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1. UVOD

Ubrzan nacin zivota, nutritivno siromasna prehrana te nedostatk fiziCke aktivnosti u drustvu
rezultiraju porastom ucestalosti kroni¢nih bolesti. Stoga se drustvo postepeno okre¢e novim
formulacijama prehrambenih proizvoda koji, uz zadovoljavanje osnovnih nutrijenata i potrebne
energije, imaju i dodatne zdravstvene benefite, a Sto je svakako vrlo izazovno i za prehrambenu

industriju koja nastoji pratiti potrebe suvremenog potrosaca.

znanstvenoj zajednici, tako i industriji. Medu brojnim tradicionalnim biljnim vrstama koje imaju
dugu primjenu u narodnoj medicini, a nedovoljno su istrazene i valorizirane, je i dobri€ica
(Glecheoma hederacea L.). Relativno mali broj istrazivanja u koja je uklju¢ena dobricica
ukazuje na znacajno prisustvo polifenolnih spojeva, medu kojima se posebno isti€u fenolne
kiseline i flavonoidi. Za polifenolne spojeve je poznato da imaju brojne pozitivne utjecaje na
zdravlje, ukljuCujuci protuupalni, antioksidacijski, antimikrobni i antikancerogeni ucinak
(Manach i sur., 2018).

Kako bi se sacuvali ti pozitivni ucinci polifenola tijekom proizvodnje razli€itih prehrambenih
proizvoda, potrebno je iznaci nacin kako ih saCuvati od nepovoljnih vanjskih utjecaja, povecati
im biodostupnost i topljivost te maskirati gorak okus (Munin i Edwards, 2021). U savladavanju
navedenih izazova, dosada$nja istrazivanja ukazuju na veliki potencijal primjene razlicitih
tehnika inkapsulacije. Inkapsulacija ukljuCuje tehnike ugradivanja unutar ili oblaganja bioloSki
aktivnih komponenti kontinuiranim sustavima nosaca s ciljem formiranja Cestica ili kapsula.
Inkapsulati aktivnih spojeva imaju povecanu topljivost i biodostupnost, maskiran im je gorak
okus te je smanjena osjetljivost na nepogodne vanjske utjecaje. Inkapsulacija sudenjem
rasprSivanjem pogodna je za industrijsku proizvodnju inkapsulata zbog svoje niske cijene,
brzine proizvodnje i kvalitete dobivenih inkapsulata. S druge strane, liposomalna inkapsulacija
je medu tehnikama koje jo§ nemaju veliku primjenu u prehrambenoj industriji, a kojom se
dobivaju sferne Cestice sastavljenje od fosfolipidnog dvosloja. Ova tehnika pogodna je za

inkapsulaciju hidrofilnih i lipofilnih aktivnih tvari zbog amfifilnog karaktera liposoma.

Cilj ovog rada bio je formulirati inovativne funkcionalne C€okolade s inkorporiranim
inkapsulatima polifenolnog ekstrakta dobriCice (Glechoma hederacea L.), dobivenih susenjem
rasprSivanjem i liposomalnom inkapsulacijom. Primjenom odgovaraju¢e metodologije
novoformuliranim ¢okoladama odredena su fizikalna, bioaktivha, teksturalna, reoloSka i

senzorska svojstva te svojstva taljenja Cokolada



2. TEORIJSKI DIO
2.1. DOBRICICA

Dobricica (Glechoma hederacea L.) je zeljasta viSegodiSnja biljka, koja pripada porodici
usnaca (Laminacea). Smatra se ljekovitom i aromati€énom biljkom. Prvi put se spominje 1753.
godine u knjizi Species Planetarum Carl Linné-a, Latinsko ime roda Glechoma potjeCe od gréke
rijeCi glechon, §to je bio naziv za mirisnu metvicu, a hederacea se prevodi kao brsljan (Mitich,
1994). Za rast joj najvise odgovara vlazno tlo bogato duSikom. Stabljika je Cetverobridna,
duguljasta i raste isprepletena uz tlo te moze narasti i do pola metra duZine. Dobri€ica je
prepoznatljiva po svojim bubrezastim listovima nazubljenih zaobljenih rubova tamnozelene
boje, ali ukoliko raste na osun€anom stanistu listovi joj poprimaju crvenu boju (Mitich, 1994).
Cvjetovi su joj skupljeni po 3 — 4 u prsljenovima, a sam vjenci¢ je uglavhom ljubiCaste do
tamnoplave boje (slika 1). Raste u kolonijama na livadama, travnjacima i u listopadnim Sumama
(Anonymous 1, 2021). Cvjetanje traje od travnja do listopada, te joj je plod kalavac, koji se
raspada na 4 smeda rosci¢a. DobriCica se razmnozava sjemenom ili zakorijenjivanjem novih
stabljika, a u jednoj godini proizvede 50 — 200 plodova sa sjemenom (Anonymous 1, 2021).
Rasprostranjena je u Europi i Aziji, gdje prevladava u Kini, a proSirila se i na Sjevernu Ameriku
i Australiju gdje prije prirodno nije obitavala. U Republici Hrvatskoj Siroko je rasprostranjena po
kontinentalnom dijelu drzave, dok joj primorska podrucCja s mediteranskom klimom ne

odgovaraju za rast (Nikoli¢ i ReSetnik, 2007).

Slika 1. Dobricica (vlastita fotografija)

2.1.1. Bioloski aktivni spojevi dobricice

Polifenolni spojevi, koji su prisutni u dobri€ici u najviSim udjelima, su klorogenska, kafeinska,
ferulinska i ruzmarinska kiselina te rutin, genistin, genistein i kvercetin (Wang i sur., 2017).

Visoki udjeli ruzmarinske i klorogenske kiseline karakteristiCni su za biljne vrste porodice



Lamiaceae (Doring i Petersen, 2014). Naj¢esci flavonoidi pronadeni u sastavu dobriCice su rutin
i kvercetin (Wang i sur., 2017). Trenutno je u dobricici identificirano preko 40 polifenolnih
spojeva. Zorilla i sur. (2023) izolirali su iz uzoraka dobricice, osim ve¢ navedenih polifenolnih
spojeva, i cirisimaritin, apigenin i karvakrol. Luteolin prainianoid, vanilinska i hidroksibenzojeva

kiselina bili su neki od detektiranih polifenola u istrazivanju Masuda i sur. (2013).

Od ostalih bioaktivnih spojeva, izuzev polifenola, u dobri€ici su priusutni triterpenoidi ursoli¢na
i oleanoli¢na kiselina (Kim i sur., 2011) i alkaloidi hederacin A i hederacin B (Kumarasamy i
sur., 2003), pri ¢emu je hederacin A pokazao citotoksi¢no djelovanje na stanice raka debelog
crijeva (Kumasamary i sur., 2006). Listovi dobriCice sadrze askorbinsku kiselinu, tokoferole te
polinezasi¢ene masne kiseline (Kuhn i sur., 1989).

U sastavu eteri¢nog ulja dobri€ice identificirani su brojni spojevi, medu kojima su najzastupljeniji
seskviterpeni i monoterpeni, poput germacrena D i B, y- i B-elemena, 1,8-cineola, (Z)-B-
ocimena, koji se zbog svojih svojstava koriste u sintezi lijekova protiv raka (Mockute i sur.,
2007). Dobricica sadrzi oko 20 % proteina i aminokiseline kao $to su glutamin, leucin, glicin,
lizin, alanin i prolin (Jo i sur., 2001). Vitamini koji su identificirani u dobricici su askorbinska

kiselina, a-tokoferol, B-tokoferol, y-tokoferol i 3-tokoferol (Barros i sur., 2010).
2.1.2. Bioloski ucinci dobricice

Pretrazivanjem objavljene literature u Scupus bazi pronadeno je 140 znanstvenih radova (3.
rujna 2024.) s kljuénom rijeci dobriCica, a radovi su vecinski bili iz podru¢ja agronomije i
biologije, ali isto tako iz podru¢ja medicine, biokemije, molekularne biologije te farmakologije
(Scopus, 2024). U bazi podataka Web of Science (3. rujna 2024.) dostupno je samo 16
znanstvenih radova kojima su tema bioloSki u€inci dobri€ice. Od bioloSkih uc¢inaka dobri€ice u
objavljenim radovima istrazivani su njezini antioksidacijski, neuroprotektivni, protuupalni,

hepatoprotektivni i antimikrobni ucinci (WoS, 2024).

DobriCica je dugi niz godina upotrebljavana u tradicionalnoj medici u Aziji i Europi zbog
pozitivnih u€inaka na ljudsko zdravlje, kao S&to su antihipertenzivno, hipoglikemijsko i
citotoksi¢no djelovanje (Kumasamary i sur., 2006). Alkoholni ekstrakti koriSteni su u
tradicionalnoj medicini u kremama protiv svrbeZa, a vodene otopine tih ekstrakata za lijeCenje
probavnih smetnji, kao spazmolitiCki tonik, blagi sedativ i protiv raznih bolesti mokracnog
sustava (Milovanovi¢ i sur., 2010). Prema Chou i sur. (2012) vodeni ekstrakt dobri€ice ima
izrazena antioksidacijska svojstva uslijed uklanjanja slobodnih radikala i keliranja metalnih iona
te stoga bioloSki aktivni spojevi dobriCice sprjeCavaju oStecenje DNK izazvano mutagenom.
Osim toga, dokazano je i kako vodeni ekstrakt dobri€ice pridonosi protuupalnom djelovanju
stanice kada je upala izazvana aktiviranim lipopolisaharidom (LPS) kroz smanjenje reaktivnih

metabolita kisika i smanjenje ekspresije protuupalnih gena (Chou i sur., 2019). Zapazen je i

3



uCinak dobriCice na razinu ekstracelularnog kalcija te antioksidacijsko djelovanje, Sto ju Cini
potencijalnim koanalgetikom (Hwang i sur., 2014; Milovanovi¢ i sur., 2010). U istraZivanju koje
su proveli Qiao i sur. (2012), ispitivan je potencijal ekstrakta dobri¢ice u suzbijanju melanoma
te su rezultati pokazali da ekstrakt zna¢ajno smanjuje sintezu melanina u B16 stanicama
melanoma, inhibirajuéi ekspresiju gena za tirozinazu. S obzirom na to da nije zabiljezena
citotoksicnost prema stanicama melanoma, ve¢ samo depigmentacija, ekstrakt dobricice
pokazao je potencijal za prevenciju hiperpigmentacije. Chao i sur. (2021) proucavali su
citotoksiCne efekte polarne etil-acetatne frakcije ekstrakta dobriCice na HepG2 stanice
hepatocelularnog karcinoma. Medu glavnim polifenolnim spojevima u polarnoj frakciji bile su
ruzmarinska, kafeinska i ferulinska kiselina. Tretman ekstraktom rezultirao je zaustavljanjem
stani¢nog ciklusa u S-fazi i pokretanjem apoptoze HepG2 stanica. 1z ovakvog djelovanja
zaklju€eno je da antitumorski efekti ekstrakta dobriCice nastaju posredovanjem mitohondrija,
izazivanjem stanicnog stresa i stvaranjem reaktivnih kisikovih metabolita. Vidljivo je da
dosadasnja istrazivanja ukazuju na nekoliko farmakoloskih u€inaka dobriCice, ponajprije na
izrazeno antioksidacijsko djelovanje Sto se moze smatrati rezultatom bogatog bioaktivhog

sastava u kojem dominiraju polifenolni spojevi.

