu tikvicu od 250 mL doda se
5 mL otopine Carez | i 5 mL otopine Carez Il nakon Cega se otopina profiltrira. U odmjernu tikvicu
od 100 mL otpipetira se 25 mL profiltrira otopine nakon ¢ega se dopuni destiliranom vodom do oznake.
U Erlenmeyerovu tikvicu od 300 mL doda se 25 mL Luffova reagensa i 25 mL razrijedenog filtrata.
Tikvica se spoji s hladilom i zagrije do vrenja nakon ¢ega se kuhanje nastavi jo§ 10 min pri ¢emu se
dodaje 10 mL 33%-tni (w/v) kalijev jodid i 25 mL koncentrirane sulfatne kiseline. Otopina se titrira

sa 0,1 M natrijevim tiosuflatom uz dodatak 1% (w/v) otopine skroba do prelaska plave boje u blijedo
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zutu. U potpuno istim uvjetima pripremi se slijepa proba s istom koli¢inom Luffova reagensa, no

umjesto filtrata dodaje se 25 mL destilirane vode. Direktni invert ra¢una se prema formuli [3]:

250X100XdX100x4><dxF (3]
c X 25x%x25x%x100 c
gdje je:

C - masa uzorka (g)

d — masa invertnog Secera izraCunat iz razlika a i b

a — otopina natrijevog tiosulfata utrosena za slijepu probu (mL)
b — utroSeni volumen otopine natrijevog tiosulfata (mL)

F — faktor korekcije koncentracije

U odmjernu tikvicu od 100 mL otpipetira se 10 mL filtrata I, 30 mL destilirane vode i 0,5 mL
koncentrirane klorovodi¢ne kiseline. Tikvica se stavlja u vru¢u kupelj 30 min i potom neutralizira
otopinom 1M natrijevog hidroksida uz indikator lakmus papir i dopuni destiliranom vodom do oznake.
U Erlenmeyerovu tikvicu od 300 mL dodaje se 25 mL prethodno pripremljene Luffove otopine i 25
mL otopine Secera i nadalje se postupa kao s direktnim invertom. Ukupni invert racuna se prema

formuli [4]:

250 X 100 x d x 100
cX25x%x25%x100

d
><10><sz [4]

gdje je:

¢ —masa uzorka (g)

d — masa invertnog Secera (mg), na osnovi razlika (a-b) utroSenih mL otopine natrijevog tiosulfata za
slijepu probu i za pokus

a — otopina natrijevog tiosulfata utroSena za slijepu probu (mL)

F — faktor korekcije koncentracije
Udio saharoze se ra¢una prema formuli [5]:
% saharoza = (b — a) X 0,95 [5]

gdje je:
a — prirodni direktni invert (%)

b — ukupni invert (%)
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3.2.5. Odredivanje udjela proteina metodom po Kjeldahl-u

Princip metode
Za odredivanje udjela proteina u ispitivanim uzorcima cokolada koriStena je

poluautomatizirana metoda po Kjeldahlu (AOAC 976.05).

Postupak rada

0,5 g uzorka odvaze se u digestijske tube zajedno s 2 Kjeldahl tablete i 12 mL koncentrirane
H>SO.. Digestijske tube stavljaju se u digestijski blok gdje se vrsi spaljivanje uzorka na 420 °C kroz
50 min, a zavrSetak procesa je obiljezen nastankom bistre plavo-zelene tekuéine. Nakon spaljivanja
digestijska tuba se prenosi u destilacijsku jedinicu u kojoj instrument automatski ubacuje 80 mL Hz0
i 60 mL (35% w/v) NaOH u uzorak. Destilacija traje 4 min, a destilat se hvata u Erlenmeyerovu tikvicu
u koju je prethodno dodano 30 mL borne kiseline. Dobiveni ruzi¢asto obojeni destilat titrira se sa 0,1
M klorovodi¢nom kiselinom do plavo sivog obojenja. Udio dusika racuna se prema formuli [6], a

dobivena vrijednost uvrstava se formulu [7] iz koje se dobiva ukupan udio proteina.

0,1x(a—b)xFx14,007x100 [6]

duéik(%) - ¢cx1000

gdje je:

a - utrosak HC1 0,1 M potrebnog za titraciju uzorka

b - utrosak HC1 0,1 M potrebnog za titraciju slijepe probe
¢ - masa uzorka (g)

F - faktor normaliteta titranta

6,25 - faktor za prera¢unavanje dusika u proteine

% proteina = dusik % x 6,25 [7]

3.2.6. Odredivanje udjela ukupne masti po Soxhlet-u

Princip metode
Nakon hidrolize kiselinom u hidrolizatoru, mast postaje dostupna za ekstrakciju organskim

otapalom, koja se vr$i na instrumentu Soxtec™ Extraction unit.

Postupak rada
1 g uzorka odvaze se i pomijesa sa 1000 mL koncentrirane klorovodiéne kiseline zagrije do

vrenja i ostavi u tom stanju 60 min. Nakon kuhanja uzorak se ispire do pH 7 i susi se na 60 °C preko
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no¢i. Idu¢i dan se u uzorak dodaje 60 mL destilirane vode i 35 mL HCI (36% v/v), zagrije do vrenja i
ostavi u tom stanju 20 min. Zatim se vruca suspenzija filtrira kroz vlazni filter papir do pojave bistrog
filtrata, a filter papir susi 50 min na 125 °C. Tako osusen filter papir prenese se na kolonu za ekstrakciju
u Soxtec aparat pri ¢emu se dodaje 50 mL petroletera. Ekstrakcija se provodi u tri faze na temperaturi
od 50 °C u trajanju od 105 min, a kada je gotova ekstrakcijske posude se suse na 103 °C 30 min nakon
Cega se hlade i vazu. Postotak masti raCuna se prema formuli [8], pri ¢emu se dobivena vrijednost

uvrstava u formulu [9] za dobivanje udjela ukupne masti [9]:

W3-w2
% mast =

x 100 [8]

gdje je:
W1 — masa uzorka (g)

W2 — masa ekstrakcijske posudice (g)

W3 — ekstrakcijska posudica + masa ekstrahiranog ostatka (g)

% ukupne masti = % x 100 [9]

gdje je:
a — masa ekstrahirane masti (g)

b — masa uzorka uzetog za analizu (g)

3.2.7. Odredivanje udjela bezmasne suhe tvari kakaovih dijelova

Princip metode

Alkaloidi — teobromin i kofein, ekstrahiraju se iz ispitivanih uzoraka kuhanjem uzoraka s
vodom. Balastne tvari taloZe se pomocu olovnog acetata, a viSak se ukloni natrijevim bikarbonatom.
U filtratu se odreduje ukupna koli¢ina alkaloida 1 izrazi kao postotak teobromina. Na temelju koli¢ine

teobromina izrac¢una se koli¢ina suhih bezmasnih kakaovih dijelova.

Postupak rada

1,0 g kakaove mase odvaze se u tikvicu, doda se 80 mL destilirane vode, zagrije do vrenja i
ostavi 5 min u stanju vrenja. Zatim se doda 4 mL otopine bazi¢nog olovnog acetata, sadrzaj se
profiltrira te se u 50 mL tog filtrata doda 0,5 g usitnjenog natrijevog bikarbonata i ponovno profiltrira.
Nakon dvije filtracije otopina se kvantitativno prenese u tikvicu volumena 100 mL, razrijedi s 0,5 mL

priredene HCI (10% v/v) i dopuni destiliranom vodom do oznake. Izmjerene apsorbancije na 272 nm
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i 306 nm koriste se za izraGun ukupnih alkaloida [10] pri ¢emu se dobivena vrijednost koristi za

dobivanje udjela bezmasne suhe tvari u uzorku [11].

_ 1,77x(A272-A306)X10
axv

T X 0,95 [10]

gdje je:

Ao72 - apsorbancija na 272

Asoe - apsorbancija na 306

a - masa uzorka uzetog za analizu

V - volumen filtrata uzet za razrjedenje

1,77 - faktor preracunavanja za teobromin

0,95 - faktor korekcije volumena otopine

T - ukupni alkaloidi izrazeni u uzorku za analizu izrazeni kao (%) tebromina

Odredivanje suhih i bezmasnih kakaovih dijelova
T
KD = - x 100 — (m + v) [11]

gdje je:

T - ukupni alkaloidi u uzorku (%) teobromina

Tm - ukupni alkaloidi u uzroku kakaove mase (%) teobromina
m - udio kakaovog maslaca u uzorku kakaove mase (%)

v - udio vode u uzorku kakaove mase (%)

KD - suhi i bezmasni kakaovi dijelovi u uzorku (%)

3.2.8. Priprema uzoraka za odredivanje bioaktivnog sastava

3.2.8.1. Odmasicvanje cokolada

Princip metode

Postupak odmascivanja ¢okolada proveden je prema metodi Adamson i suradnika (1999).

Postupak rada
Odvaze se 2 g prethodno usitnjenih ¢okolada u plasti¢nu kivetu, doda 10 mL n-heksana te se
postavi na magnetnu mjesalicu u trajanju od 5 min. Nakon toga se smjesa centrifugira na 9500

okretaja/min 10 min, a dobiveni supernatant se oddekantira. Postupak ekstrakcije iz taloga se ponavlja
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dva puta dodatkom iste koli¢ine otapala. Odmasceni uzorci se ostavljaju preko noci da ostaci otapala

ispare i potom koriste za daljnje analize.

3.2.8.2. Ekstrakcija polifenolnih spojeva i metilksantina

Princp metode
Ekstrakcija se provodila prema metodama Guyot i suradnika (1998) i Hammerstone i
suradnika (1999).

Postupak rada

Odvaze se 2 g uzorka u plasti¢nu kivetu i pomijes$a sa 5 mL 70% metanola (v/v). Ekstrakcija
se provodi u ultrazvu¢noj kupelji u vremenu od 30 min i nakon toga centrifugira na 9000 okretaja/min,
10 min. Dobiveni supernatant se oddekantira u odmjernu tikvicu od 10 mL, a postupak se ponavlja 2
puta nakon ¢ega se, po potrebi, dopuni do oznake sa 70%-tnim metanolom. Ekstrakti se ¢uvaju u

zamrzivacu na -18 °C do daljnjih analiza.

3.2.9. Odredivanje udjela ukupnih polifenola (TPC)

Princip metode

Metoda za odredivanje udjela ukupnih polifenola temelji se na kolorimetrijskoj reakciji izmedu
Folin-Ciocalteau reagensa i nekog reduciraju¢eg reagensa (fenolni spojevi) (Singleton i sur., 1999),
pri ¢emu se fenoksid ion iz uzorka oksidira, a Folin-Ciocalteau kao smjesa fosfovolframove i
fosfomolibden kiseline reducira do plavo obojenih volframovog i molibdenovog oksida. Intenzitet
razvijenog plavog obojenja mjeri se spektrofotometrijski te je proporcionalan apsorbanciji i

koncentraciji analiziranih spojeva.

Postupak rada

U staklene epruvetu otpipetira se redom 7,9 mL destilirane vode, 100 pL uzorka, 500 pL Folin-
Ciocalteau reagensa i 1,5 mL (20% w/v) otopine natrijevog karbonata, a nakon 2 h uzorcima se mjeri
apsorbancija pri 765 nm. Slijepa proba priprema se na isti na¢in osim §to se umjesto uzorka otpipetira
jednaka koli¢ina destilirane vode. Udio ukupnih polifenola ra¢una se iz jednadzbe bazdarne krivulje
[12], a rezultati se prikazuju u mg ekvivalenta galne kiseline (EGK) po gramu uzorka (Singleton i
sur., 1999).

y = 0,0010 x — 0,0001 [12]
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gdje je:
x — udjel ukupnih polifenola (mg L)

y — izmjerene apsorbancije pri 765 nm

3.2.10. Odredivanje udjela ukupnih flavonoida i neflavonoida

Princip metode
Metoda se zasniva na reakciji formaldehida na C-6 ili C-8 5,7-dihidroksi flavonoidu pri ¢emu
dolazi do stvaranja metilol derivata koji reagiraju s drugim flavonoidnim spojevima na istim C

polozajima.

Postupak rada

U plasticnu epruvetu otpipetira se 0,5 mL ekstrakta, 250 pL razrijedene koncentrirane
klorovodic¢ne kiseline (1:4 v/v) i 250 pL formaldehida (36% v/v). Reakcija se odvija tijekom 24 sata
na mra¢nom i hladnom mjestu, nakon ¢ega se uzorak filtrira, a u filtratu zaostaju neflavonoidi. Udjel
ukupnih neflavonoida se odreduje prema metodi za ukupne fenole (Ough i Amerine, 1988), dok se
udio ukupnih flavonoida odredi indirektno razlikom vrijednosti ukupnih fenola i ukupnih
neflavonoida. Dobiveni rezultati se izrazavaju se u mg ekvivalenata galne kiseline (GAE) po gramu

uzorka i prikazuju kao srednje vrijednosti paralelnih mjerenja + standardna devijacija.

3.2.11. Odredivanje udjela flavan-3-ola metodom s p-dimetilamino-cinamaldehidom (p-DAC)

reagensom

Princip metode

Metoda se temelji na istom principu kao i reakcija s vanilinom, ali s nesto ve¢om selektivno$éu
jer p-DAC reagens reagira samo s OH skupinom na polozaju C-8 u molekuli flavan-3-ola (Di Stefano
i sur., 1989).

Postupak rada

2,5 mL pripremljenog p-DAC reagensa pomijesa se sa 0,5 mL mikrofiltriranog uzorka u
staklenoj epruveti. Paralelno se pripreme 2 slijepe probe: u jednu se dodaje 2,5 mL p-DAC reagensa i
0,5 mL vode, a u drugu 2,5 mL vode i 0,5 mL uzorka. Apsorbancija se mjeri nakon 10 min pri 640
nm. Udio (+)-katehina i proantocijanidina racuna se prema formulama [13] i [14]. Rezultati se
izrazavaju U mg (+)-katehina po gramu uzorka kao srednje vrijednosti paralelnin mjerenja s

pripadajuc¢im standardnim devijacijama.
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mg (+)-katehina g = 32,1 x AA x razrjedenje [13]

gdje je:

AA=a-b-c [14]
a - razlika asporbancija izmedu uzorka i reagensa

b - razlika asporbancija izmedu vode i reagensa

C - razlika asporbancija izmedu uzorka i vode

3.2.12. Odredivanje udjela flavan-3-ola metodom s vanilinom

Princip metode
Odredivanje udjela (+)-katehina i proantocijanidina provodi se prema kolorimetrijskoj metodi
temeljem reakcije vanilina s OH skupinama na polozajima C-6 i C-8 u molekulama flavan-3-ola sto

se ocituje kroz formiranje crveno obojenog kompleksa.

Postupak rada

Otpipetira se 0,5 mL mikrofiltriranog uzorka i 3 mL prethodno pripremljene otopine vanilina
u metanolu (4% w/v) u staklenu epruvetu. Neposredno prije dodatka 1,5 mL koncentrirane
klorovodic¢ne kiseline, epruvete se postave u hladnu vodenu kupelj kako ne bi doSlo do zagrijavanja
uslijed egzotermne prirode same reakcije. Paralelno za svaki uzorak pripremi se slijepa proba, no
umjesto vanilina otpipetira se jednaka koli¢ina ¢istog metanola. Reakcija traje 15 minuta nakon cega
se oCitava apsorbancija na 500 nm. Rezultati se izrazavaju kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja

s pripadajuc¢im standardnim devijacijama u mg (+)-katehina po gramu uzorka [15].
mg (+)-katehina L™ = 290,8 x AA x razrjedenje [15]
gdje je:
AA razlika apsorbancije izmedu uzorka i slijepe probe.
3.2.13. Odredivanje udjela ukupnih proantocijanidina metodom po Bate-Smithu

Princip metode

Odredivanje ukupnih proantocijanidina provodi se prema modificiranoj metodi Bate-Smith
(1973), a bazira se na kiselinskoj hidrolizi molekula procijanidina s klorovodi¢nom kiselinom ¢ime
nastaju jednostavni cijanidini. Reakcija je obiljeZena nastankom crvenog obojenja otopine ciji se

intenzitet mjeri spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 550 nm.

29



Postupak rada

Redom se u toplinski otporne staklene epruvete otpipetira: 2 mL uzorka, potom 4 mL otopine
n-butanol/HCI (95:5, v/v) 1 200 pL NH4(FeS0O4)2 x 12H20 u 2M HCI (2%, w/v). U slijepu probu se
umjesto uzorka stavlja metanol. Epruvete se zacepe i stave u vodenu kupelj (95 °C) na 45 min. Po
zavrsSetku, hidrolizirani uzorci se ohlade te se provede spektrofotometrijsko mjerenje pri 550 nm.
Prema jednadzbi bazdarnog dijagrama, rezultati se izrazavaju u mg ekvivalenta cijanidin klorida (CyE)

po gramu uzorka kao srednje vrijednosti paralelnih mjerenja uz pripadajuée standardne devijacije [16].
y =0,0321 x + 0,0574 R?=0,9901 [16]

gdje je:
X — poznata koncentracija otopine cijanidin klorida (mg L)

y — imjerene vrijednosti apsorbancije pri 550 nm

3.2.14. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteteta ABTS metodom

Princip metode

Metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta provedena je prema metodi Re i suradnika
(1999), a bazira se na redukciji radikal kationa 2,2- azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline),
tj. ABTS radikal-kationa pomocu prisutnih antioksidanasa, pri cemu je reakcija popracena smanjenjem

intenziteta plavo-zelene boje kao posljedice prisutne reakcije.

Postupak rada

Otopina ABTS" radikal kationa pripremi se prema metodi Re i suradnika (1999) kemijskom
oksidacijom vodene otopine ABTS reagensa s kalijevim persulfatom, pri ¢emu apsorbancija tako
pripremljene plavo-zelene obojene otopine mora iznositi 0,700 £ 0,2 pri 734 nm. 20 pL uzorka
pomijesa se s 2 mL otopine ABTS" radikal kationa, ostavi se na tamnom mjestu 6 minuta te se izmjeri
apsorbancija na 734 nm. Paralelno s uzorkom pripremi se slijepa proba, no umjesto uzorka doda se 20
ML destilirane vode. Oduzimanjem apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe probe dobiva se
vrijednost AA koja se koristi za izraCunavanje konacnog rezultata. 1z jednadzbe bazdarne krivulje
konstruirane za standard Trolox-a, odredi se antioksidacijski kapacitet izrazen u mmol Troloxa g*

uzorka [17]. Rezultati se izrazavaju kao srednje vrijednosti paralelnih mjerenja + standardna devijacija.
y = 0,303 x + 0,0006 [17]
gdje je:
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x — antioksidacijski kapacitet uzorka (mmol Trolox-a L™?)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 734 nm

3.2.15. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Princip metode

Metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta pomo¢u DPPH radikala provedena je prema
metodi Brand-Williams i suradnika (1995), a zasniva se na redukciji nesparenog 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazila (DPPH radikala) ljubicaste boje od strane elektron donora prisutnog antioksidansa Sto

se prati mjerenjem smanjenja intenziteta obojenja.

Postupak rada

U staklenu epruvetu otpipetira se 100 pL uzorka i 3,9 mL metanolne otopine DPPH radikala
(0,094 mM) i reakcija se odvija 30 minuta nakon ¢ega se mjeri apsorbancija pri 515 nm. Paralelno se
pripremi slijepa proba u koju se umjesto uzorka doda 100 pL metanola. Razlikom apsorbancije uzorka
od apsorbancije slijepe probe (mora iznositi 1+0,2) dobiva se vrijednost AA koja se koristi za
izraCunavanje kona¢nog rezultata. Iz jednadzbe bazdarnog dijagrama konstruirane za standard Trolox-
a odreduje se antioksidacijski kapacitet u ispitivanom uzorku [18]. Rezultati se izraZzavaju kao srednje
vrijednosti provedenih mjerenja s pripadaju¢im standardnim devijacijama u mmol Troloxa po gramu

uzorka (Blois, 1958).
y =0,603x — 0,006 [18]

gdje je:
x — koncentracija standarda otopine Trolox-a (mmol L)
y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 515 nm

3.2.16. Odredivanje udjela teobromina, kafeina i (-)-epikatehina HPLC-DAD metodom

Identifikacija i kvantifikacija pojedinih bioaktivnih spojeva provedena je pomocu tekucéinske
kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC-DAD) Agilent Technologies seriji 1200 s binarnom
pompom, autosamplerom i DAD detektorom (Santa Clara, SAD). Spojevi su razdvojeni na nepolarnoj
C18 koloni (Kinetex 150 mm x 4,6 mm, 2,5 um, 100 A), a uvjeti analize razvijeni su u laboratororiju.
Koristene su dvije mobilne faze s promjenjivim volumnim udjelom tijekom eluiranja (mobilna faza
A-0,1% (v/v) otopina H3PO4 u acetonitrilu, mobilna faza B-0,1% (v/v) otopina H3sPOs u vodi. Protok

mobilnih faza iznosio je 0,5 mL min, a primijenjeni gradijent prikazan je u Tablici 4. Kolona je
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termostatirana na 25 °C, a koli¢ina injektiranog uzorka iznosila je 5 um. Kromatogrami su snimani na

valnim duljinama od 260, 280, 320 i 360 nm.