2.2. INKAPSULACIJA BIOLOSKI AKTIVNIH SPOJEVA
Inkapsulacija je postupak u kojem se aktivne tvari ugraduju ili oblazu kontinuiranim
sustavom nosaca kako bi se formirale Cestice ili kapsule (Abd El Kader i Abu Hashish, 2020;
Gibbs i sur., 1999). Nosaci su materijali koji sluze kao zastitni sloj za aktivne tvari, a uloga im
je osiguravanje stabilnosti inkapsulata te regulacija otpustanja aktivne tvari. Materijali za izradu

2020).

Svrha primjene inkapsulacije u prehrambenoj industriji je zastita osjetljivih sastojaka, poput
vitamina, minerala, polifenola i probiotika, od vanjskih utjecaja kao $to su temperatura, vlaga i
oksidacija. Inkapsulacija takoder omoguc¢ava kontrolirano otpustanje ovih sastojaka tijekom
probave, poboljSava stabilnost i produZava rok trajanja proizvoda, te moZe poboljSati teksturu i
okus hrane (Risch, 1995). Polifenolni spojevi kao naj¢eS¢a skupina bioloski aktivnih komponenti
generalno se inkapsuliraju u obliku mikroCestica, tako se odrzava struktura spoja do njegove
konzumacije ili administracije, maskira se okus (koji je inaCe izrazito gorak), povecava se
topljivost u vodenom mediju i sama bioraspoloZivost (Munin i Edwards-Levy, 2011).
Metode inkapsulacije dijele se na 4 skupine, odnono na:

» fizikalne metode: susSenje raprsivanjem, ekstruzija, liofilizacija i inkapsulacija primjenom

superkriti¢nih fluida,



» fizikalno-kemijske metode: ionsko geliranje, emulzifikacija, metoda uklanjanja otapala i
liposomalna inkapsulacija,

o kemijske metode: in situ polimerizacija, medufazna polimerizacija, medufazno
umreZavanje i medufazna polikondenzacija,

o elektrodinamice metode: elektroispredanje i elektrorasprsivanje.

Inkapsulati se po veli€ini dijele na mikroCestice, raspona veli€ine od 1 do 1000 pm, i
nanocestice, raspona veli¢ine od 10 do 1000 nm. Morfologija inkapsulata moze varirati te se
tako razlikuju jednojezgrene, viSejezgrene, matriCne, slozene i nepravilne Cestice i Cestice s
viSeslojnom membranom (slika 2). Jednojezgrene Cestice sadrze jednu jezgru omotanu
membranom, matri€ne imaju jezgru jednako rasprSenu unutar membrane, dok viSejezgrene
imaju viSe jezgri unutar membrane. SloZene Cestice imaju viSe jezgri omotanih membranom
unutar vanjske membrane, nepravilne Cestice nisu sfernog oblika, a Cestice s viSeslojnom

membranom imaju viSe od jedne membrane oko jedne jezgre.

Jednojezgrena Matricna Cestica s
Cestica Sestica viSeslojnom
membranom

)

Visejezgrena SloZena ngr?yilna
Cestica Cestica estica

Slika 2. Morfologija Cestica dobivenih inkapsulacijom (Yan i sur., 2022)

2.2.1. Inkapsulacija suSenjem rasprsivanjem

Tijekom suSenja rasprSivanjem dolazi do transformacije tekuéeg uzorka (emulzija, disperzija,
otopina) u prah rasprSivanjem uzorka unutar komore s vru¢im plinom za susenje (Pifion-
Balderrama i sur., 2020). lako je ova metoda prvotno osmisljena za dehidraciju, sve ¢eSce se

koristi i kao inkapsulacijska tehnika te je ujedno i jedna od najstarijih, a i najée&c¢e koridtenih na
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industrijskoj razini (Jafari i sur., 2008). Shematski prikaz suSionika s rasprSivanjem prikazan je
na slici 3. Samom postupku inkapsulacije suSenjem rasprsivanjem prethodi priprema tekuceg
uzorka, odnosno homogenizacija aktivne tvari i otopine nosaca, koja moze biti u obliku emulzije,
suspenzije ili otopine. Uzorak se potom pumpom uvodi u sustav i rasprsuje pri ulazu u komoru

za susenje. U toj komori, tekuéina se rasprsuje u sitne kapljice, a rasprsivaci mogu biti rotacijski

Pumpa
Zagrijani plin za N O .
susenje v . Otopina
Mlaznica Ispusni sakuplja¢

prasine

,_-_ Ispusni plin

Ciklon

Komora za Higrosenzor

susenje

Prihvatna

posuda
Prihvatna

posuda

Slika 3. Shematski prikaz suSionika s rasprSivanjem (Peng i sur., 2017)

rasprsivaci, tlatne mlaznice, pneumatske mlaznice i zvuéne mlaznice (Pifidn-Balderrama i sur.,
2020; Mohammed i sur., 2020). Zbog stvaranja velikog broja sitnih kapljica pove¢ava se
povrdina Cestica $to omogucuje optimalan prijenos mase i topline izmedu zagrijanog plina za
suSenje i kapljica. Ovaj proces poboljSava ucinkovitost suSenja i osigurava ravnomjerno
suSenje kapljica Sto je klju€no za postizanje Zeljenih karakteristika konacnog proizvoda (Santos
i sur., 2018). Nakon $to su kapljice rasprsene, dolaze u kontakt s vru¢im zrakom (najcesc¢e
zagrijani i filtrirani atmosferski zrak) i suSe se uslijed isparavanja otapala iz kapljica. Isparavanje
otapala pocinje na povrsini kapljice te kasnije dolazi do migracije otapala iz sredidta prema
povrSini Cestica. Posljednja faza suSenja je odvajanje i prikupljanje uzorka Sto se odvija u
ciklonu, a sam proces zavrSava padanjem uzorka na dno komore djelovanjem gravitacijske
sile (Mohammed i sur., 2020).

Prema Assadpour i Jafari (2019), na inkapsulacijsku u€inkovitost susenja rasprSivanjem utjecu



fizikalno-kemijska svojstva nosaca i aktivne tvari, kao i karakteristike njihove otopine (poput
viskoznosti i udjela suhe tvari). Takoder, utjecaj imaju i procesni uvjeti, odnosno ulazna i izlazna
temperatura zraka, vlaznost zraka, protok zraka, vrsta rasprSivanja, promjer mlaznice te
dimenzije komore za suSenje (Assadpour i Jafari, 2019). Izbor nosa¢a od velike je vaznosti za
ucinkovito provodenje inkapsulacije te mora biti netoksiCan i nealergen. Uz to, pozeljna je
njegova visoka topljivost u vodi, izvrsno stvaranje zastitne barijere te izrazena sposobnost
maskiranja okusa. Optimalno postavljeni parametri ulaznog zraka za suSenje osiguravaju
uspjesno provodenje postupka te tako dovoljno visoka temperatura ulaznog zraka sprjecava
stvaranje aglomerata i poveéava udjel suhe tvari, ali treba obratiti pozornost i na termostabilnost
aktivnih spojeva koji se inkapsuliraju. Prema Pifnon-Balderrama i sur. (2020), povecanjem
ulazne temperature zraka povecava se prinos zbog povecanja veli€ine Cestica. Temperatura
ulaznog zraka kod susenja rasprsivanjem iznosi 150 — 220 °C, a temperature izlaznog zraka
50 — 80 °C (Shishir i Chen, 2017). U tablici 1 prikazani su neki od primjera inkapsulacije

suSenjem rasprsivanjem.

Tablica 1. Primjeri inkapsulacije dobivenih susenjem rasprSivanjem

Inkapsulirani Inkapsulacijska
Nosaé . Procesni uvjeti .. : Referenca
sastojak ucinkovitost
_ -1
gli/?)r igr$1Tcain Ekstrakt Pf;f?gol‘og ’ Ukupini polifenoli: | Seremet i sur.
(1%) dobriCice Po=2rmL mir;‘1 83,86 % (2024)
_ -1 H

'(\gg'ot/o)dekS”” Eciilsijt;?: t e SOL%, ’ poIiftLaJnkcl;Iﬁr;&Q i L\ﬁf"zggtzezi)

° srebrne lipe Po=10,5 mL min™! 93,4 % :
Hidroksipropil Pz=473 L h™, :
beta- Flstraid trske Tu=130 °C, Restritizol: 97,0 [ ,=Sc0bar
ciklodekstrin rozda Ti=71 °C, % (2021) )
(2,2 %) 9 Po=6-7 mL min"
3 Ekstrakt Tu=140 °C, Ukupni JOVANOVIE |
Zelatina (5%) majcine Ti=72-75 °C, polifenoli: 23,7 — sur. (2021)

dusice Po=30 % 48,7 % '
APSUL® Ekstrakt Pz=40 m®h™, Ukuoni
modificirani crvenog Tu=140 °C, oIifenoIi'p79 | 88 Zanoni i
Skrob kupusa Ti=70 °C, Po=5 mL P ' sur. (2019)
%

(15 %) i radi¢a min™’

*Pz-protok zraka; Tu-ulazna temperatura; Ti-izlazna temperatura; Po-protok otopine
2.2.2. Liposomalna inkapsulacija

Liposomi su sferi¢ne vezikularne Cestice sastavljene od lipidnog dvosloja, naj¢es¢e od
fosfolipida koji se samoorganiziraju u vodi na nacin da vodenu jezgru okruze lipidnim dvoslojem

(Figueroa-Robles i sur., 2020). Zbog svojih jedinstvenih svojstava dvoslojne strukture, liposomi



se koriste kao nosaci i za lipofilne i za hidrofilne molekule. Hidrofilne tvari su inkapsulirane u
unutarnjim vodenim odjeljcima, a lipofilne molekule uglavhom su zarobljene unutar lipidnog
dvosloja (Laouini i sur., 2012). Prvotno je njihova primjena bila namijenjena proizvodniji lijekova
i cijepiva, no u zadnje vrijeme njihova primjena prosirila se i na prehrambenu i kozmeticku
industriju. Prehrambena industrija spoznala je moguénost proSirenja asortimana funkcionalnih
proizvoda inkorporacijom liposoma u proizvode, a velika prednost je njihova netoksi¢nost i
biorazgradivost, a njihova proizvodnja se moze organizirati na industrijskim razmjerima.
Liposomalni inkapsulati omoguéuju ciliano otpustanje spojeva, povecéavajuéi njihovu

ucinkovitost i isplativost proizvoda (Reza Mozafari i sur., 2008).