Tablica 4. Prikaz promjene gradijenta otapala u ovisnosti o vremenu

t (min) % A % B
0 93 7

5 93 7

45 60 40
47 30 70
52 30 70

Identifikacija je provedena pomocu standarda teobormina, kafeina i (-)-epikatehina, a toc¢an
udio svakog analita u uzorku racunat je prema pripadajucoj jednadzbi bazdarnog pravca standarada.
Konstruirani su bazdarne krivulje za standarde teobromin, kafein i epikatehin s pripadaju¢im
rasponima koncentracija koje su iznosile za teobromin 60 pug mL™* do 200 ug mL™?, kafein 40 pug mL
1 do 200 pg mLt i (-)-epikatehin 1 pg mL™ do 60 pg mL2. Formula bazdarne krivulje za teobromin
prikazana je jednadzbom [19], kafein jednadZzbom [20], a epikatehin jednadzbom [21]. Uvrstavanjem
vrijednosti retencijskog vremena u bazdarnu krivulju za svaki analit dobivena je koncentracija koja je

uvrstena u formulu [22] iz koje se dobila kona¢na koncentracija analita u masi neodmascene cokolade.

y = 30,599x - 3,8781 [19]
y = 30,599x - 3,8781 [20]
y = 7,3542x - 2,0847 [21]

Dobivena koncentracija (x) uvrstena je u formulu (23)
c (spoja) = % / 1000 [22]

gdje je:

¢ — koncentracija spoja u odvaganom uzorku (mg g2)
X — koncentracija spoja u ekstraktu (ug mL™?)

V — volumen ekstrakta (mL)

m — masa uzorka koriStena za ekstrakciju (g)
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3.2.17. Senzorska analiza

Uzorci ¢okolada s 49,69% i 59,69% kakaovih dijelova sa saharozom, kokosovim Se¢erom,

agavinim Secerom te jeCmenim i rizinim sladom procijenjeni su senzorskim metodama (Meilgaard i

sur., 1999). Svi uzorci ¢okolada su bili uplo¢eni u jednake forme i analizirani su u 2 grupe po 5 uzoraka,

a svaku grupu uzoraka ocjenjivalo je 7 senzorskih analitiCara.

1.

Grupa:
1. Cokolada s 49, 69% kakaovih dijelova (Kokosov §eéer)

2. Cokolada s 49, 69% kakaovih dijelova (Jemeni slad)
3. Cokolada s 49, 69% kakaovih dijelova (RiZin slad)

4. Cokolada s 49, 69% kakaovih dijelova (Saharoza)

5. Cokolada s 49, 69% kakaovih dijelova (Agava u prahu)
Grupa

1. Cokolada s 59, 69% kakaovih dijelova (Kokosov $eéer)
2. Cokolada s 59, 69% kakaovih dijelova (Je¢meni slad)
3. Cokolada s 59, 69% kakaovih dijelova (RiZin slad)

4. Cokolada s 59, 69% kakaovih dijelova (Saharoza)

5. Cokolada s 59, 69% kakaovih dijelova (Agava u prahu)

Analiza je provedena u senzorskom laboratoriju koji je opremljen prema standardnoj normi EN

ISO 8589:2010. U prvom dijelu analize ocjenjivane su karakteristike kvalitete prema intenzitetu na 7-

bodovnoj ljestvici od 0 — 6, gdje 0 opisuje slabo izrazenu, a 6 jako izrazenu karakteristiku kvalitete.

Ocjenjivano je ukupno 6 svojstava: boja, struktura, topljivost, kakaov okus, okus vanilije i slatkoca.

Drugi dio analize odnosio se na test rangiranja uzoraka prema kojoj su analiticari u testu trebali prema

ukupnom dojmu rangirati uzorke ¢okolada od najboljeg (1) prema najlosijem (5). Provedena je

statisticka analiza rezultata koristeci t-test (0,05) za manji broj uzoraka (N<30) prema formuli [23].

t=

M1-M2

; df = (N1-1) + (N2-1) [23]

- 1
SD xit w2
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cokolada je popularan proizvod, ne samo u Hrvatskoj, veé sirom svijeta. Prija$njih godina bila
je percipirana kao proizvod visoke energijske, a niske nutritivne vrijednosti medutim, otkricem
bioaktivnih spojeva u kakaovom zrnu, ¢okolada s povecanim udjelom kakaovih dijelova postaje
funkcionalni proizvod, a hipoteze o njezinom pozitivhom utjecaju na zdravlje ljudi potvrdene su
znanstvenim dokazima. Prva klinicka studija na ljudima Kondo i suradnika (1996) otkrila je da
konzumacija 35 g odmasc¢enog uzorka ¢okolade smanjuje oksidaciju LDL nakon 2 do 4 h od oralne
konzumacije. Zahvaljujuéi rasirenoj konzumaciji ¢okolade s polifenolima ona predstavlja znacajan
izvor antioksidanasa u prehrani. Literaturni podaci navode da 40 g ¢okolade s povecanim udjelom
kakaovih dijelova osigurava u prosjeku od 395 do 951 mg antioksidanasa (Vinson i sur., 2001),
odnosno u ameri¢koj populaciji 20% ukupnih antioksidanasa u prehrani potjece iz cokolade, a u Europi
je taj postotak i veci, posebno kod djece (Lamuela-Raventds i sur., 2005). Medutim, nisu sve ¢okolade
jednako bogate antioksidansima, buduc¢i da na udio polifenola utjeCu razli¢iti faktori, kao Sto je
porijeklo kakaovog zrna te sama proizvodnja ¢okolade, ali i dodatak drugih komponenta ¢okoladi, kao

Sto je primjerice mlijeko (Afoakwa i sur., 2015; Serafini i sur, 1996).

Promjenom prehrambenih navika potrosac¢a saharoza u ¢okoladi postepeno se zamjenjuje
zamjenskim sladilima. Promjeni prehrambenih navika doprinjele su i smjernice Svjetske zdravstvene
organizacije (WHO) da se udio saharoze u prehrani smanji. Smanjivanje saharoze najveci je izazov za
konditorsku industriju, ponajprije proizvodnju okolade, jer saharozi kao sladilu najboljih tehnoloskih
i senzorskih karakteristika nije jednostavno na¢i zamjenu. U Siru primjenu su zbog toga usla zamjenska
sladila koja su svojim reoloskim i senzorskim svojstvima najblize onima kakve ima saharoza, a ta
sladila su Secerni alkoholi, visoko ugljikohidratni polimeri (inulin, maltodekstrin) i intenzivno
prirodno sladilo stevija. Budu¢i da prirodna zamjenska sladila kao, primjerice Seceri porijeklom iz
biljaka agave, jeCma, rize i kokosa nisu u komercijalnoj primjeni te njihov bioaktivni doprinos, kao i
utjecaj na fizikalna svojstva ¢okolade, nije dovoljno literaturno potkrjepljen, cilj ovoga rada bio je
proizvesti ¢okolade s upravo tim sladilima te ispitati utjecaj njihovog dodatka na fizikalno-kemijska,
bioaktivna i senzorska svojstva ¢okolada s 49,69% 1 59,69% kakaovih dijelova. U sklopu istrazivanja,
a u cilju dobivanja informacija o ucestalosti konzumacije i preferencijama u sastavu ¢okolade

provedena je i kratka online anketa na uzorku od 1042 ispitanika.
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4.1. REZULTATI ANKETE
1. Sekcija demografski parametri
Od ukupnog broja ispitanika zena je 83,4%, a muskaraca 16,6%, a raspodjela po dobi je

prikazana na slici 15. Cinjenica da je uzorak ispitanika slu¢ajan mogao bi predstavljati nedostatak

budu¢i da nije dovoljno reprezentativan s obzirom na cjelokupnu populaciju.

92,32
g
g
c
2,
=
2
<
N
5,76
1,15 0,67 0,01
<18 19-35 36-50 51-75 >76

Godine ispitanika

Slika 15. Prikaz raspodjele ispitanika prema dobnim granicama

Vecina ispitanika nalazi se u dobnom intervalu od 19 do 35 godina, imaju visoko i viSe
obrazovanje i stanuju na podruc¢ju SrediSnje Hrvatske. Visoko i viSe obrazovanih je 75,2%, srednje
(srednja $kola) obrazovanje ima 22,6% ispitanika, dok 1,8% ispitanika oznacuje da ima obrazovanje
nakon srednje $kole koje nije niti viSe niti visoko (usavr$avanja, te¢ajevi). Prihodi po kucanstvu

prikazani su na slici 16., a podru¢je stanovanja na slici 17.
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Zastupljenost (%)

34,8
23,7
14,0 I 13,5 14,0

<5000 5000-10000 11000-15000 >15000 Ne zelim odgovoriti
Prihodi (kn)

Slika 16. Prikaz zastupljenosti ispitanika ovisno o prihodima po kucanstvu

46,7

19,6

11,4 95

SrediSnja Sjeverozapadna Isto¢na Hrvatska SjeverniJadrani SrednjiilJuzni  Izvan Hrvatske
Hrvatska Hrvatska Lika Jadran

Zastupljenost (%)

Podrucje stanovanja
Slika 17. Raspodjela ispitanika prema podrucju stanovanja

Povezanost demografskih parametara i konzumacije cokolade ovim istrazivanjem nije utvrdena
pa se zakljucak istrazivanja ne moze pripojiti onom Doherty i Tranchell (2005) koji glasi da je spol
jedan od demografskih parametara koji utjecu na konzumaciju ¢okolade. Sli¢an zakljuéak o utjecaju
spola na konzumaciju ¢okolade dobiven je u istrazivanju Yuker (1997) prema kojem cokoladu

svakodnevno konzumira gotovo 2 puta vise zena nego muskaraca.
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2. Sekcija osobne navike i ucestalost konzumacije

Najvise ispitanika ¢okoladu konzumira nakon rucka (78,3%), zatim nakon vecere (10,2%),
izmedu dorucka i rucka (9,0%) te nakon dorucka (2,5%). Veéina konzumirane ¢okolade odnosi se na
Cokoladu (64,6%), manje Cokoladice npr. Snickers, Mars (12,9%) te Cokoladne kekse (10,2%).
Najmanje ¢okolade pojede se u obliku ¢okoladnog kolaca ili torte (6,8%) te pralina (1,2%). Ucestalost

konzumacije ¢okolade prikazana je na slici 18.

3,60 12%__0,7%

9,7% \‘
26,8%

18,3%
39,7%
Svaki dan 3-4 puta tjedno 1 tjedno 3-4 puta mjesecno
1 mjesecno = <] mjesecno = Ne jedem Cokoladu

Slika 18. Vremenska uéestalost konzumacije ¢okolade

U studiji Velarde i suradnika (2018) cokolada se u najve¢em postotku konzumirala 1 do 2 puta
tjedno S§to je manje ucestalo nego U ovom istrazivanju. Vrste Cokolade koje ispitanici najcesce
konzumiraju prikazane su na slici 19. Cokolada se najvise konzumira u obliku table ¢okolade, a ovisno
0 vrsti cokolade najcesce se konzumira mlijecna, zatim slijede cokolada s punjenjem i s ljeSnjacima.
U studiji Chawla i Sondhi (2016) ispitivana je konzumacija ¢okolade u indijskoj populaciji u kojoj se

prema rezultatima najc¢esce konzumira ¢okolada s ljeSnjacima, a potom mlije¢na ¢okolada.
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Mlije¢na Cokolada za Cokoladas Cokoladas Cokoladas Cokoladas Cokoladas  Bijela  Cokolada s
Cokolada  kuhanje ljeSnjacima bademima, keksom rizom punjenjem  ¢okoladu vise od 50%
kikirikijem k.d.
Vrsta cokolade

Slika 19. Pregled ucestalosti konzumacije pojedinih vrsta ¢okolade

Cokolada s poveéanim udjelom kakaovih dijelova nije Gokolada koja se najvise konzumira
unato¢ povecanju interesa prema toj cokoladi u posljednjem desetljecu kao potencijalnom
funkcionalnom proizvodu. Najveci broj ispitanika deklaraciju ne ¢ita (69,9%), a od 69,9% njih 21,1%
Cita postotak kakaovih dijelova dijelova ¢ime se moze zakljuciti da ispitanici informaciju o postotku

kakaovih dijelova ne dozivljavaju kao dio nutritivne deklaracije.
3. Sekcija preferencije

Zanimljivo je da u ovom istrazivanju ¢ak 72,4 % ispitanika navodi kako voli ¢okoladu s
poveéanim udjelom kakaovih dijelova, a od tih koji navode da vole ¢okoladu s povec¢anim udjelom
kakaovih dijelova tek 19,9% ¢okoladu s povecanim udjelom kakaovih dijelova najéesée jede. Razlozi
zbog kojih ispitanici ne vole ¢okoladu s povec¢anim udjelom kakaovih dijelova jesu gorak okus (86%)
i otezana topljivost u ustima (7,2%). Prema studiji Berg i suradnika (2012) ¢okoladu s povecanim
udjelom kakaovih dijelova konzumira veé¢inom starija populacija $to je suprotno u odnosu na ovo
istrazivanje gdje ve¢inom mlada populacija konzumira cokoladu s povecanim udjelom kakaovih
dijelova. Raspodjela vaznosti smanjenog udjela Secera u cokoladi prikazana je na slici 20. Najvec¢em
broju ispitanika okus je najbitniji prilikom izbora ¢okolade, na drugom mjestu je proizvodac, zatim
cijena (slika 21.). U studiji Chuin i Mohamad (2012) proizvodac i zemlja podrijetla su se nametnuli
kao bitni parametri prilikom izbora ¢okolade. Ispitanicima s prihodima ve¢im od 15 000 kuna po
kuéanstvu okus je prvi parametar pri izboru cokolade, zatim proizvodac, cijena, udio kakaovih dijelova

i na zadnjem mjestu udio Secera i oznake ,,Fair trade* i ,,Organic*®.
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Slika 20. Raspodjela odgovora o vaznosti smanjenog udjela Secera u ¢okoladi (1 jako bitno, 5 nebitno)

Ispitanicima s prihodima manjim od 5 000 kuna po kucanstvu prvi parametar je isto tako okus,
zatim cijena, proizvoda¢, udio kakaovih dijelova i Secer, dok niti jednom ispitaniku ovog intervala
oznake ,,Fair Trade“ i ,,Organic nisu bile vazne prilikom izbora ¢okolade. Do sli¢nih spoznaja su
dosli Sahoo i Garg (2012) kod kojih je neposredno nakon okusa uslijedila energijska vrijednost kao
bitan parametar prilikom izbora ¢okolade. Za razliku od ovog, kao i istrazivanja Sahoo i Garg (2012)
u kojima cijena nije bila odlucujuéi faktor prilikom kupovine ¢okolade, u istrazivanju Patwardhana i
suradnika (2010) pokazalo se da kupci odluku o kupovini ¢okolade ipak najvise vezu uz cijenu. Prema
naSem istrazivanju cijena nije bila presudan faktor prilikom kupovine ¢okolade ¢ak niti za ispitanike S
prihodima manjim od 5000 kuna po kuéanstvu. Mjesto kupovine ¢okolada veéine ispitanika (96,7%)
su prodavaonice Siroke potrosnje (npr. Konzum, Lidl, Spar), manjem broju prodavaonice zdrave hrane
(2,2%) i specijalizirane prodavaonice ¢okolade (1,1%).

8,3%_.

' 21,3%

Proizvodac 20,2%
Cijena \\ 2.8%
. v 7 /
= Udio Secera
. T 19%
= Dodatne oznake (fair trade, organic,vegan i sl.,)

= Okus

Slika 21. Raspodjela parametara koji utje¢u na odluku o izboru ¢okolade
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4. Sekcija osnovno znanje o cokoladi

56,9% ispitanika zaokruzilo je to¢ne sirovine za proizvodnju ¢okolade (kakaov maslac,
kakaova masa i Secer), 28,2% smatra kako su osnovne sirovine kakaov maslac, kakaova masa, voda i
Secer, a 14,9% navodi magarin, kakaovu masu i Secer. 84,9% ispitanika zaokruzilo je da je navod
,.Cokolada za kuhanje sadrzi manje $eéera i veéi udio kakaovih dijelova od mlije¢ne Gokolade* to¢an
te 94,6% ispitanika zaokruzilo je da mlije¢na ¢okolada sadrzi manje antioksidanasa od ¢okolade s
povecanim udjelom kakaovih dijelova. 92,3% smatra kako je cokolada s pove¢anim udjelom kakaovih
dijelova bogatija antioksidansima pa time i zdravija za konzumaciju, 65,6% ispitanika to¢no je
zaokruzilo kako kofein prisutan u ¢okoladi potjece od kakaove mase, 11% smatra kako kofein potjece
od arome, 10,6% misli da je od emulgatora, 8,9% od kakaovog maslaca, a 3,9% od Secera. 95,4%
ispitanika smatra kako ¢okolada moze biti dio pravilne i uravnotezene prehrane Sto je puno veci
postotak nego u studiji Velarde i suradnika (2018). Medu onima koji smatraju da ¢okolada moze biti
dio pravilne i uravnoteZene prehrane 22,4% navodi kako je ¢okolada izvor praznih kalorija i da bi je
trebalo izbjegavati. Na pitanja vezana uz osnovna znanja o ¢okoladi vecina ispitanika pokazuje dobro
op¢e znanje, a uocena je i povezanost s razinom obrazovanja, jer medu ispitanicima koji odgovaraju

to¢no na postavljena pitanja vecina je visoko obrazovanih.
5. Sekcija emocionalni aspekt konzumiranja cokolade

60,7% ispitanika jede ¢okoladu neovisno o raspolozenju, 12,9% navodi druge razloge koji
utjecu na konzumaciju ¢okolade, 8,4% ispitanika ¢okoladu jede iz navike, 6,9% jede ju kao nagradu,
6,6% kad su lose volje, 3,5% iz dosade i1 1,2% kad su dobre volje. 7,8% ispitanika osjeca krivnju kada
pojede ¢okoladu, dok je 42,3% ispitanika uopce ne osjeca i procjenjuje ocjenom 1 (nebitno) osjecaj
krivnje na skali od 1 do 5. 20% ispitanika krivnju oznacuje ocjenom 3, 18,2% ocjenom 2, a 11,8%
ispitanika ocjenom 4. Zudnju za ¢okoladom osjeéa 29,2% ispitanika, 36,8% ispitanika osje¢a zudnju
za bilo kojim slatkim proizvodom, a ne iskljuc¢ivo ¢okoladom. Od ispitanika koji osjecaju zudnju za
cokoladom 83,8% njih navodi da pojedu viSe ¢okolade nego §to misle da bi trebali, 66,9% ne moze
misliti ni na $to drugo tijekom zudnje za cokoladom, a 23,5% ispitanika moZe se svakodnevnim
aktivnostima oduprijeti Zudnji za ¢okoladom. Na slici 22. prikazan je stav o tome osjecaju li ispitanici
krivnju jer misle da ¢e konzumacija ¢okolade rezultirati poveéanjem tjelesne mase, a na slici 23.
raspodjelu odgovora 0 mogucnosti konzumacije nekog drugog proizvoda umjesto cokolade kad osjete

Zudnju.
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Slika 22. Razina slaganja s tvrdnjom ,,Osje¢am krivnju kada pojedem Cokoladu jer mislim da ¢e

rezultirati povecanjem tjelesne mase.“ (1 bez osjecaja krivnje, 5 jako izraZen osjecaj krivnje)

Osjecaj krivnje nakon konzumacije cokolade imalo je tek 7,8% ispitanika Sto je razlicito u
odnosu na istrazivanje Velarde i suradnika (2018), gdje je krivnja bila zna¢ajno visa i smanjivala se s

poveéanjem dobi, a taj je trend uocen i u ovom istrazivanju.

36,8

29,2
23,5

10,5

Da, osje¢am zudnjui  Ne, vrlo brzo zaboravim Ne, utom slu¢aju ~ Ne, ne osje¢am Zudnju za

Udio ispitanika (%)

moram pojesti ¢okoladu nato i nastavim pojedem bilo koju drugu ¢okoladom.
pod svaku cijenu. svakodnevne aktivnosti.  slasticu i utazim Zelju
zaslatkim.

Slika 23. Pitanje ,,Ukoliko ne pojedem ¢okoladu kada mi se jede, osje¢am snaznu zudnju za njom.*

Zudnja za hranom povezana je s ve¢im uobic¢ajenim konzumiranjem hrane za kojom se osjeca
Zudnja, a ¢okolada je namirnica za kojom se najées¢e zudi (Chao i sur., 2014.). U ovom istrazivanju

60,7% ispitanika jede cokoladu neovisno o raspolozenju, a samo 6,6% ispitanika ¢okoladu jedu kad
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su lose volje. Iako se konzumacija ¢okolade povezuje s poboljSanjem raspolozenja moze se desiti i
obrnuta situacija tj. pojava negativnih emocija poput krivnje jer je Cokolada percipirana kao namirnica

bogata Secerom i mastima (Rogers i Smit, 2000).
6. Sekcija otvorenost prema konzumaciji novih okusa

Posljednja sekcija odnosila se na pitanja o voljnosti i otvorenosti prema konzumaciji ¢okolada

s netipi¢nim dodacima i sladilima, a raspodjela odgovora prikazana je na slikama 24-27.