Liposomi se formiraju interakcijama izmedu amfifiinih molekula (fosfolipida), gdje dolazi do
interakcija hidrofilnih glava i lipofilnih ugljikovodi€nih repova lipida. Ovim interakcijama
uspostavlja se lipidni dvosloj koji prelazi u sferi¢ni oblik kad se nalaze u vodenom mediju (slika
4) (Fathi i sur., 2012). Fosfolipidni dvosloj mozZe biti sastavlien od fosfatidilkolina,
fosfatidilglicerola, dipalmitoilfosfatidilkolina, distearoilfosfatidilkolina, kolesterola, stearilamina,
diacetilfosfata ili njihove smjese. Fizikalno-kemijska svojstva lipidne komponente liposoma,
uklju€uju gustocu naboja, fluidnost membrane, permeabilnost i steriCku prepreku, a s tim
odreduju interakciju liposoma sa sastojcima krvi i drugim mekim tkivima nakon primjene
(Tatipamula i Kukavica, 2021).
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Slika 4. Pojednostavljeni mehanizam formiranja liposoma (prema Reza Mozafari i sur., 2008)

Za pripremu liposoma danas postoje razliite tehnike, a najéed¢e koriStene su hidratacija
tankog filma, evaporacija reverzne faze, metoda injektiranja otapala i metoda zagrijavanjem.
Nedostatak ovih konvencionalnih metoda je upotreba organskih otapala i toksi¢nih materijala,
te velike Cestice liposoma. Za dobivanje liposoma odgovarajuce veli€ine mogu se nakon
formiranja primijeniti jo$ razliCiti procesi poput ekstruzije, sonifikacije, homogenizacije visokim

tlakom, mikrofluidizacije, itd. (Bozzuto i Molinari, 2015).



Jedan od nedostataka liposomalne inkapsulacije je nestabilnost, odnosno, curenje

inkapsuliranog sadrZaja tijekom vremena (Mady i sur., 2009). Takoder, fizikalna i kemijska
nestabilnost uz lipidnu oksidaciju €ine jo$ jednu od uéestalijih prepreka u samoj proizvodniji, ali
i inkorporiranju liposoma u prehrambene proizvode (Tan i Misran, 2013). Primjeri inkorporacije

liposoma u prehrambene proizvode prikazani su u tablici 2.

Tablica 2. Prikaz bioaktivnih tvari inkapsuliranih liposomima i proizvoda u koje su isti
implementirani

Proizvod u koji je
implementirana
bioaktivna tvar

Inkapsulirana

bioaktivna tvar Referenca

Nosac

Ekstrakt trave ive Kava Phospholipon® 90 G | Seremet i sur., (2022)

Reservatrol i

epigalokatehin

Sok od narance

Niskometilirani pektin

Feng i sur., (2020)

Rutin

Jestivi filmovi na
bademima i ¢okoladi

Hidroksipropil
metilceluloza

Lopez-Polo i sur.,
(2020)

Ulje Skampa

Obrano mlijeko

Lecitin

Gulzar i sur., (2020)

Eteri¢no ulje lovora

Svinjsko meso

Kitozan

Wu i sur., (2019)

Ekstrakt ¢esnjaka

Kruh

Fosfatidilkolin
oleinska kiselina

Pinilla i sur., (2019)

2.3. FUNKCIONALNA HRANA

Funkcionalna hrana osim odgovaraju¢e prehrambene vrijednosti pozitivno utje€e na
jednu ili viSe funkcija u organizmu, i to na nacin koji ili unapreduje zdravlje i dobrobit organizma
ili smanjuje rizik od nastanka bolesti. Izraz funkcionalna hrana, prvi put predlozen je u Japanu
1980-ih i zakonski odobren pod kategorijom hrane naziva FOSHU (engl. Foods for Specific
Health Uses) (Stanton i sur., 2005). Kako bi se proizvod klasificirao kao funkcionalna hrana
prema FOSHU treba ispuniti tri zahtjeva: dokazana ucinkovitost u klini¢kim studijama, sigurnost
potvrdena kroz klinicke i neklinicke studije i identifikacija aktivnih/djelotvornih spojeva

(Martirosyan i Singh, 2015). Za funkcionalnu hranu postoji niz razli¢itih definicija medutim



najopseznija i najprihvacenija je definicija Europske unije prema kojoj hrana se moze
sfunkcionalnom" kada zadovoljava uvjete da dokazano unaprjeduje jednu ili vise ciljnih funkcija
u tijelu, prema odgovaraju¢im prehrambenim ucincima koji su relevantni za poboljSanje
zdravstvenog stanja i dobrobiti te smanjenje rizika od bolesti (Diplock i sur., 1999). Unutar
Europske unije, proizvodacima hrane dopusteno je navodenje dvije vrste tvrdnji: nutritivne i/ili
zdravstvene. Nutritivna tvrdnja odnosi se na osnovne hranjive i energetske vrijednosti
namirnice, dok se zdravstvene tvrdnje odnose na doprinos hrane prevenciji, kontroli ili lijec¢enju
pojedinih bolesti. Navodenje zdravstvene tvrdnje mora biti potkrijepljeno znanstvenim dokazima
i mora zadovoljiti stroge kriterije. Funkcionalna hrana, koja se nalazi na trziStu, sadrzi posebno
razvijene formulacije sa sastojcima koji specifi€¢no pozitivno utje€u na zdravlje organizma. lako
se naizgled ne razlikuje od ,konvencionalne hrane", zahvaljuju¢i bogatom bioaktivhom sastavu

potraznja za funkcionalnom hranom u stalnom je porastu zbog dodatne vrijednosti koju pruza.

Objasnjenje tih drustvenih i gospodarskih promjena nalazi se u sve viSim troSkovima
zdravstvene skrbi, produzenju zivotnog vijeka i Zelje pojedinih dobnih skupina potroSaca za
kvalitetnijim stilom Zivota (Roberfroid, 2000). Medu funkcionalnim proizvodima, najcesce se
prodaju oni iz skupine mlije€nih i konditorskih proizvoda, sokova, pekarskih proizvoda i djecje
hrane (Menrad, 2003). Prema podacima Statista (2021) vrijednost globalnog trzista
funkcionalne hrane 2019. godine iznosila je 177,77 milijardi USD, a procjena je da ¢e 2027.
godine iznositi 267,92 milijarde USD, Sto je povecanje od okvirno 50 %. Rast vrijednosti
svjetskog trzista funkcionalne hrane izmedu 2019. i 2027. godine prikazana je na slici 5.
Funkcionalna hrana obogacena polifenolnim spojevima ima sve veci rast na trzistu zbog svojih
zdravstvenih benefita, no glavna prepreka u razvoju takvih proizvoda su loSa topljivost i
biodostupnost polifenolnih spojeva. U cilju otklanjanaja tih prepreka razvijene su nove strategije
u obliku nano- i mikrotehnologija koje koriste materijale za prevlake ili membrane kapsula za
zastitu bioaktivnih spojeva, poboljSanje stabilnosti i/ili osiguranje njihovog postupnog otpustanja
tijekom vremena, osiguravajuci njihovu postepenu isporuku na ciljane stranice (Santos-Buelga
i sur., 2019).

10



300

267,92

250

200

150

100

VrijednosttrziSta funkcionalne hrane u milijardama americkihdolara

2019 2020* 2021* 2022* 2023* 2024* 2025* 2026* 2027+

* - predvidanje vrijednosti trZista funkcionalne hrane

Slika 5. Vrijednost svjetskog trZiSta funkcionalne hrane od 2019. do 2027. godine (prema
Statista 2021)

2.3.1. Cokolada

Prema Pravilniku o kakau i ¢okoladnim proizvodima (Pravilnik, 2005) Cokolada je
proizvod dobiven od kakaovih proizvoda i Secera koji sadrzi najmanje 35 % ukupne suhe tvari
kakaovih dijelova, uklju€uju¢i najmanje 18 % kakaovog maslaca i najmanje 14 % bezmasne
suhe tvari kakaovih dijelova. Cokolada je sloZzen reolo$ki sustav koji se moze opisati kao
suspenzija bezmasnih Cestica, poput Secera i kakaovih dijelova, rasprsenih u kakaovom
maslacu koji djeluje kao kontinuirana masna faza (Beckett, 2009). Proizvodnja ¢okolade temelji
se na nekoliko tehnoloSkih postupaka, koje se provode s ciliem dobivanja homogenog
proizvoda. Proces zapoc€inje mijeSanjem kakaove mase i 8ecera te dodatka ostalih sirovina
kako bi se dobio zamjes koji se potom valca, koncira, temperira te izlijeva u kalupe i hladi.