63,8%

Da =Ne

Slika 24. Jeste li ikada probali ¢okoladu s netipi¢nim dodacima (¢ili, kadulja, papar, curry, bundeva,

vino...)

= Da = Ne

Slika 25. Biste li ikada probali ¢okoladu s netipi¢nim dodacima?
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55,3%

U redu je, no vise volim klasi¢ne dodatke cokoladi
= Jako mi se svidio okus
= Nije mi se svidio okus

= Nije mi se svidio okus, ali nije mi ni odbojna takva ¢okolada

Slika 26. Sto mislite o okusu ¢okolade u kojoj je dodan netipi¢an dodatak (¢ili, papar, kadulja...)

=Da = Ne

Slika 27. Jeste li probali ¢okoladu kojoj je dodano netipi¢no sladilo (npr. kokosov Secer, agava u

prahu)?
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4.2. SASTAV SECERA U COKOLADAMA

Sastav Secera u ¢okoladi ovisi o sastavu sirovine iz koje se dobiva. Na udio Secera utjecaj imaju
unutarnji i vanjski uvjeti u kojima biljka raste te nacin procesiranja polazi$ne sirovine za proizvodnju
SeCera. Na slikama 28. 1 29. prikazan je udio Secera u ispitivanim ¢okoladama u ovisnosti o udjelu
kakaovih dijelova i vrsti sladila u &okoladi. Cokolade s 49,69% k.d. sadrze veéi udio svih Secera u
odnosu na cokolade s 59,69% k.d., a najveci udio visih Secera sadrzi cokolada s rizinim sladom. Jednak
trend raspodjele visih Secera je i u Cokoladama s 59,69% kakaovih dijelova. Najveéi udio oligosaharida
maltopentoze, malatotetroze i maltotrioze sadrzi ¢okolada s 59,69% kakaovih dijelova s je¢menim
sladom, a udjeli su u skladu s onima dobivenim u studiji Ofoedu i suradnika (2019). Huang i suradnici
(2016) metodom infracrvene spektroskopije mjerili su sastav jeémenog slada i dobili malo vise udjele
oligosaharida nego u ovom istrazivanju, a ta mala razlika moZe se pripisati razli¢itim metodama
kvantifikacije. Najvec¢i udio maltopentoze sadrzi ¢okolada s 49,69% kakaovih dijelova s kokosovim
Secerom, a najvedi udio maltotrioze okolada s rizinim sladom. Prisutnost oligosaharida u skladu je s
literaturnim podacima (Edney i sur., 2014; Szwajgier, 2015). Saharozu u velikom udjelu sadrzi

cokolada s kokosovim Sec¢erom te znatno manje cokolada s agavinim Sec¢erom i je¢menim sladom.

Zanimljivo, ¢okolada s kokosovim Secerom ne sadrzi glukozu, $to je suprotno s literaturnim
podacima dobivenim u istrazivanjima Purnomo i suradnika (2018) i Asghar i suradnika (2019).
Istovremeno, u ¢okoladi s 59,69% kakaovih dijelova s kokosovim Se¢erom izmjeren je veci udio
fruktoze 1 manji udio saharoze u odnosu na ¢okoladu s 49,69% kakaovih dijelova. Takav sastav
cokolade s 59,69% k.d. bi mogao utjecati na smanjivanje glikemijskog indeksa ¢okolade (Saputro i
sur., 2017a) jer fruktoza, za razliku od saharoze, za apsorpciju u stanicu ne zahtjeva inzulin. Najve¢i
udio disaharida maltoze je u ¢okoladi s rizinim sladom (28,5%). Ofoedu i suradnici (2019) su HPLC
analizom sastava rizinih sirupa razli¢itih varijeteta odredili gotovo dvostruko veci udio (50%) maltoze
u sirupima. Od monosaharida, najve¢i udio fruktoze sadrzi Cokoladi s 49,69% kakaovih dijelova s
agavinim Se¢erom, a rezultati su u skladu sa studijom Willems i Low (2012), te bi zahvaljuju¢i ve¢em
udjelu fruktoze cokolada s agavom prema literaturnim podacima trebala imati nizak glikemijski
indeks. Udjeli ostalih izmjerenih Secera u ¢okoladama poklapaju se s rezultatima Saputro 1 suradnika
(2017b), Phaichamnan i suradnika (2010), Apriyantono i suradnika (2002). U navedenim radovima
udio fruktoze u kokosovom Se¢eru moze biti od 3 do 24%, odnosno od 50 do 80% saharoze. Glukozu
sadrzi ¢okolada s 59,69% k.d. s je¢menim sladom i s agavinim Sec¢erom te cokolada s 49,69% k.d. s

rizinim sladom.
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Slika 28. Udio oligosaharida u ¢okoladi s 49,69% i 59,69% kakaovih dijelova
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4.3. FIZIKALNO-KEMIJSKI PARAMETRI COKOLADA

4.3.1. Udio proteina i masti

Udio masti i proteina veci je u cokoladama s 59,69% kakaovih dijelova u odnosu na ¢okolade
$49,69% k.d (slika 30. 1 31.). Moze se zakljuciti da ve¢i udio proteina i masti dolazi od kakaove mase
jer prema istrazivanju Bertazzo i suradnika (2011) svjeze kakaovo zrno sadrzi oko 32-39% vode, 30-
32% masti te 10-15% proteina pa se moze océekivati da odreden udio proteina i masti zaostaje u
cokoladi. Na vrstu i udio proteina u kakaovom zrnu utjee genotip, Sto onda utje¢e na tip i vrstu
prekursora koji nastaju tijekom fermentacije i susenja, a odgovorni su za formiranje kona¢ne arome i
okusa ¢okolade (Afoakwa i sur., 2008). Doprinos udjelu proteina mogao bi biti i od samog sladila.
Naime, u studiji Edney i suradnika (2014) navodi se kompleksan sastav jeémenog slada u kojem su
proteini takoder vazan dio. To je potencijalni razlog zaSto najveci udio proteina (9,25%) sadrzi
cokolada s 59,69% k.d. s je¢menim sladom. Najmanji udio proteina (6,29%) sadrzi ¢okolada s 49,69%
k.d. s agavinim Se¢erom. Udio masti veci je kod ¢okolada s 59,69% kakaovih dijelova u odnosu na
49,69% kakaovih dijelova Sto je u skladu s literaturnim podacima jer mast potjece od kakaove mase.
U studiji Vahedi i suradnika (2016) ispitivala su se fizikalno-kemijska svojstva ¢okolade kojoj se udio
saharoze postupno zamijenjivao s agavinim Secerom i stevijom. Rezultati su pokazali da se udio
proteina 1 masti nije signifikantno promijenio kod cokolade s agavinim Secerom, u usporedbi sa
standardom, medutim, u ¢okoladi sa stevijom udio proteina i masti znacajno se povec¢ao. Moze se
zakljuciti da zamjena saharoze drugim sladilima utjece na promjenu fizikalno-kemijskih svojstva
cokolada. Prema ovom istraZivanju, nije bilo znacajne razlike izmedu udjela proteina i masti u
c¢okoladama s 49,69% kakaovih dijelova i zamjenskih sladila u odnosu na iste sa saharozom, medutim
zapazene su blago vece razlike u udjelu proteina i masti kod ¢okolada s 59,69% kakaovih dijelova, uz

zamjenska sladila, u odnosu na ¢okoladu sa saharozom.
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Slika 31. Udio masti u ovisnosti o vrsti Seera u ¢okoladi s 49,69% i 59,69% kakaovih dijelova

4.3.2. Udio vode

Udio vode, saharoze, ukupnog i direktnog inverta te udio bezmasne suhe tvari kakaovih
dijelova za ¢okolade s 49,69% 1 59,69% k.d. s razli¢itim sladilima prikazani su na slikama 32. 1 33.
Udio vode u ¢okoladama s 49,69% k.d. kretao se u rasponu od 0,65 do 1,98%, a u ¢okoladama s
59,69% k.d. od 0,88 do 1,53% (slika 32.). Najveéi udio vode uocen je kod ¢okolade s 49,69% k.d. s
jecmenim sladom, a najmanji kod ¢okolada sa saharozom. Udio vode u ¢okoladi se negativno odrazava
vode, kakav ima ¢okolada sa saharozom. Glukoza i fruktoza koje se nalaze u sastavu kokosovog Secera
zbog higroskopnosti dovode do povecanja razine vode (Saputro i sur., 2017a), $to se moze vidjeti i u

rezultatima ovog istrazivanja. Na slici 32. moze se vidjeti kako se udio vode kod svih ¢okolada povecao
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se u odnosu na standard (sa saharozom), a najviSe u ¢okoladi s 49,69% k.d. s je¢cmenim sladom.
Povecanje udjela vode u ¢okoladi s 49,69% k.d. s agavinim Se¢erom iznosilo je 53,1% $to je u skladu
s povecanjem udjela vode u Cokoladi (54,8%) izmjerenim u studiji Arentz (2018). Iz rezultata je
vidljivo da dodatak zamjenskog sladila utjeCe na povecanje udjela vode, $to bi moglo utjecati na
senzorske i reoloSke karakteristike ¢okolade (Beckett, 2000). ReoloSke karakteristike su uvjetovane

udjelom vode u ¢okoladi koja bi za optimalne karakteristike trebala biti §to manja.
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49,69% k.d. 59,69% k.d.