Na globalnom trZiStu €okolade se kategoriziraju u tri skupine: tamna, mlije€na i bijela ¢okolada.
One se medusobno razliku po udjelu kakovih dijelova, kakovog maslaca i mlije€ne masti, s time
da tamna ¢okolada sadrZi najviSe kakaovih dijelova, dok bijela ¢okolada, od kakaovih dijelova
sadrzi samo kakaov maslac. Kakaov maslac sadrzi znaCajne koli¢ine masnih kiselina, dok
nemasna, suha tvar kakaovog zrna (kakaovi dijelovi) sadrzi vitamine, mineralne tvari, viakna i
polifenole (Katz i sur., 2011). Kakaovi dijelovi su nutritivno najbogatiji dio ¢okolade te se

povecanjem njihovog udjela u gotovom proizvodu povec¢ava i unos bioloski aktivnih spojeva.
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2.3.2. Funkcionalna &okolada

PotroSnja Cokolade u svijetu u 21. stoljecu izrazito je porasla. PrivlaCnost ove namirnice
uglavnom je posljedica njezine sposobnosti da izazove ugodne i okrepljuju¢e osjecaje. S
nutricionistickog i farmakoloskog stajaliSta, Cokolada i kakaovi proizvodi povezuju se s
prevencijom i lijeCenjem raznih bolesti, posebice pretilosti, zbog antioksidacijskog,
protuupalnog, kardiovaskularnog i metabolickog djelovanja (Saritas i sur., 2024). Rastom
potro$nje ¢okolade u svijetu, raste i potreba za novim okusima i funkcionalnim ¢okoladama.
Cokolada ve¢ sama po sebi moZe predstavljati funkcionalan proizvod ukoliko sadrzi poveéan
udio kakaovih dijelova zbog bogatog polifenolnog sastava. Prema Uredbi Europske komisije
2015/539, odobrena je zdravstvena tvrdnja vezana za flavanole iz kakaa. Uredba navodi da
dnevni unos od 200 mg flavanola pomaze u o€uvanju elasti¢nosti krvnih Zzila, $to doprinosi
normalnom protoku krvi. Na trziStu je sve vecCi broj Cokoladnih proizvoda obogacenih
polifenolnim ekstraktima, probioticima, prebioticima, mineralnim tvarima, alkaloidima,
prehrambenim vlaknima te ¢okolada bez ili smanjenog udjela Secera (Shahbazi i sur., 2022).
NajviSe paznje privlaCe dodaci polifenolnih ekstrakata u ¢okoladne proizvode buduéi da
bioaktivnost polifenola uvelike ovisi o o€uvanju njihove stabilnosti i bioraspolozivosti jer vrlo
lako degradiraju pod utjecajem topline, svjetlosti, pH i kisika, a sama uporaba u prehrambenoj
industrjii ograni€ena im je i zbog neugodnog okusa i boje (Lonc&arevic i sur., 2019). Svi ovi
razlozi utjeCu na okretanje prehrambene industrije prema proizvodnji Cokolada s inkapsulatima
polifenolnih spojeva. U inkapsuliranim sustavima polifenolni spojevi zasti¢eni su od svih
negativnih promjena, a njihov okus i boja su maskirani. Shahbazi i sur. (2022) proizveli su tamne
¢okolade obogacene ekstraktom bijelog €aja i Zizule u udjelima od 1, 3, 5i 7 % dodavajudi
ekstrakt u slobodnom i inkapsuliranom obliku. Kod proizvedenih uzoraka ¢okolada analizirani
su ukupni polifenoli i antioksidacijska aktivnost. Cokolade obogaéene liposomalnim
inkapsulatima bijelog €aja i ZiZzule sadrZzavale su vise polifenolnih spojeva od kontrolnog uzorka
(tamna Cokolada bez dodataka slobodnog ekstrakta ili liposomalnih inkapsulata). Takoder je
primijeceno da se kod uzoraka tamne ¢okolade s inakapsulatima udjel polifenolnih spojeva bio
veci nego kod uzoraka tamne Cokolade sa slobodnim ekstraktom. Za razliku od kontrolnog
uzorka koji se sadrzavao 32,2 mg g™ polifenola, obogaéena &okolada inkapsulatima bijelog ¢aja
imala je 112,32 mg g™ polifenola, a ona obogacena inkapsulatima ekstrakta ZiZzule 88,23 mg g
'. Kod rezultata antioksidacijske aktivnosti isto je zapaZeno povecanje s poveéanjem udjela
dodanog ekstrakta u slobodnom ili inkapsuliranom obliku. Dean i sur. (2016.) upotrijebili su
polifenole iz pokozZice kikirikija mikroinkapsulirane maltodekstrinom kako bi smanijili njihovu
gorcinu za obogacivanje mlijeCne ¢okolade. Rezultati njihovog istrazivanja pokazali su da je
dodatak 9 % inkapsuliranih polifenola u ¢okoladu rezultirao proizvodom s antioksidacijskim

kapacitetom slicCnom kapacitetu tamne ¢okolade, dok je okus bio slican mlijeCnoj Cokoladi. Bijele
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¢okolade obogacene prahom Matcha €aja i konjske rotkvice u udjelima 1, 2, 3 i 4 % proizveli
su Polinski i sur. (2022). Dobivene funkcionalne Cokolade imale su veci antioksidacijski
kapacitet, viSe udjele polifenolnih spojeva i pozeljne senzorske karakteristike. U sli€hom
istrazivanju, Loncarevi¢ i sur. (2019) ispitali su utjecaj mikrokapsulacije ekstrakta zelenog ¢aja
na fizikalna, senzorska i funkcionalna svojstva bijele ¢okolade. Potvrdili su da se ukupni udio
polifenola povecao s 0,14 GAE/kg u bijeloj ¢okoladi na 2,73 GAE/kg u ¢okoladi obogacéenoj sa
100 g/kg inkapsuliranog ekstrakta zelenog €aja. Sim i sur. (2016) proucavali su utjecaj
polifenola iz bilike Garcinia mangostana Linn na bioaktivni sastav ¢okolade i zakljucili da ti
polifenoli poboljSavaju funkcionalna svojstva Cokolade bez promjene njezinih senzorskih
svojstava. Takoder su odredili da je dodatak 3 % praha perikarpa povec¢ao udio polifenola za

13 % u tamnoj €okoladi i za 50 % u mlije€noj Cokoladi.

Funkcionalne ¢okolade s inkapsulatima probioti¢kih kulturam takoder postaju sve popularnije
na trzistu. Kako bi inkapsulacija probiotika bila uspje$na oni moraju preZivjeti prepreke kao to
su skladistenje, procesni uvjeti proizvodnje i nepovoljni uvjeti u probavnom traktu. Probiotici su
Zivi organizmi te njihova koncentracija mora biti dostatna za pozitivhe zdravstvene ucinke. U
istrazivanju provedenom od srane Zari¢ i sur. (2016) proizvene su mlijecne ¢okolade inokulirane
probiotiCkim bakterijama Lactobacillus acidophilus NCFM, Lactobacillus rhamnosus HNOO1 i
Bifidobacterium lactis HNO19. Rezultati njihovog istrazivanja pokazuju kako je prezivljavanje
sojeva bilo iznad 90 % s brojem Zivih stanica oko 8,1 log (CFU/g) nakon 6 mjeseci. Cokolade
su senzorski visoko ocjenjene i ovo istraZivanje potvrduje da se je ¢okolada dobar medij za
oCuvanje probiotika. Faccinetto-Beltran i sur. (2021) provodili su istrazivanje u kojem su
obogacivali mlije€nu €okoladu s ribljim uljem (izvor omega-3 masnih kiselina) i probiotiCkim
bakterijama Lactobacillus plantarum 299v i Lactobacillus rhamnosus GG koje su inkapsulirane
suSenjem rasprsivanjem. Rezultati njihovog istrazivanja pokazuju da su uspjesSno proizveli
Cokoladu obogacenu ribljim uljem i inapsulatima probioti¢kih baketrija koja sadrzi visokui udio
omega-3 masnih kiselina i zivih probiotiCkih bakterija, dok se teksturalna, reoloSka i senzorska
svojstva znacajno ne razlikuju od kontolnog uzorka.

Osim polifenola i probiotika ¢okolada moze biti obogaéena vitaminima i mineralnim tvarima.
Didar (2020) je istrazivao utjecaj vitamina D3z (5 ug 10 g' &okolade) kao liposomalnog
inkapsulata i u slobodnom obliku na svojstva ¢okolade. Dodatak slobodnog i liposomalno
inkapsuliranog vitamina D3 nije uzrokovao znacajne promjene u boji, senzorskim svojstvima,
reoloSkim karakteristikama niti svojstvima taljenja ¢okolade, a tijekom skladiStenja na 25 °C
kroz 15, 30, 45 i 60 dana, detektirani su viSi udjeli vitamina u uzorcima s liposomalnim
inkapsulatima u odnosu na uzorke s dodatkom slobodnog oblika vitamina. Obogacivanje
cokolade mineralnim tvarima proveli su i Méndez i Pérez (2011) formuliranjem €okolada s

osuSenim govedim hemoglobinom kako bi poveéali udio Zeljeza u &okoladama. Cokolade
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obogacene Zeljezom u udjelima od 4,7 % i 5,7 % nisu znac¢ajno odstupale opéom prihvatljivo$¢u
od kontrolne skupine. Rezultati pokazuju da je moguée dodati 5,7 % osuSenog govedeg
hemoglobina ¢ime se postize 2,2 mg zeljeza po obroku, $to &ini 12 % preporu¢enog dnevnog
unosa zeljeza kod djece. U tablici 3 prikazane su funkcionalne ¢okolade koje se mogu pronadi
na hrvatskom trziStu, dok slike 6 i 7 sadrze pregled funkcionalnih ¢okolada obogacenih razli€itim
dodacima na globalnom trZistu.

Tablica 3. Pregled funkcionalnih ¢okolada na hrvatskom trzistu

Proizvodac Funkcionalni dodatak Proizvod

Steviol glikozidi 0,6 %
(min. 48 % kakaovih

dijelova)

Sirutka 18 %, maltitol 0,7 %
(min. 55 % kakaovih

Kora narance 15 %

(min. 60% kakaovih dijelova)

Kandirana brusnica 14 %
(min. 72 % kakaovih

dijelova)

Ekspandirana integralna riza
4.1 %
(min. 55 % kakaovih

dijelova)

Zvecevo d.d.

Maltitol 0,14 %
(min. 60 % kakaovih

dijelova)

14



Tablica 3. Pregled funkcionalnih ¢okolada na hrvatskom trZistu (nastavak)

Polifenoli siemenki grozda
0,3 %
(min. 55 % kakaovih

dijelova)

Hedona d.o.o.

CBD ulje
Karika Vis d.o.o. (min. 70 % kakaovih

dijelova)

Ulje limuske trave 0,1 %
(min. 70 % kakaovih
dijelova)

Reizl d.o.o.

Ulje crvene mandarine 0,1 %
(min. 70 % kakaovih

dijelova)

Lavanda
Nadalina (min. 72 % kakaovih

dijelova)
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Slika 6. Zanimljivi primjeri Cokolada obogacenih biljnim dodacima na globalnom trzZistu
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Slika 7. Zanimljivi primjeri Cokolada obogacenih ekstraktom gljiva, bioloski aktivnim spojevima
i biljnim dodacima na globalnom trzistu

17



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.1.

Travar MB d.o.o. (Hrvatska). Nadzemni dijelovi biljke usitnjeni su u elektricnom mlincu te se za

3.1. MATERIJAL

Uzorci

U ovome istraZivanju koridteni su osuseni nadzemni dijelovi biljke dobricice proizvodaca

pripremu ekstrakta koristila frakcija veli€ine Cestica < 450 um.