Slika 32. Udio vode u ovisnosti o vrsti Secera u ¢okoladi s 49,69% i 59,69% kakaovih dijelova
4.3.3. Udio ukupnog i direktnog inverta

Prirodan ili direktni invert ¢ine reducirajuci Seceri (glukoza, fruktoza, maltoza, laktoza), dok je
ukupni invert rezultat sume prirodnog inverta i Secera koji nakon hidrolize reduciraju metalne ione.
Ukupan invert za ¢okolade s 49,59% k.d. iznosio je od 26,0 do 53,20%, a za ¢okolade s 59,69% od
28,60 do 42,20% i prikazan je na slici 33. Najveci udio ukupnog inverta imala je ¢okolada s 49,69%
k.d. s agavom u prahu, a najmanji ¢okolada s 59,69% k.d. s rizinim sladom. U proizvodnom procesu
reoloska svojstva Cokolade su definirana s dva parametra: plasticnom viskozno§¢éu i granicom
naprezanja (Goncalves i Lannes, 2010). Na ta svojstva izravan utjecaj ima udio masti, raspodjela
veli¢ine Cestica, udio vode, prisutnost emulgatora te tip ugljikohidrata, dakle povecéanje proteina, masti,
vode i Secera moglo bi utjecati na reoloska svojstva cokolade, prvenstveno na viskoznost i teksturu
(Afoakwa i sur., 2007). Cinjenica kako ovi parametri utjeu na promjenu reolokih parametara
cokolade prije svega na viskoznost, utvrdena je i u istrazivanju Saputro i suradnika (2017a). Najveci
udio ukupnog inverta ima ¢okolada s 49,69% k.d. s agavom u prahu (slika 33.) ¢ija je tekstura u
senzorskim testovima opisana kao grublja i manje fina, a sastav Secera u agavinom sirupu u skladu s

istrazivanjem Willems i Low (2012).
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4.3.4. Udio bezmasne suhe tvari kakaovih dijelova

Prema literaturnim podacima udio bezmasne suhe tvari kakaovih dijelova izvor je polifenola i
nemali broj studija navodi bezmasnu suhu tvar kakaovih dijelova kao marker udjela polifenola. Miller
i suradnici (2006) otkrili su jaku vezu izmedu bezmasne suhe tvari kakaovih dijelova i antioksidacijske
aktivnosti, udjela ukupnih polifenola i proantocijanidina. U istrazivanju Gu i suradnika (2006) uocena
je takoder jaka povezanost izmedu udjela bezmasne suhe tvari kakaovih dijelova i1 proantocijanidina
te je zapazeno da je udio proantocijanidina propocionalan udjelu kakaovih dijelova u cokoladi. U ovom
istrazivanju je udio bezmasne suhe tvari kakaovih dijelova ve¢i u svim ¢okoladama s 59,69% k.d. u
odnosu na ¢okolade s 49,69% k.d. (slika 34.) pa se na temelju navedenih podataka moze zakljuciti
kako udio bezmasne suhe tvari kakaovih dijelova raste s pove¢anjem udjela kakaovih dijelova. Isto je
istaknuto 1 u studiji Bels¢ak-Cvitanovi¢ i suradnika (2009). Najveci udio bezmasne suhe tvari kakaovih

dijelova ima cokolada s 59,69% k.d. s rizinim sladom, a najmanji cokolada s 49,69% s kokosovim

Secerom.
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Slika 34. Udio bezmasne suhe tvari kakaovih dijelova u ovisnosti o vrsti Secera u ¢okoladi s 49,69% i
59,69% kakaovih dijelova

4.4. BIOAKTIVNI SASTAV COKOLADA

4.4.1. Udio ukupnih flavonoida i neflavonoida

Udio ukupnih neflavonoida odredivao se indirektno oduzimanjem vrijednosti ukupnih
neflavonoida od udjela ukupnih polifenola. Udio ukupnih polifenola odredio se spektrofotometrijskom

metodom s Folin-Ciocalteauovim reagensom. Reakcija je oksido-redukcijska pri ¢emu fenoli
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reduciraju reagens, a sami se oksidiraju pri ¢emu nastaje plavo obojenje. Folin-Ciocalteauov reagens
osim s fenolima moze reagirati i s drugim spojevi primjerice proteinima, Secerima, L-askorbinskom
kiselinom, sumporov (IV) oksidom §to utjeCe na spektrofotometrijska ocitanja (Vinson i sur., 2001).
Cokolade s 59,69% k.d. imale su veéi udio ukupnih polifenola koji se kretao od 6,54 do 12,70 mg
GAE po gramu uzorka, u odnosu na ¢okolade s 49,69% k.d. u kojima je udio ukupnih polifenola bio
u rasponu od 4,88 do 9,05 mg GAE po gramu uzorka (slika 35.). Najve¢i udio polifenola (12,70 mg
GAE g?) odreden je u ¢okoladi s 59,69% k.d. s rizinim sladom, a najmanji udio u ¢okoladi s 49,69%
k.d. sa saharozom (4,74 mg GAE g). Rezultati su u skladu s rezultatima sli¢nih istrazivanja prema
kojima ¢okolade s ve¢im udjelom kakaovih dijelova imaju veéi udio polifenola (Bel$¢ak-Cvitanovic i
sur., 2015; Nazir i Azad, 2017). Miller i suradnici (2006) odredivali su udio ukupnih polifenola u
razli¢itim vrstama ¢okolada na trzistu SAD-a. Vrijednosti ukupnih polifenola kod ¢okolada s 50, 55 i
70% kakaovih dijelova iznosili su redom 12,30 mg GAE g, 11,73 mg GAE g* i 14,88 mg GAE g%,
$to je malo vise od onih dobivenih ovim istrazivanjem. Ibri¢ i Cavar (2014) mjerili su udio ukupnih
polifenola u kakaovoj masi i razli¢itim vrstama ¢okolada gdje su se udjeli kupnih polifenola kretali od
0,046 do 0,376 mg GAE g sto su dosta nize vrijednosti u odnosu na ovo, Kao i istrazivanje Miller i
suradnika (2006). Udio ukupnih polifenola u ¢okoladi sa 43% k.d. prema istrazivanju Ibri¢ i Cavar
(2014) iznosio je 0,135 mg GAE g, u ¢okoladi sa 55% k.d. 0,147 mg GAE g, u ¢okoladi sa 100%
k.d. 0,376 mg GAE g*. Nesto nize vrijednosti ukupnih polifenola mogu se objasniti interferencijom
Secera s Folin-Ciocalteovim reagensom 1 upotrebom razli¢itog otapala za ekstrakciju polifenolnih
spojeva jer prema literaturnim podacima vrsta otapala takoder utjeCe na sposobnost ekstrakcije, a
potom i na udio polifenola (Waterhouse i sur., 1996; Vinson i sur., 2001). Waterhouse i suradnici
(1996) odredivali su udio polifenola u metanolnom ekstraktu kakaovog praha, cokoladi s povec¢anim
udjelom kakaovih dijelova i mlije¢noj ¢okoladi i dobili su redom vrijednosti od 20 mg GAE g}, 8,4
mg GAE g'i 5 mg GAE g*, dakle vrijednosti ukupnih polifenola poveéavale su se s poveéanjem
udjela kakaovih dijelova. Cokolada s 59,69% k.d. s rizinim sladom ima najveéi udio flavonoida i
neflavonoida, dok najmanji vrijednosti istih parametara ima ¢okolada s 49,69% kakaovih dijelova sa
saharozom. Udio flavonoida veéi je kod ¢okolada s 59,69% k.d. u odnosu na ¢okolade s 49,69% k.d.
Sto je u skladu s rezultatima Pimentel i suradnika (2010) koji su usporedivali vrijednosti ukupnih
flavonoida u ¢okoladama s razli¢itim udjelom kakaovih dijelova. Prema njihovim rezultatima ¢okolada

sa 70% k.d. imala je takoder vec¢u vrijednost ukupnih flavonoida i fenola od ¢okolade s 40% k.d.
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Slika 35. Udio ukupnih flavonoida i neflavonoida u cokoladama ovisno o vrsti Secera 1 udjelu kakaovih

dijelova
4.4.2. Udio ukupnih flavan-3-ola

Udjeli ukupnih flavan-3-ola odredeni su dvjema metodama, vanilin i p-DAC, od kojih je
metoda s p-DAC-om specifi¢nija zbog Cega su primjenom te metode dobivene manje vrijednosti
flavan-3-ola Sto se moze vidjeti na slici 36. Razlika u specifi¢nosti odnosi se na princip reakcija pa
tako vanilin reagira sa C-6 i C-8 polozajima u molekulama flavan-3-ola, a p-DAC samo sa C-6
polozajima flavan-3-ola. Prema rezultatima metode s p-DAC reagensom moze se zakljuciti da udio
flavan-3-ola raste s povecanjem udjela kakaovih dijelova i da su s obzirom na standardni uzorak,
cokoladu sa saharozom, vrijednosti flavan-3-ola veée kod svih vrsta cokolada. Prema obje metode
najveéu vrijednost udjela flavan-3-ola karakterizira cokoladu s 59,69% k.d. s rizinim sladom, a
najmanji udio ¢okoladu s 49,69% k.d. sa saharozom. U ovome je istrazivanju korelacija udjela
flavonoida, neflavonoida, ukupnih polifenola s udjelima flavan-3-ola dobivenim metodom s vanilinom
izrazito visoka kao i medusobna korelacija p-DAC i vanilin metode (tablica 5). U istraZivanju Seremet
i suradnika (2019) u ¢okoladi s pove¢anim udjelom kakaovih dijelova ( > 50% k.d.) udio flavan-3-ola
iznosio je 3,71 mg katehina po gramu uzorka i smanjivao se proprocionalno udjelu kakaovih dijelova
te dodatkom mlijeka i suSenog voca Cokoladi. U ovome istraZivanju uoceno je da dodatak sladila,

razli¢itog od saharoze, utjeCe na povecanje udjela flavan-3-ola u ¢okoladi.
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Slika 36. Udio ukupnih flavan-3-ola u ¢okoladama u ovisnosti o vrsti $ecera i udjelu kakaovih

dijelova odreden vanilin i p-DAC metodom

4.4.3. Udio ukupnih proantocijanidina

Proantocijanidini su oligomeri i polimeri flavan-3-ola pa se ocekivalo da trend raspodjele
njihovog udjela u ¢okoladi prati udio flavan-3-ola, medutim korelacija je relativno slaba 1 bolja je kod
metode s p-DAC-om u odnosu na vanilin (r=0,62). Udjeli proantocijanidina u ovisnosti o tipu sladila
i udjelu kakaovih dijelova prikazani su na slici 37. 1z rezultata je vidljivo da udjeli proantocijanidina
rastu s povecanjem udjela kakaovih dijelova, kao 1 uz dodatak zamjenskih sladila te je veéi udio kod
cokolada s 59,69% k.d. u odnosu na ¢okolade s 49,69% k.d. Najveci udio proantocijanidina (1,35 mg
CyE g?) imala je ¢okolada s 59,69% k.d. s kokosovim $e¢erom, a najmanji udio (0,47 mg CyE g?)
imala je ¢okolada s 49,69% k.d. sa saharozom. S obzirom na rezultate Miller i suradnika (2006), udio
proantocijanidina dobiven ovim istrazivanjem neSto je niZi za ¢okolade s istim udjelom kakaovih
dijelova sa saharozom. Isto je uoc¢eno u radu Todorovi¢ i suradnika (2015) gdje su vrijednosti udjela
proantocijanidina bile ve¢e u odnosu na ovo istrazivanje. Cokolada sa saharazom imala je najmanju
vrijednost proantocijanidina u usporedbi s ¢okoladama s dodatkom drugih Secera. Manji udio
proantocijanidina odreden je i u cokoladi s je¢cmenim sladom za koju su fizikalno-kemijske analize
pokazale da sadrzi dosta proteina pa bi razlog manjoj vrijednosti proantocijanidina mogla biti tvorba

kompleksa proantocijanidina s proteinima (Davis i Hoseney, 1979).
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Slika 37. Udio ukupnih proantocijanidina u ¢okoladama ovisno o vrsti Secera i udjelu kakaovih

dijelova
4.4.4. Antioksidacijski kapacitet

Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta u hrani i pi¢u ne postoji standardizirana metoda pa
se za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta koristi nekoliko metoda. NajéesSc¢e koriStene metode za
odredivanje antioksidacijskog kapaciteta in vitro su ABTS, DPPH, ORAC i TRAP (Todorovic i sur.,
2015.). U ovom istrazivanju koriStene su dvije metode, ABTS i DPPH, koje se temelje na mjerenju
moguénosti hvatanja slobodnih radikala od strane uzorka, a rezultati su prikazani na slici 38. Cokolade
s povecanim udjelom kakaovih dijelova imaju ve¢i antioksidacijski kapacitet. Prema rezultatima obje
metode za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta cokolada, cokolada s 59,69% k.d. s rizinim sladom
ima najveci antioksidacijski kapacitet, a najnizi ¢okolada s 49,69% k.d. sa saharozom. Isto tako,
antioksidacijski kapacitet cokolada sa zamjenskim sladilima visi je u odnosu na standard, ¢okoladu sa
saharozom. Utvrdena je dobra korelacija antioksidacijskog kapaciteta odredenog ABTS i DPPH
metodama s udjelom ukupnih polifenola, flavonoida 1 neflavonoida (tablica 5.). Isto tako, ¢okolada s
rizinim sladom imala je najvecu vrijednost bezmasne suhe tvari kakaovih dijelova i ovdje se pokazalo
da ima najvecu vrijednost antioksidacijskog kapaciteta pa su rezultati u skladu s literaturnima. Uo¢eno
je da antioksidacijski kapacitet raste u ovisnosti o udjelu kakaovih dijelova i da bezmasna suha tvar

kakaovih dijelova moze posluZiti kao dobar marker za antioksidacijski potencijal i udio polifenola.
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Slika 38. Antioksidacijski kapacitet u ovisnosti o vrsti Secera i udjelu kakaovih dijelova odreden

ABTS i DPPH metodom
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U tablici 5. prikazani su korelacijski koeficijenti metoda odredivanja ukupnog sadrzaja polifenolnih

spojeva i antioksidacijskin metoda. Prikazane korelacije su korelacije metoda ukupnog udjela
polifenola (TPC), neflavonoida (TNC), flavonoida (TFC), flavan-3-ola (metodom s p-DAC i

vanilinom) i metoda antioksidacijskog kapaciteta pomo¢u ABTS i DPPH reagensa.

Tablica 5. Prikaz korelacijskih koeficijenata izmedu rezultata spektrofotometrijskih mjerenja

49 % TPC TNC TFC ABTS | DPPH | p-DAC | vanilin
k.d.
TPC 1 0,98 0,80 0,95 0,90 0,82 0,99
TNC 0,98 1 0,66 0,93 0,93 0,78 0,96
TFC 0,80 0,66 1 0,75 0,59 0,72 0,81
ABTS 0,95 0,93 0,75 1 0,97 0,88 0,94
DPPH 0,90 0,93 0,59 0,97 1 0,76 0,86
p-DAC 0,82 0,78 0,72 0,88 0,76 1 0,89
vanilin 0,99 0,96 0,81 0,94 0,86 0,89 1
59 % TPC TNC TFC ABTS | DPPH | p-DAC | vanilin
k.d.
TPC 1 0,97 0,85 0,98 0,91 0,62 0,99
TNC 0,97 1 0,87 0,93 0,92 0,77 0,98
TFC 0,85 0,87 1 0,79 0,78 0,79 0,83
ABTS 0,98 0,93 0,79 1 0,93 0,50 0,97
DPPH 0,91 0,92 0,78 0,93 1 0,59 0,88
p-DAC 0,62 0,77 0,79 0,50 0,59 1 0,65
vanilin 0,99 0,98 0,83 0,97 0,88 0,65 1
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4.4.6. Udio teobromina, kafeina i (-)-epikatehina odreden HPLC-DAD metodom

HPLC analizom uzoraka c¢okolada kvantificirana je prisutnost dva alkaloida, kafeina i1
teboromina te flavan-3-ola (-)-epikatehina. Najveci udio teobromina odreden je u ¢okoladi s 59,69%
kakaovih dijelova s rizinim sladom i iznosio je 3,44 mg g™t uzorka. Udjeli teobromina i kafeina bili su
vecdi u Cokoladama s 59,69% kakaovih dijelova u usporedbi s ¢okoladoma s 49,69% kakaovih dijelova
te su iznimno dobro korelirali s udjelom bezmasne suhe tvari kakaovih dijelova te ukupnim
polifenolima, flavonoidima, neflavonoidima te flavan-3-olima. Udio teobromina izmjeren u
standardnom uzorku sa saharozom u studiji Bels¢ak-Cvitanovi¢ i suradnika (2009) iznosio je 4,41 mg

g, a udio kafeina 0,48 mg g* uzorka $to je vise odnosu na ¢okolade sa zamjenskim sladilima.
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Teobromin Kafein M (-)-Epikatehin

Slika 39. Udio teobromina, kafeina i (-)-epikatehina u ¢okoladama u ovisnosti o vrsti Secera i udjelu

kakaovih dijelova

U ovom istrazivanju udio kafeina bio je znacajno nizi i kretao se u rasponu od 0,13 mg g*
uzorka za ¢okoladu s 59,69% kakaovih dijelova sa saharozom do 0,38 mg g™ uzorka za ¢okoladu s
59,69% kakaovih dijelova s rizinim sladom. Dobivene vrijednosti teobromina i kafeina u ¢okoladama
bile su i do 50% nize u odnosu na one dobivene studijom Zoumas i suradnika (1980) koji su ispitivali
sadrzaj teobromina i kafeina u kakovom prahu i mlije¢noj ¢okoladi, medutim metode pripreme uzoraka
su bile razlic¢ite. Udio teobromina u c¢okoladi s povecanim udjelom kakaovih dijelova odreden u
istrazivanju Meng i suradnika (2008) bio je veéi i iznosio je 8,83 mg g* uzorka. Od flavan-3-ola
kvantificiran je bio (-)-epikatehin s najve¢im udjelom u ¢okoladi s 59,69% K.d. s rizinim sladom (0,64

mg g uzorka), a najmanji u ¢okoladi s 59,69% k.d. sa saharozom (0,19 mg g uzorka) pa je dobro
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korelirao s udjelima alkaloida, ukupnih polifenola, flavonoida i flavan-3-ola. Udio epikatehina bio je
manji od onog odredenog u istrazivanju Meng i suradnika (2009) te Gu i suradnika (2006) ¢iji su udjeli
iznosili 2,74 mg g* uzorka ¢okolade, takoder u tim studijama identificiran je i katehin s udjelom od
1,84 mg g* uzorka sto nije odredeno ovim istrazivanjem, a moguéi razlog visem udjelu flavan-3-ola
je razlika u pripremi uzoraka za analizu. Udio epikatehina u standardnom uzorku ¢okolade s 50% k.d.
u studiji Belscak-Cvitanovic¢ iznosio je 0,62 mg po gramu uzorka i takoder se smanjivao u cokoladama

sa zamjenskim sladilima.

4.5. SENZORSKA ANALIZA

Upotrebom zamjenskih sladila u proizvodima ocekuje se da isti ne utjecu znatnije na promjenu
senzorskih svojstava u bilo kojoj senzorskoj karakteristici, u odnosu na proizvode sa saharozom.
Senzorska analiza obuhvacala je evaluaciju 6 senzorskih svojstava prema metodi kvantitativne
deskriptivne analize (QDA) i t-testu. Odredilo se da postoji statisticki znacajna razlika (p<0,05) u
slatko¢i 1 kakaovom okusu izmedu ¢okolada s 49,69% kakaovih dijelova (t-test >2,18). Izrazito manji
intenzitet slatko¢e odreden je u ¢okoladama s je¢menim i rizinim sladom (slika 40.) Sto je za oéekivati
budu¢i da navedene Cokolade sadrze Secere manje relativne slatkoce. Najveéi intenzitet slatkoce
karakterizira ¢okolade sa saharozom. Slabiji intenzitet kakaovog okusa odreden je u ¢okoladi s agavom

u prahu, a jaci intenzitet u ¢okoladi s jeémenim sladom, u odnosu na ostale cokolade.

Bo]a

;/
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’,

Slatkoéa

K ok osov
Secer
\ Je¢meni slad
Okus vanilije Topljivost Rizin slad
Saharoza
Kakaov okus
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Slika 40. Rezultati senzorske analize ¢okolade s 49,69% kakaovih dijelova u ovisnosti o vrsti Secera

Prema metodi kvantitativne deskriptivne analize (QDA) i rezultatima t-testa, postoji statisticki
znacajna razlika (p<0,05) u slatko¢i, topljivosti i1 strukturi izmedu ¢okolada s 59,69% kakaovih
dijelova (t-test >2,18). Izrazito slabiji intenzitet slatko¢e odreden je u ¢okoladama s je¢menim i rizinim
sladom (slika 41.), u odnosu na ostale cokolade, dok izrazito ve¢i intenzitet slatkoCe karakterizira

okolade sa saharozom. Cokolada s agavom u prahu ima slabiju topljivost i manje finu (grublju)
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strukturu u odnosu na ostale uzroke, a i svi drugi promatrani parametri (kakaov okus, okus vanilije i
slatkoca) najslabije su ocijenjeni u cokoladi s agavinim Se¢erom.
Boi
6 0ja
5

Slatkoéa Struktura
— ok 03OV
Sader
Jedmeni slad
OkKkus vanilije Topljivost Rizin slad
Saharoza

e A 03V 11

Kakaov okus
prahu

Slika 41. Rezultati senzorske analize ¢okolade s 59,69% kakaovih dijelova u ovisnosti o vrsti Secera

Rezultati su u skladu s onima dobivenim pri senzorskoj analizi ¢okolade s agavinim Se¢erom u
studiji Vahedi i suradnika (2016) koji su utvrdili vecu ¢vrstocu i losiju teksturu u odnosu na ¢okoladu
sa saharozom. Cokolade dobre topljivosti su ¢okolada s jeémenim sladom i Gokolada sa saharozom.
Rezultati preferencije prema ukupnom dojmu pokazali su da je medu cokoladama s 49,69% kakaovih
dijelova najbolja ona s kokosovim Se¢erom, a medu cokoladama s 59,69% kakaovih dijelova ¢okolada
sa saharozom (rang 1). U obje grupe, Cokolade s agavom u prahu najloSije su rangirane (rang 5).