Za proizvodnju ¢okolada koriSteni su kakaov maslac i kakaova masa proizvodaca Berry

Callebaut (Svicarska), $eéer u prahu proizvodaca Franck d.d. (Hrvatska) i suncokretov lecitin

dobavlja¢a Nutrimedica d.o.o. (Hrvatska).

3.1.2. Kemikalije

Kemikalije koriStene pri izradi ovog rada bile su visoke analiticke Cistoce ili HPLC

Cistoce:

Acetonitril, Fischer Scientific, SAD

Amonijev karbonat, Lach-ner d.o.o., Ceska

Analiticki standardi bioaktivnih spojeva:
*  Kafein (HPLC standard), Sigma-Aldrich/Merck, St. Louis, SAD
*  Klorogenska kiselina (95 %), Sigma-Aldrich/Merck, St. Louis, SAD
*  Rutin trihidrat (> 97 %), Acros Organics/Thermo Fisher Scientific, SAD
*  RuzZmarinska kiselina (97 %), Sigma-Aldrich/Merck, St. Louis, SAD
*  Teobromin (HPLC standard), Sigma-Aldrich/Merck, St. Louis, SAD

Djelomicno hidrolizirana guar guma, Palco d.o.o., Hrvatska

Etanol, Gram-mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska

Folin-Ciocalteu reagens, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Kalijev dihidrogen fosfat, Riedel-de Haén AG Seelze, Njemacka

Kalijev klorid, Kemika d.d., Hrvatska

Kloroform, Gram-mol d.o.0., Hrvatska

Magnezijev klorid heksahidrat, Lach-ner d.o.o., Ceska

Metanol, J.T. Baker, SAD

Mravlja kiselina, Carlo Erba, Spanjolska

Mucin (75-95 %), Carl Roth, Njemacka

Natrijev hidrogen karbonat, Lach-ner d.o.o0., Ce$ka

Natrijev klorid, Kemika d.d., Hrvatska

Pankreatin, Sigma-Aldrich, Njemacka
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3.2.1.

Pepsin, Sigma-Aldrich, Njemacka
Phospholipon® 90 G (= 94,0 % fosfatidilkolin),Lipoid GmbH, Njemacka
Salivarna a-amilaza, Sigma-Aldrich, Njemacka

Zug goveda, Sigma-Aldrich, Njemacka
Uredaji

Analiticka vaga, New Classic MF, Mettler Toledo AG, Svicarska

Centrifuga SL 8/ 8R, Thermo Scientific, Kina

Diferencijalni pretrazni kalorimetar, Mettler Toledo DSC 823°, Svicarska

Magnetska mjeSalica (SMHS-6), Witeg Labortechnik GmbH, Njemacka

Melanzer, Twin Stone, SAD

Mikropipete Gilson, Francuska

Modularno kompaktni reometar MCR 102e, Anton Paar, Austrija

NMR uredaj, Minispec mg-one SFC Analyzer, Bruker, SAD

Spektofotometar (GenesysTM 10S UV-VIS), Thermo Fischer Scientific, SAD

Susionik rasprsivanjem Biichi B-290, Biichi Labortechnik, Svicarska

Tehnicka vaga, A&D Instruments, UK

Tekucinski kromatograf Agilent Series 1200, Agilent Technologies, SAD - sastoji se od
degazera, kvarterne pumpe, automatskog injektora, termostata i PDA (engl. photodiode
array detector) detektora

Ultrazvuéna kupelj (S60H) EImasonic Elma, Njemacka

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

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

3.2. METODE

Ekstrakcija polifenolnih spojeva dobricice

Ekstrakcija je provedena u vodenoj kupelji pri temperaturi od 100 °C kroz 10 min

koriste¢i omjer uzorak/otapalo 1 g:100 mL. Kao otapalo koriStena je demineralizirana voda.

Nakon provedene ekstrakcije slijedilo je centrifugiranje (9500 rpm, 20 min, 4 °C ) i filtriranje.

Dobiveni ekstrakt se pomoéu rotacijskog uparivaca koncentrirao na 10 puta maniji volumen i

kao takav koristio se za pripremu otopine nosaa za suSenje rasprsivanjem. U slucaju

liposomalne inkapsulacije, koncentrirani ekstrakt podvrgnuo se dodatno liofilizaciji kroz 24 h

kao bi se dobio ekstrakt u praskastom obliku.
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3.2.2. Inkapsulacija ekstrakta dobri€ice susenjem rasprSivanjem

Kao nosaci u sudenju rasprsivanjem koristeni su djelomiéno hidrolizirana guar guma i
mucin. Otopina nosaca za susenje rasprSivanjem sadrzavala je 4 % (w/w) navedenih polimera
od ¢ega je 75 % udjela Cinila djelomi¢no hidrolizirana guar guma, a 25 % mucin. Otopina je
pripremlijena u koncentriranom ekstraktu dobri€ice. Proces samog susSenja rasprSivanjem
proveden je na uredaju Bichi B-290 s mlaznicom promjera 0,7 mm. KoriSteni radni parametri
pri procesu postavljeni su na sljedec¢i nacin: ulazna temperatura zraka 150 + 2 °C, volumni
protok medija za susenje 35 m3 h™' (100 %), volumni protok otopine 2 mL min™ (8 %), volumni
protok zraka za rasprdivanje 600 dm3 h™ i pad tlaka mlaznice 55 kPa. Inkapsulat dobiven
suSenjem rasprsivanjem prikupljen je u staklenu posude te je uvan na 4 °C do daljnje upotrebe.

Za ovaj je uzorak utvrden je srednji promjer mikro€estica od 8,59 + 2,62 ym.
3.2.3. Liposomalna inkapsulacija ekstrakta dobricice

Priprema liposomalnih inkapsulata provedena je prema metodi opisanoj u radu Perrett
i sur. (1991) i zapocela je otapanjem jednake mase Phospholipona 90 G (P90G) i etanola u
Erlenmayerovoj tikvici uz mijeSanje na magnetskoj mijeSalici. Kako bi se sprijeCila evaporacija
etanola, vrh tikvice zatvorio se aluminijskom folijom. Za ucinkovitije otapanje P90G u etanolu
koristila se vodena kupelj zagrijana na 60 °C te se tikvica ostavila u njoj 1 min. Potom se u
tikvicu direktno dodala ve¢ pripremljena vodena otopina liofiliziranog ekstrakta dobriCice (50 mg
liofilizata u 2 mL demineralizirane vode). Tikvica sa smjesom se potom ponovno stavila u
vodenu kupelj (60 °C) na 2 min, a zatim se ohladila na sobnu temperaturu. Peristaltickom
pumpom se u Erlenmayerovu tikvicu dodala demineralizirana voda pri protoku od 15 mL h™.
Bitno je da je tikvica obloZena aluminijskom folijom kako bi se izbjegla degradacija bioaktivnih

spojeva uslijed utjecaja svjetla. ProsjeCan promjer inkapsulata bio je 106,7 + 0,9 nm.
3.2.4. Formulacija Cokolada s dodatkom inkapsulata ekstrakta dobri€ice

Priprema ¢okoladnog zamjesa provedena je dodavanjem svih sastojaka u melanzer i
mijeSanjem kroz 2 h. Kakaov maslac i kakaova masa zagrijani su na 50 °C prije dodavanja u
zamjes za ¢okoladnu masu, te su u teku¢em obliku dodani u melanzer. Nakon $to je Cokoladna
masa mijeSana 2 h u melanzeru, provedeno je ru¢no temperiranje pri cemu je Cokoladna masa
zagrijana na temperaturu od 45 — 50 °C, potom hladena na 28 °C te opet zagrijana na 32 °C.
Tijekom cijelog temperiranja provodilo se mijeSanje ¢okoladne mase. Nakon postizanja Zeljene
temperature, masa se prelila u kalupe. Za obogacivanje ¢okolada i dobivanje funkcionalnih
proizvoda dodavani su inkapsulati ekstrakta dobriCice suSeni rasprSivanjem i liposomalni
inkapsulati dobriCice. Pripremljeno je 5 uzoraka ¢okolada razli¢itih formulacija. Kontrolni uzorak

(uzorak C_K) formuliran je bez dodatka inkapsulata, te se sastojao od kakaove mase (40,5 %),

20



kakaovog maslaca (25 %), Sec¢era u prahu (33 %) i suncokretovog lecitina (1,5 %). Dvije su
formulacije Cokolada pripremljena s dodatkom inkapsulata dobriCice dobivenim suSenjem
rasprSivanjem - prva formulacija (uzorak C_SR1) pripremliena je dodavanjem i
homogenizacijom inkapsulata u kakaov maslac (u udjelu od 10 % na masu kakaovog maslaca)
te zatim dodatak obogac¢enog kakaovog maslaca u zamjes za ¢okoladnu masu, a kod druge
formulacije (uzorak C_SR2) inkapsulat je dodan u okoladnu masu zadnjih pola sata mije$anja
u melanzeru u udjelu od 2 % u odnosu na ¢okoladnu masu. Pripremljena su i dva uzorka
¢okolada s liposomalnim inkapsulatom dobri€ice. Prva formulacija ¢okolade s liposomalnim
inkapsulatom (uzorak C_L1) pripremljena je dodavanjem i homogenizacijom liposoma u kakaov
maslac (u udjelu od 20 % na masu kakaovog maslaca) te potom dodatak tako obogacenog
kakaovog maslaca u melanzer s ostalim sastojcima, dok su kod druge formulacije (uzorak
C_L2) liposomi dodani u melanzer zadnjih pola sata mije$anja i to u udjelu od 4 % u odnosu na

¢okoladnu masu.
3.2.5. Odredivanje udjela ¢vrstih triglicerida u kakaovom maslacu

NMR (nuklearna magnetska rezonancija) metoda koriStena je kako bi se odredio udjel
Cvrstih triglicerida u kakaovom maslacu (uzorak KM), kakaovom maslacu s dodatkom
liposomalnog inkapsulata dobriCice (uzorak KM_L) i kakaovom maslacu s dodatkom
inkapsulata dobri¢ice dobivenog suSenjem rasprsivanjem (uzorak KM_SR). Priprema uzoraka
za analizu odradena je prema metodi ISO 8292-1 (2008) tako Sto se ¢okolada temperirala na
temperaturu od 60 °C kroz 15 min, potom na 0 °C kroz 90 min, zatim na 26 °C kroz 40 h, ponovo
na 0 °C kroz 90 min i na kraju je 30 min bila na temperaturi od 60 °C. Nakon zavrSetka ovog

niza temperiranja uzorci su podvrgnuti analizi na NMR uredaju.
3.2.6. Bioaktivna karakterizacija Cokolada