Rezultati testa preferencije prikazani su na slici 42.

29 30

24

21 21
19 19

17 16
14

Bodovi

Saharoza Kokosov Agavau Jeémeni Rizin slad Saharoza Kokosov Agavau Jeémeni Rizin slad
Secer prahu slad Secer prahu slad

49,69% k.d. 59,69% k.d.

Slika 42. Rezultati testa preferencije cokolada u ovisnosti o vrsti Secera i udjelu kakaovih dijelova

prema bodovnoj ljestvici (1 - najbolja - 5 najlosija)
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5. ZAKLJUCCI

1.

10.

Prema rezultatima ankete najveci broj ispitanika cokoladu konzumira 3-4 puta tjedno, najcesce
se konzumira mlije¢na i to nakon rucka. Najbitniji parametar prilikom kupnje ¢okolade je okus,
a konzumacija je neovisna o raspolozenju.

Cokolade s 59,69% kakaovih dijelova sadrze veéi udio proteina, masti i bezmasne suhe tvari
kakaovih dijelova te manji udio ukupnih Seéera u odnosu na ¢okolade s 49,69% kakaovih
dijelova.

Najveci udio fruktoze sadrzi ¢okolada s 49,69% kakaovih dijelova s agavinim Secerom, najveci
udio maltopentoze sadrzi ¢okolada s 49,69% kakaovih dijelova s kokosovim Sec¢erom i najveci
udio visih Secera sadrzi ¢okolada s 49,69% kakaovih dijelova s rizinim sladom.

Najveci udio proteina sadrzi ¢okolada s 59,69% kakaovih dijelova s je¢émenim sladom, najveci
udio masti ¢okolada s 59,69% kakaovih dijelova s agavinim $ec¢erom i najveci udio bezmasne
suhe tvari kakaovih dijelova sadrzi ¢okolada s 59,69% kakaovih dijelova s rizinim sladom.
Najveci udio flavonoida i neflavonoida, flavan-3-ola i najvecu vrijednost antioksidacijskog
potencijala sadrzi ¢okolada s 59,69% kakaovih dijelova s rizinim sladom, a najmanji udio istih
karakterizira ¢okoladu s 49,69% kakaovih dijelova sa saharozom.

Najveéi udio teobromina, kafeina i (-)- epikatehina ima ¢okolada s 59,69% kakaovih dijelova
s rizinim sladom, a najnizi ¢okolada s 49,69% kakaovih dijelova sa saharozom.

Cokoladu s rizinim sladom s 59,69% kakaovih dijelova karakterizira najmanji intenzitet
slatkoce, dok je najslada ¢okolada s 49,69% kakaovih dijelova sa saharozom.

Najjaci intenzitet kakaovog okusa ima ¢okolada s 49,69% kakaovih dijelova s je¢menim
sladom, a najslabiji ¢okolada s 49,69% kakaovih dijelova s agavom u prahu.

Cokolada s 59,69% kakaovih dijelova s agavom u prahu najslabije je topljiva i grublje
strukture, dok najbolju topljivost i najpozeljniju strukturu ima ¢okolada s 49,69% kakaovih
dijelova sa saharozom.

Testom preferencije uz ¢okoladu s 59,69% kakaovih dijelova sa saharozom, najpozeljnija je

cokolada s 49,69% kakaovih dijelova s kokosovim Se¢erom.
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7. PRILOZI

7.1. ANKETA O KONZUMACIJI COKOLADE

1. Sekcija demografski parametri

1. Spol:

a) M

b) Z

2. Dob:
a) <18
b) 19-35
c) 36-50
d) 51-75
e) >76

3. Razina obrazovanja

a) Osnovno obrazovanje (Osnovna Skola)

b) Srednje obrazovanje (Srednja Skola)

8. Vedinu konzumirane ¢okolade pojedete u formi?

a) Table ¢okolade (npr. Dorina)

b) Manja ¢okoladice s dodacima (npr. Snickers, Mars)
¢) Cokoladne torte ili kolaga

d) Pralina

e) Drugo

9. Koju vrstu ¢okolade najcesce jedete?

a) Mlije¢nu ¢okoladu

b) Cokolada za kuhanje

c) Cokoladu s ljeSnjacima

d) Cokoladu s bademima, kikirikijem

e) Cokoladu s keksom i grozdlcama

f) Cokoladu S rizom

g) Cokoladu s punjenjem (karamel, nugat, voéna
kremasta punjenja)

h) Bijelu ¢okoladu

¢) Obrazovanje nakon srednje koje nije ni vise ni visokoi) Cokladu s vise od 50% kakaovih dijelova

(usavrSavanja, tecajevi)

d) Vise i visoko obrazovanje (Fakultetsko obrazovanje)

4. Prihodi po kuc¢anstvu (u kn)

a) <5000

b) 5000 — 10 000

c) 11 000 — 15 000

d) > 15000

e) Ne zelim odgovoriti

5. Mjesto stanovanja

a) SrediSnja Hrvatska

b) Sjeverozapadna Hrvatska
¢) Isto¢na Hrvatska

d) Sjeverni Jadran i Lika

e) Srednji i Juzni Jadran

f) Izvan Hrvatske

6. Koliko ¢esto konzumirate ¢okoladu?

a) Svaki dan

b) 3-4 puta tjedno

¢) 1tjedno

d) 3-4 puta mjesecno

e) 1 mjese¢no

f) <I mjesecno

7. Cokoladu najéesc¢e konzumiram:
a) Nakon dorucka

b) Izmedu dorucka i rucka

¢) Nakon rucka
d) Nakon vecere

10. Citate li deklaraciju na &okoladi?

a) Da
b) Ne

11. Gledate li postotak kakaovih dijelova prilikom
kupnje c¢okolade?

a) Da
b) Ne

12. Koliko Vam je bitno da ¢okolada koju jedete ima
smanjen udio Secera?

Nebitno (1) — Jako bitno (5)
13. Od ponudenih opcija koju biste izabrali?

a) Cokoladu s normalnim udjelom Secera

b) Cokoladu sa smanjenim udjelom Secera

c) Cokoladu sa smanjenlm udjelom Secera s dodatkom
stevije d) Cokoladu s ve¢im postotkom kakaovih
dijelova i zasladenu umjetnim zasladivacem

e) Cokoladu s veéim postotkom kakaovih dijelova i
zasladenu stevijom

14. Gdje kupujete ¢okoladu?

a) U prodavaonicama §iroke potros$nje (npr. Konzum,
Spar, Lidl...)

b) U specijaliziranim prodavaonicama

¢) U prodavaonicama zdrave hrane

15. Prilikom izbora ¢okolade od velike vaznosti mi je:

a) Proizvodac

b) Cijena

¢) Udio kakaovih dijelova

d) Udio Secera

e) Dodatne oznake (Fair Trade, Organic, Vegan, i sl.)



3. Sekcija preferencije

16. Volite li cokoladu s povec¢anim udjelom
kakaovih dijelova?

a) Da
b) Ne

16*. Zasto ne volite ¢okoladu s pove¢anim udjelom
kakaovih dijelova?

a) Cijena je visa nego kod ostalih ¢okolada

b) Gorkog je okusa

¢) Ne svida mi se topljivost takve cokolade u ustima
d) Drugi razlozi

4. Sekcija osnovno znanje o cokoladi
17. Osnovne sirovine za proizvodnju ¢okolade su:

a) Kakaov maslac, kakaova masa i Secer
b) Margarin, kakaova masa i Secer
¢) Kakaov maslac, kakaova masa, voda i Secer

18. Cokolada za kuhanje sadrZi manje $eéera i veéi
udio kakaovih dijelova od mlije¢ne ¢okolade.

a) To¢no
b) Netoc¢no

19. Mlijjecna cokolada sadrzi vise antioksidanasa
(“zdravih sastojaka’) od ¢okolade s pove¢anim
udjelom kakaovih dijelova.

a) To¢no
b) Netocno

20. Kofein prisutan u ¢okoladi u najve¢oj mjeri
potjece od?

a) Kakaove mase

b) Kakaovog maslaca
c¢) Secera

d) Emulgatora

e) Aroma

5. Sekcija emocionalni aspekt konzumacije
cokolade

21. Moze li ¢okolada biti dio pravilne i
uravnotezZene prehrane?

a) Da

b) Ne

22. Cokolada s veéim udjelom kakaovih dijelova je

bogatija antioksidansima pa time i “zdravija” za
konzumaciju

a) Slazem se
b) Ne slazem se

23. Cokolada predstavlja izvor praznih kalorija,
trebalo bi je izbjegavati.

a) Slazem se
b) Ne slazem se

24. Jedem ¢okoladu:

a) Kada mi je dosadno

b) Kada sam lose volje

¢) kada sam dobre volje

d) Neovisno o raspoloZenju
e) Kao nagradu

f) 1z navike

g) Drugi razlozi

25. Osjec¢am krivnju kada pojedem ¢okoladu jer mislim
da ¢e me udebljati.

Ne slazem se (1) — Potpuno se slazem (5)

26. Ukoliko ne pojedem Cokoladu kada mi se jede,
osjecam snaznu zudnju za njom.

a) Da, moram pojesti cokoladu pod svaku cijenu.

b) Ne, vrlo brzo zaboravim na to i nastavim svakodnevne
aktivnosti.

¢) Ne, u tom slucaju pojedem bilo koju drugu slasticu i
utazim zelju za slatkim.

d) Ne, ne osje¢am zudnju za ¢okoladom.

27. Najcesce pojedem vise Cokolade nego $to mislim da
bih trebao/la.

a) Slazem se
b) Ne slazem se

28. Kada pomislim na ¢okoladu i poZelim je pojesti ne
mogu misliti ni na Sto drugo.

Ne slazem se (1) — Potpuno se slazem (5)

6. Sekcija otvorenost prema konzumaciji novih okusa

29. Jeste li ikada konzumirali ¢okoladu s netipi¢nim
zac¢inima ili dodacima (papar, kadulja, curry, bundeva,
tropsko voce, vino...)

a) Da
b) Ne

29.* Biste li ikada probali ¢okolade s netipi¢nim za¢inima
ili dodacima?

a) Da
b) Ne

29*. Sto mislite o okusu takve Gokolade?

a) U redu je, no vise volim klasi¢ne dodatke ¢okoladi
b) Jako mi se svidio okus

¢) Nije mi se svidio okus

d) Nije mi se svidio okus, ali nije mi ni odbojna takva
¢okolada

30. Jeste li ikada probali cokoladu kojoj je dodano
netipi¢no sladilo (npr. Kokosov Secer, agava u prahu).
a) Da

b) Ne
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