Formulirane Cokolade (3 g) stavljene su u reagens boce i grijane na 70 °C tijekom 10
min u vodenoj kupelji. U boce je dodano 10 mL vruée vode, zagrijane do vrenja, nakon ¢ega su
se mijeSale na magnetskoj mijeSalici 15 min. Zatim u iste boce je dodano 10 mL metanola, te
su uzorci ponovno mijeSani 15 min na magnetskoj mije&alici. Potom su prebaceni u ultrazvuénu
kupelj zagrijanu na 50 °C kroz 15 min. Po zavrSetku ekstrakcije, uzorci su ohladeni i
centrifugirani pri 9500 rpm tijekom 20 min. Supernatanti su koriSteni za analizu udjela
pojedinac¢nih metilksantina i polifenolnih spojeva koriStenjem tekuéinske kromatografije visoke

djelotvornosti - HPLC (engl. high performance liquid chromatography).
3.2.6.1. Analiza udjela pojedinacnih bioaktivnih spojeva HPLC-PDA metodologijom

HPLC je proveden na kromatografskom sustavu Agilent Series 1200 pomocu Zorbax

Extend C18 (4,6%x250 mm, 5 umi.d.) kolone (Agilent Technologies, SAD) spojene s detektorom
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s nizom fotodioda (engl. photodiode array detector - PDA). Eluacija je provedena gradijentnom
metodom koriste¢i dvokomponentnu mobilnu fazu sastavljenu od (A) 1 % (v/v) otopine mravlje
kiseline u vodi i (B) 1 % (v/v) otopine mravlje kiseline u acetonitrilu, prema rezimu eluacije
prikazanom u tablici 4. Protok je bio 1 mL min™", volumen injektiranja 5 yL, a temperatura kolone
25 °C. Analiti su detektirani PDA detektorom pri valnim duljinama od 320 i 350 nm. Analiza je
provedena u duplikatu za sve uzorke. Svi uzorci su filtrirani kroz 0,45 ym membranski filter

(Nylon Membranes, SAD) prije analize.

Tablica 4. RezZim eluacije za primijenjenu HPLC metodu

Vrijeme (min) Otapalo A (%) Otapalo B (%) Protok (mL min™)
0 93 7 1,00
5 93 7 1,00
45 60 40 1,00
47 30 70 1,00
52 30 70 1,00

3.2.7. Odredivanje teksturalnih karakteristika ¢okolada

Za odredivanje teksturalnih karakteristika ¢okolada, tj. tvrdoce, koriStena je metoda
opisana u radu Nightingale i sur. (2011). Dimenzije koristenih uzoraka su bile 3 cm x 2,5 cm x
1 cm (duzina x Sirina x visina). Uzorci ¢okolada prije provodenja mjerenja bili su temperirani na

sobnu temperaturu, a mjerenje je provodeno pomocu uredaja za ispitivanje tvrdo¢e TA.HD.plus.
3.2.8. Odredivanje reoloskih karakteristika Cokolada

Reoloske karakteristike Cokolade odredivane su oprema metodi IOCCC (2000) i koriSten
je Casson-ov model. Prilikom provodenja mjerenja ¢okolada je bila zagrijana na temperaturu
od 40 °C. Na uzorke ¢okolade prije poCetka samog mjerenja primijenjena je brzina smicanja od
5 s tijlekom 5 min. Mjerenje je provedeno na nadin da se brzina smicanja povecavala od
pocetnih 2 s do krajnjih 50 s™ kroz vremenski period od 3 min. Kad se postigla brzina smicanja
od 50 s™" ta brzina odrZavana je kroz 1 min, te se zatim brzina po&ela spustati do pocetne brzine
od 2 s kroz 3 min. Za obradu dobivenih rezultata mjerenja koristen je program RheoCompass

(Anton Paar, Austrija).
3.2.9. Odredivanje karakteristika taljenja ¢okolada

Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (DSC) je izvedena prema metodi opisanoj u radu
Dolatowska-Zebrowska i sur. (2019). Uzorak ¢okolade mase pribliZno 4 mg postavljen je u

probuseni aluminijski longi¢, ohladen na 10 °C, a zatim zagrijavan brzinom od 4 °C min™ unutar
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temperaturnog raspona od 10 °C do 50 °C. Cijeli proces je proveden u inertnoj atmosferi s
protokom dusika od 50 mL min™.Rezultati su prikazani u obliku DSC termograma iz kojih su
iSCitane vrijednosti za maksimalnu temperaturu taljenja (Tt) i entalpiju taljenja (AHt) za oblik V

(B2) kakaovog maslaca u uzorcima ¢okolada.
3.2.10. Simulirana probava ¢okolada

Simulirana probava Cokolada provedena je prateci otpustanje ruzmarinske kiseline
HPLC-PDA metodologijom (poglavlje 3.2.6.2.) u simuliranim otopinama oralne faze (SSF —
simulated salivary fluid), Zzelu€ane faze (SGF — simulated gastric fluid) i intestinalne faze (SIF —
simulated intestinal fluid). Oralna faza sastojala se od salivarne a-amilaze, kalijevog klorida,
kalijevog dihidrogen fosfata, natrijevog hidrogen karbonata, magnezijevog klorida heksahidrata
i amonijevog karbonata. Zeluana faza (pH=3) sastojala se od pepsina, kalijevog klorida,
kalijevog dihidrogen fosfata, natrijevog hidrogen karbonata, natrijevog klorida, magnezijevog
klorida heksahidrata i amonijevog karbonata, a intestinalna faza (pH=7) sastojala se od
pankreatina, zucnih soli, kalijevog klorida, kalijevog dihidrogen fosfata, natrijevog
hidrogenkarbonata, natrijevog klorida te magnezijevog klorida heksahidrata, u koncentracijama
navedenima u radu Minekus i sur. (2014). Uzorci Cokolada (20 g) prebacili su se u otopinu SSF-
a volumena 10 mL, uz konstantno mijeSanje na magnetskoj mijesalici (100 rpm) pri 37 °C.
Uzorak je u otopini SSF-a proveo 1 min te je prebaceni u 40 mL otopine SGF-a uz iste uvjete.
Uzorci su proveli 120 min u otopini SGF-a nakon ¢ega su se prebacili u 40 mL otopine SIF-a
pod istim uvjetima. U odgovaraju¢im vremenskim intervalima kroz cijeli proces simulirane
probave uzimani su uzorci alikvota od 1 mL, kako bi se mogla provesti analiza odredivanja

udjela ruZzmarinske kiseline.
3.2.11. Senzorska analiza ¢okolada

Za provodenje senzorske analize Cokolada koriStena je metoda ISO 8589:2007.
Senzorsku analizu provodio je interni panel Prehrambeno-biotehnoloSkog fakulteta Sveucilista
u Zagrebu (Hrvatska). Panel se sastojao od 20 ¢lanova starosti izmedu 20 i 50 godina. Uzorci
gokolada servirani su ¢lanovima panela sobnoj temperaturi. Clanovi panela su senzorski
evaluirali ¢okolade prema parametrima izgleda (boja, sjaj i povrSina), akusti¢nosti (lom),
teksture (taljenje) te okusa (slatko, gorko i biljno). Za ocjenjivanje ovih parametara koristena je
ljiestvica procjene intenziteta parametra davanjem ocjena od 1 do 9 (ocjena 1 oznacava izrazito
nizak intenzitet parametra, a 9 izricito visoki intenzitet). Opca prihvatljivost Cokolada ocjenjivana
je hedonistiCkom skalom od 1 do 9 pri Eemu 1 izraZava izrazito nepoZeljan proizvod, a 9 izrazito

pozeljan proizvod.
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3.2.12. Statisticka obrada rezultata

StatistiCka obrada rezultata provedena je u programu Statistica (v.14, TIBCO Software

Inc.). Koristen je jednosmjerni ANOVA test i Tukey post-hoc test.
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4. REZULTATII RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je formulacija inovativnih funkcionalnih €okolada s inkorporiranim
inkapsulatima polifenolnog ekstrakta dobriCice (Glechoma hederacea L.), dobivenih susenjem
rasprsivanjem i liposomalnom inkapsulacijom. Formuliranim ¢okoladama odredena su fizikalna
(udjel &vrstih triglicerida u kakaovom maslacu), bioaktivha (udjel bioaktivnih spojeva i in vitro
digestija), teksturalna (tvrdoc¢a), reoloSka (Casson-ova granica te€enja i plastiCna viskoznost)
svojstva, svojstva taljenja ¢okolada (maksimalna temperatura taljenja i specificna entalpija
taljenja) i senzorska svojstva (parametri izgleda, akusti¢nosti, teksture i okusa te opca

prihvatljivost).

4.1. UDJEL CVRSTIH TRIGLICERIDA U KAKAOVOM MASLACU

Udjel ¢vrstih triglicerida odredivan je u kakaovom maslacu koji je koriSten za izradu
kontrolnog uzorka cokolade (uzorak KM) i obogac¢enog kakaovog maslaca s dodatkom
inkapsulata dobriCice suSenog rasprSivanjem (uzorak KM_SR) i inkapsuliranog u liposome
(uzorak KM_L). Podaci o udjelu €vrstih triglicerida u uzorcima kakaovog maslaca dobiveni NMR

metodom prikazani su na slici 8.
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Slika 8. Udjel ¢vrstih triglicerida u uzorcima kakaovog maslaca kod razli€itih temperatura

U kontrolnom uzorku Cokolade (KM) udjel &vrstih triglicerida u kakaovom maslacu pri
temperaturama 20, 25, 30, i 35 °C iznosio je redom 63,71 %, 56,53 %, 42,95 % i 2,19 %. Uzorci
kakaovog maslaca obogaceni inkapsulatima — KM_SR i KM_L pri temperaturi od 20 °C

sadrzavali su 63,05 % i 65,55 % Cvrstih triglicerida, a pove¢anjem temperature na 25 °C udijeli
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¢vrstih triglicerida smanijili su se na 56,59 % i 58,90 %. Daljnjim rastom temperature na 30 °C
smanijenje Cvrstih triglicerida bilo je izrazenije te su vrijednosti udjela pri toj temperaturi iznosile
40,27 % i 44,57 %, dok su na 35 °C odredeni najnizi udjeli Cvrstih triglicerida u udjelu od 2,37
% i 5,56 %.

Udjel Cvrstih triglicerida u kakaovom maslacu pri odredenim temperaturama odgovoran je za
njegova svojstva te je tako udjel Cvrstih triglicerida na temperaturi ispod 25 °C u direktnoj
korelaciji s tvrdocom samog kakaovog maslaca. Udjel ¢vrstih triglicerida u rasponu temperatura
od 25 do 30 °C odgovoran je i za otpornost kakaovog maslaca na zagrijavanje. Pri
temperaturama od 27 do 33 °C dolazi do izrazenog taljenja kakaovog maslaca $to se pri
konzumaciji dozivljava kroz osjeCaj hladenja u ustima i oslobadanja okusa i aroma
(Tannenbaum, 2004). Na osnovu dobivenih rezultata (slika 8) moze se zakljuciti da dodatak
inkapsulata u kakaov maslac nije negativno utjecao na njegov profil taljenja. Zadrzana je
karakteristiCna otpornost prema zagrijavanju u temperaturnom rasponu od 25 do 30 °C,
intenzivno taljenje izmedu 30 i 35 °C te na kraju izrazito nizak udio ¢vrstih triglicerida pri 35 °C.

4.2. BIOAKTIVNI SASTAV COKOLADA
Bioaktivna karakterizacija Cokolada provedena je odredivanjem pojedinaénih bioaktivnih
spojeva HPLC-PDA metodologijom. Rezultati su prikazani u tablici 5.

Tablica 5. Bioaktivni sastav ¢okolada

i ) (-)- Klorogenska RuZmarinska .
Teobromin Kafein ) ) o o Rutin
Epikatehin kiselina kiselina
16,49+0,24° 2,22+0,03 3,60+0,11 nd nd nd

17,30£0,03* 2,56+0,04% 4,23+0,123¢  50,97+0,31 36,89+0,22%  49,98+0,53
18,19+0,47 2,68+0,06*° 4,46+0,01° 48,22+0,07 36,27+0,09°  55,61+1,43
17,37£0,10°  2,56+0,05*° 4,16+0,07" 16,26+0,37 9,21+0,42 21,550,472

17,13£0,222%¢  242+0,04  4,04+0,12% 17,31+0,07 8,40+0,06 21,250,132

nd-nije detektirano; Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadaju¢e standardne
devijacije. Srednje vrijednosti oznacene istim slovom u istome stupcu nisu statistiCki znacajno
razli¢ite (p>0,05). StatistiCka obrada rezultata provedena je koriste¢i metodu analize varijance (engl.
one-way ANOVA) i Tukey post-hoc test.

26



Teobromin i kafein spadaju u prirodno prisutne metilksantine u kakaovim zrnima, dok je (-)-
epikatehin, iz skupine flavan-3-ola, najzastupljeniji polifenolni spoj (Ramos-Escuardos i sur.,
2021).

U ovome istrazivanju, najzastupljeniji bioaktivni spoj u svim Cokoladama bio je teobromin u
rasponu udjela od 16,49 mg g™ (uzorak C_K) do 18,19 mg g™ (uzorak C_SR2). Kod kontrolnog
uzorka (C_K) odreden je najmaniji udjel teobromina koji se nije statisticki znagajno (p>0,05)
razlikovao u odnosu na udjel istog u uzorku C_L2. Udjel kafeina u éokoladama bio je u rasponu
od 2,22 mg g (uzorak C_K) do 2,68 mg g (uzorak C_SR2) te je, usporedujuci s kontrolnim
uzorkom, detektirana statistiCki zna¢ajna (p<0,05) razlika u odnosu na sve preostale uzorke.
Epikatehin se u éokoladama nalazio u rasponu udjela od 3,60 mg g™ (uzorak C_K) do 4,46 mg
g’ (uzorak C_SR2). Cokolade obogacene inkapsulatima nisu se statisticki znagajno (p>0,05)
razlikovale po udjelu epikatehina, no bile su statisticki znacajno razli€ite (p<0,05) od kontrolnog
uzorka (uzorak C_K). Kontrolni uzorak &okolade (uzorak C_K) sadrzavao je najnize udjele

teobromina, kafeina i epikatehina, a uzorak C_SR2 najvise.

Kontrolni uzorak éokolade (uzorak C_K) nije sadrzavao klorogensku kiselinu, ruzmarinsku
kiselinu i rutin jer su to polifenolni spojevi podrijetlom iz ekstrakta dobricice. Sva tri polifenolna
spoja odredena su u viSim udjelima u uzorcima &okolada obogacenima inkapsulatima
dobivenima suSenjem rasprsivanjem, Sto se moze objasniti njihovim razli€itim udjelom u samim
inkapsulatima. Liposomalni inkapsulati sadrze nizi udjel ekstrakta dobriCice, od oko 5 %, te
stoga sadrze i nize udjele polifenolnih spojeva u odnosu na inkapsulat suSen rasprsSivanjem,
koji sadrzi oko 20 % ekstrakta dobri€ice. Kod uzoraka s dodatkom inkapsulata dobricice
suSenim rasprsivanjem, udjeli klorogenske i ruzmarinske kiseline te rutina bili su redom 50,97,
36,89 i 49,98 mg g”'u uzorku C_SR1, a u uzorku C_SR2 48,22, 36,27 i 55,61 mg g”'. Kod
uzoraka pripremljenih s liposomalnim inkapsulatima vrijednosti navedenih polifenolnih spojeva
bile su 16,26, 9,21 21,55 mg g za uzorak C_L1i 17,31, 8,40i21,25mg g za uzorak C_L2.
U radu Seremet i sur. (2023), okoladne praline uspje$no su obogaéene polifenolnim spojevima
dobricice, tocnije klorogenskom i ruzmarinskom kiselinom te rutinom, uslijed inkorporacije

vodenog ekstrakta dobri€ice kao sastojka u punilo pralina.

4.3. SIMULIRANA PROBAVA COKOLADA
Simulirana probava uzoraka ¢okolada u ustima (SSF), Zelucu (SGF) i tankom crijevu
(SIF) evaluirana je odredivanjem udjela otpustene ruzmarinske kiseline. Rezultati su prikazani

na slikama 9i 10.
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Slika 9. Simulirana probava Cokolada pripremljenih s inkapsulatom dobivenim susenjem
rasprsivanjem (uzorci C_SR1 i C_SR2) u ustima (SSF), zelucu (SGF) i tankom crijevu (SIF)
evaluirana otpustanjem ruZzmarinske kiseline
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Slika 10. Simulirana probava ¢okolada pripremljenih s liposomalnim inkapsulatom (uzorci
C_L1iC_L2) u ustima (SSF), zelucu (SGF) i tankom crijevu (SIF) evaluirana otpustanjem
ruzmarinske kiseline

Kod svih uzoraka, i onih pripremljenih s dodatkom inkapsulata sudenih rasprSivanjem i
liposomalnim inkapsulatima, primijeCeno je kontrolirano i kontinuirano otpustanje

ruzmarinske kiseline tijekom simulirane probave u Zelucu i tankom crijevu

28



Valja istaknuti da je otpustanje ruZmarinske kiseline iz uzoraka ¢okolada s liposomalnim
inkapsulatima u zelu¢anoj fazi bilo sporije u usporedbi s uzorcima pripremljenima s dodatkom
inkapsulata susenim rasprsivanjem. Navedeno se moze objasniti ponaSanjem liposoma u
Zelucu jer njihova fosfolipidna membrana pruza odredenu zastitu u kiselom okruzZenju Zeluca
te ¢e otpustanje inkapsuliranih tvari biti sporije zbog otpornosti prema kiselom okruzenju.
Struktura liposoma narusit ¢e se tek u tankom crijevu zbog viSeg pH i djelovanja pakreatina i

zu€nih soli (He i sur. 2018).

4.4. REOLOSKE KARAKTERISTIKE COKOLADA

Krivulje te€enja i viskoznosti €okolada prikazane su na slikama 11 i 12, dok su reoloski
parametri ¢okolada, ukljuujuci Casson-ovu granicu te¢enja i Casson-ovu plasti¢nu viskoznost,

prikazani u tablici 6.
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Slika 11. Krivulje teCenja za uzorke ¢okolada
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Slika 12. Krivulje viskoznosti za uzorke ¢okolada

Tablica 6. Reoloska svojstva ¢okolada

Casson-ova granica Casson-ova plasti¢na

Uzorak
tecenja (Pa) - 1o viskoznost (Pa s) - nc

13,1+ 0,81% 1,61 + 0,042
C_SR1 13,23 + 0,63 1,86 +0,09
C_SR2 9,13 + 0,42¢ 1,36 + 0,05

13,56 + 0,11 1,563 £ 0,07%

8,15+ 0,14° 1,29 £ 0,07°

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadaju¢e standardne devijacije. Srednje vrijednosti
oznacene istim slovom u istome stupcu nisu statisticki znacajno razliCite (p>0,05). StatistiCka obrada
rezultata provedena je koriste¢i metodu analize varijance (engl. one-way ANOVA) i Tukey post-hoc test.

Dobivene krivulje te€enja (slika 11) i krivulje viskoznosti (slika 12) ukazuju da je ponasanje
uzoraka Cokolade tipi€no za ne-newtonske fluide i to dolazi od toga da je ¢okolada suspenzija
suhe tvari u kontinuiranoj masnoj fazi (Beckett, 2009). Casson-ov model (tablica 6) koristen je

za odredivanje svojstva teCenja uzoraka Cokolada. Granica teCenja oznaCava minimalno
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smi¢no naprezanje potrebno kako bi ¢okolada pocela teci, a plasti¢ha viskoznost predstavlja
silu potrebnu za odrzavanje konstantnog protoka u ¢okoladi (Gongalves i Lannes, 2010). Iz
dobivenih krivulja teCenja i viskoznosti moze se vidjeti kako pri niskim brzinama smicanja
Cestice suhe tvari zarobljene u kontinuiranoj masnoj fazi se medusobno sudaraju i tako odupiru
sili. To u poC€etku analize rezultira smanjenim kretanjem fluida, $to povecéava viskoznost fluida.
Povecavanjem brzine smicanja, ¢estice se poc€inju kretati zajedno s protokom te mu se vise ne
opiru i viskoznost se smanjuje (Beckett, 2009).

Raspon Casson-ove granice teenja uzoraka bio je od 8,15 Pa, kod uzorka C_SR2, do 13,56
Pa, kod uzorka C_L2. Kod kontrolnog uzoraka okolade (uzorak C_K) granica te¢enja iznosila
je 13,1 Pa. Uzorci ¢okolada obogaceni inkapsulatima direktno dodanim u ¢okoladnu masu
(uzorci C_SR1 i C_L1) nisu pokazali statisticki znadajnu (p>0,05) razliku u granici te¢enja
gokolada s obzirom na kontrolni uzorak (C_K), te one iznose 13,23 i 13, 56 Pa. Za razliku od
njih statistiéki znagajno (p<0,05) manje granice te¢enja, s obzirom na kontrolni uzorak (C_K),
imali su uzorci ¢okolada kod kojih su se inkapsulati homogenizirali u kakaovom maslacu prije
dodatka u &okoladnu masu (uzorci C_SR2 i C_L2), te su kod njih vrijednosti granice teéenja
iznosile 9,13 i 8,15 Pa. Dobivene vrijednosti granice te€enja uzoraka ¢okolada su u skladu s
oCekivanim vrijednostima (4 — 32 Pa) za tamne Cokolade (Aeschlimann i Beckett, 2000).
Casson-ova viskoznost uzoraka bila je u rasponu od 1,29 Pa s (uzorak C_L2) do 1,86 Pa s
(uzorak C_SR1). Kontrolni uzorak (C_K) imao je vrijednost Casson-ove viskoznosti od 1,61 Pa
s. Cassan-ova viskoznost za uzorak C_L1 iznosila je 1,53 Pa s te za tu vrijednost nije utvrdena
statisticki znagajna (p>0,05) razlika s kontrolnim uzorkom &okolade (C_K). Statisti¢ki znagajno
(p<0,05) poveéanje viskoznosti uogeno je kod uzorka C_SR1 gdje je vrijednost Casson-ove
viskoznosti iznosila 1,86 Pa s. Cokolade pripremljene direktnim dodavanjem inkapsulata u
gokoladnu masu (uzorci C SR1 i C_L1) pokazale su statisticki znagajno (p<0,05) veée
vrijednosti viskoznosti u usporedbi s onima kod kojih su inkapsulati prethodno homogenizirani
u kakaovom maslacu (uzorci C SR2 i C_L2). U istrazivanju Didar (2020a), dodatak
liposomalnog inkapsulata nara u udjelu od 1 % u bijelu ¢okoladu uzrokovao je smanjenje
Casson-ove granice te€enja s 6,31 Pa na 5,41 Pa te povec¢anje Casson-ove viskoznosti s 0,45
Pa s na 0,48 Pa s. U drugom istrazivanju istog autora Didar (2020b) obogacivana je tamna
¢okolada s inkapsulatima klorogenske kiseline. Casson-ova granica teCenja statistiCki se
znacajno (p<0,05) povecala u obogaéenim uzorcima tamne Cokolade, s 21,29 Pa na 21,89 Pa
(uz dodatak 50,54 mg/g inkapsulata klorogenske kiseline). Viskoznost se takoder povecala s
1,26 Pasna 1,38 Pas.

4.5. TEKSTURALNA SVOJSTVA COKOLADA

Od teksturalnih svojstava, novoformuliranim ¢okoladama odredena je tvrdo¢a. Rezultati
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su prikazani na slici 13.
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadaju¢e standardne devijacije. Srednje vrijednosti
oznacene istim slovom nisu statisticki znacajno razliCite (p>0,05). Statisticka obrada rezultata provedena
je koriste¢i metodu analize varijance (engl. one-way ANOVA) i Tukey post-hoc test.

Slika 13. Tvrdoc¢a uzoraka ¢okolada

Najtvrdi uzorak (18286,75 g) je bio C_K, $to oznacava i najveéu otpornost na lom, dok je uzorak
vrijednosti Casson-ove granice teCenja i plasti¢ne viskoznosti (poglavlije 3.4.). Tvrdoca
Cokolade je u korelaciji s kristalnom mikrostrukturom i raspodjelom veli€ine Cestica te manja
veli¢ina Cestica dovodi do povecéanja tvrdoc¢e (Afoakwa i sur., 2008). Shodno tome moguce je
zakljuCiti kako dodatak inkapsulata utjeCe na kristalnu mikrostrukturu i raspodjelu veliCine
Cestica te smanjuje tvrdoc¢u ¢okolade. Loncarevic¢ i sur. (2023) zabiljezili su smanjenje tvrdoce
Cokolada uslijed dodatka soka od borovnice, suSenog rasprSivanjem s maltodekstrinom, s 4,04
kg na 3,46 kg (uzorak s 80 g kg™ inkapsulata) i 3,35 kg (uzorak s 100 g kg™ inkapsulata).
Promjenu tvrdoce objasnili su smanjenjem udjela masne faze, tj. povecanjem koncentracije

nemasnih krutih ¢estica u obogaéenim uzorcima ¢okolada.
4.6. KARAKTERISTIKE TALJENJA COKOLADA

DSC termogrami ispitivanih ¢okolada prikazani su na slici 14, a vrijednosti iSCitane iz
njih u tablici 7.
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Slika 14. DSC termogrami uzoraka ¢okolada

Tablica 7. Rezultati DSC analize — maksimalna temperatura taljenja (T;) i specifina entalpija

taljenja (AH:) za oblik V (32) kakaovog maslaca u uzorcima ¢okolada

32,12 17,27
30,39 26,12
31,59 21,24
31,56 18,86
31,20 22,65

Iz DSC termograma svih uzoraka vidljiva je prisutnost dva endotermna pika. Prvi pik koji se
pojavljuje pri temperaturama od 26 do 30 °C predstavlja taljenje polimorfnog oblika IV (B+’)
kakaovog maslaca (Ostrowska-Ligeza i sur., 2023). Sam izgled ovih pikova je blag i Sirok kod
svih analiziranih uzoraka. Drugi pik, takoder prisutan kod svih uzoraka, je ostriji nego prvi te se
nalazi u rasponu temperatura od 30,39 °C (uzorak C_SR1) do 32,12 °C (uzorak C_K). Ovaj pik
predstavlja taljenje najpozeljnijeg polimorfnog oblika kakaovog maslaca - oblika V (B2).

Ocekivani raspon taljenja polimorfnog oblika V kakaovog maslaca je pri temperaturama od 29,0
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do 33,5 °C (Beckett, 2009). Kontrolni uzorak (C_K) imao je najveéu maksimalnu temperaturu
taljenja (32,12 °C), dok je najnizu vrijednost imao uzorak C_SR1 (30,39 °C). Specifiéna entalpija
taljenja za oblik V kakaovog maslaca odnosi se na koli€inu energije potrebne za prelazak
kakaovog maslaca iz évrstog u tekuce stanje, bez promjene temperature. Entalpije taljenja bile
su urasponuod 17,27 J g (uzorak C_K)do 26,12 J g™ (uzorak C_SR1). Iz dobivenih vrijednosti
moze se zakljuciti kako se dodatkom inkapsulata u ¢okoladni zamjes uslijed poveéanja udjela

krutih tvari, povec¢ava i specifi¢na entalpija taljenja.

4.7. SENZORSKA ANALIZA COKOLADA
Rezultati senzorske analize ¢okolada, uklju€ujuci evaluaciju parametara izgleda (boja,
sjaj i povrSina), akusti¢nosti (lom), teksture (taljenje), okusa (slatko, gorko i biljno) te opce

prihvatljivosti, prikazani su na slici 15.

Op¢a prihvatljivost

Biljno

Gorko

Slatko Taljenje

Slika 15. Rezultati senzorske analize ¢okolada

Intenzitet boje ocijenjen je u rasponu od 7,6 za uzorak C_SR2 do 8,5 za uzorak C_SR1.
Najveéu ocjenu za intenzitet sjaja dobio je uzorak C_SR1 (7,8), a najnizu uzorak C_SR2 (5,5).

Ocjene za povrsinu iznosile su 6,7 za uzorak C_K, 7,9 za uzorak C_SR1, 7,0 za uzorak C_SR2,
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6,4 za uzorak C_L1i7,0 za uzorak C_L2. Intenzitet loma kao auditivno ocjenjivani parametar
bio je u rasponu ocjena od 2,0 (uzorak C_SR2) do 7,6 (uzorak C_L1), dok je kontrolni uzorak
(uzorak C_K) dobio ocjenu 3,5. Intenzitet taljenja uzoraka &okolada ocijenjen je sliedec¢im
ocjenama: 7,3 za uzorak C_K, 6,9 za uzorak C_SR1, 8,0 za uzorak C_SR2, 6,4 za uzorak C_L1
i 6,4 za uzorak C_L2. Slatkoéa, goréina i biljni okus kod uzoraka okolada nalazili su se u uskim
rasponima te je tako za slatko¢u raspon ocjena bio od 5,6 (uzorak C_L2) do 6,6 (uzorci C_Ki
C_SR2), za gorginu od 3,3 (uzorak C_SR2) do 4,0 (uzorak C_L2), a za biljni okus od 1,6 (uzorak
C_L1) do 2,8 (uzorak C_L2). Iz dobivenih rezultata moze se zakljugiti da dodatak inkapsulata
ekstrakta dobriCice nije utjecao na promjenu gorcine, slatkoce i biljnog okusa ¢okolada. Opca
prihvatljivost svih uzoraka ¢okolada ocjenjena je s visokim ocjenama. NajniZu ocjenu dobio je
uzorak C_SR2 (6,3), zatim uzorak C_SR1 (6,5), uzorak C_L1 (7,9), kontrolni uzorak C_K (7) te

je najvisu ocjenu dobio uzorak C_L1 (7,9).
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5. ZAKLJUCCI

1. Dodatak obje vrste inkapsulata u kakaov maslac nije negativno utjecao na njegov
profil taljenja.

2. Dodatak obje vrste inkapsulata rezultirao je bogatijim bioaktivnim sastavom
Cokolada, u kojima su detektirane ruZzmarinska i klorogenska kiselina te flavanoid
rutin, podrijetlom iz dobriCice.

3. In vitro digestija Cokolada obogacenih inkapsulatima rezultirala je pozeljnim
kontroliranim i kontinuiranim otpustanjem ruzmarinske kiseline.

4. Dodatak inkapsulata u ¢okolade, neovisno o nacinu dodatka u ¢okoladnu masu,
nije se negativno odrazio na reoloSka i teksturalna svojstva Cokolada.

5. Dodatkom inkapsulata povecéala se entalpija taljenja obogacenih ¢okolada zbog
povecanja udjela krutih tvari.

6. Senzorski je najbolje ocjenjena Cokolada s dodatkom liposomalnog inkapsulata

dobriCice, prethodno homogeniziranog u kakaovom maslacu.
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