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1. UVOD 

Konditorski proizvodi neizostavan su dio prehrane kako djece, tako i odraslih, a posebno 

atraktivna je čokolada. Međutim, osim samog okusa, potrošači sve više obraćaju pažnju na 

„zdravije formulacije“ proizvoda pa tako traže čokoladu koja ne utažuje samo želju za slatkim, 

već pruža i potencijalne zdravstvene prednosti. Jedan od načina da se zadovolje potrebe 

tržišta je dodavanje funkcionalnih sastojaka prehrambenim proizvodima. Ideja o kombiniranju 

čokolade s ljekovitim biljkama, iako zvuči prilično inovativno, ukorijenjena je u dugoj povijesti 

korištenja biljaka u prehrani zbog njihovih zdravstvenih učinaka. Kroz povijest su se razne 

kulture oslanjale na ljekovito bilje od kojih su izrađivali tradicionalni pripravci. Spajajući ove 

tradicionalne prakse sa suvremenom tehnologijom proizvodnje čokolade, proizvođači mogu 

razviti čokolade koja, ne samo da oduševljavaju jedinstvenim okusom, već imaju i pozitivne 

učinke na zdravlje.  

 

Porast potražnje za funkcionalnom hranom, hranom koja nudi dodatne zdravstvene prednosti 

osim zadovoljavanja osnovnih nutritivnih potreba, rezultirao je povećanom potražnjom za 

konditorskim proizvodima s dodanom vrijednošću. Bilo da se radi o antioksidacijskim 

svojstvima zelenog čaja, umirujućim učincima lavande ili dobrobitima đumbira na probavni 

sustav, svaka ljekovita biljka nudi svoj jedinstveni doprinos obogaćivanju čokolade,  a dodatak 

ljekovitih biljnih vrsta u čokoladu predstavlja priliku za inovaciju i isticanje na sve 

konkurentnijem tržištu. Kopriva i ružmarin su zanimljive biljne vrste koje unatoč potvrđenim 

zdravstvenim učincima još uvijek nemaju širu primjenu u prehrambenoj industriji. 

 

Cilj ovog rada bio je razviti funkcionalne formulacije bijele čokolade dodatkom ekstrakta 

koprive i ružmarina, podrijetlom iz Hrvatske i Kine. U tu svrhu provedena je analiza polifenolnih 

spojeva i antioksidacijskog kapaciteta u biljnim uzorcima primjenom spektrofotometrijske i 

kromatografske metode (HPLC-DAD), te je provedena senzorska analiza istih. 

Novoformuliranim čokoladama s biljnim dodatcima određen je bioaktivni potencijal i 

provedena je senzorska analiza istih.  
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2. TEORIJSKI DIO 

2.1. Ljekovite biljne vrste 

Pojam ljekovite biljke odnosi se na veliku grupu biljaka koje imaju pozitivan učinak na ljudsko 

zdravlje zbog bogatog bioaktivnog sastava te imaju dugu tradiciju primjene u narodnoj 

medicini, kao i u otkrivanju novih sintetskih lijekova [1]. Različiti dijelovi biljaka sadrže različite 

spojeve pa tako u medicinske svrhe mogu biti korišteni cvjetovi, listovi, korijen, sjeme, plod ili 

cijela biljka. Aktivni spojevi mogu imati direktan ili indirektan fiziološki i terapeutski učinak [2]. 

Ljudi su godinama odabirali i identificirali biljke na temelju senzorskih svojstava. Posljednjih 

nekoliko desetljeća, odnosno, od izuma jednostavnih analitičkih tehnika, vidljiv je napredak u 

potvrđivanju bioloških učinaka putem sofisticiranijih instrumenata [3]. Povećani interes u 

istraživanja potencijalno ljekovitih biljaka može se uočiti po broju radova objavljenih u 

posljednja dva desetljeća. 2008. godine objavljeno je 4 686 radova s temom ljekovitih biljaka 

dok se 2024. taj broj popeo na preko 21 000. Većina radova, njih 58 %, objavljena je od strane 

autora iz Kine, Indije i Južne Koreje što je posljedica duge i ukorijenjene tradicije korištenja 

biljaka u ljekovite svrhe u Aziji [4]. Svjetska zdravstvena organizacija (WHO - World Health 

Organization) definira tradicionalne medicinske biljke kao prirodne biljne materijale korištene 

bez industrijske prerade za liječenje bolesti na lokalnoj ili regionalnoj razini [5]. Prema WHO 

podacima, više od 80 % svjetske populacije oslanja se na biljne tradicionalne pripravke kao 

primarni izvor zdravstvene zaštite. Ova brojka ne odnosi se samo na Kinu i Indiju, već i na 

brojne zemlje Zapada [6]. 

2.2. Kopriva (Urtica dioica L.) 

2.2.1. Botanički opis i primjena 

Kopriva, botaničkog naziva Urtica dioica L., višegodišnja je biljka koja pripada porodici 

Urticaceae. Široko je rasprostranjena po Europi, Aziji, Sjevernoj Americi te sjevernom dijelu 

Afrike, na područjima do 1800 metara nadmorske visine [7]. Stabljika ove biljke je 

četverokutna s rastresitim kolenhimom na svakom bridu, a može narasti do 2 metra visine. 

Listovi su duguljasti i ovalni, blago obrnuto srcolikog oblika, fino nazubljeni na rubovima i 

tamnije boje na gornjoj strani lista od one okrenute prema tlu (Slika 1). Trihomi na površini 

listova i stabljike sadrže sekret bogat histaminom, mravljom kiselinom, acetilkolinom i 

serotoninom te pri dodiru ostavljaju osjećaj žarenja [8]. Kopriva je korištena kao prirodni lijek 

preko 2000 godina, no tek je u nekoliko posljednjih desetljeća uočen puni potencijal biljke 

primjenom naprednih analitičkih metoda i identifikacijom kemijskih struktura i farmakološkog 

učinka pojedinih aktivnih spojeva [9]. Posljednjih godina koristi se u mnogim pripravcima, 
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poput suhih listova u biljnim infuzijama ili u kombinaciji s drugim biljem, kao i za juhe, infuzije 

i ekstrakte [10]. 

 

 
Slika 1. Kopriva (Urtica dioica L.) [11] 

 

2.2.2. Bioaktivni sastav 

Svi dijelovi koprive bogati su različitim spojevima i mogu naći primjenu u ljekovite svrhe, 

međutim, listovi sadrže najveći udio bioaktivnih spojeva te se stoga najčešće koriste u 

analizama i za daljnju preradu (Tablica 1). Osim dijela biljke, na udio bioaktivnih spojeva utječu 

različite fenološke faze razvoja pa primjerice, starenjem biljke smanjuje se udio polifenola [12].  

2.2.3. Biološka aktivnost 

U istraživanje Khare i sur. [18] objavljeno je da kopriva u sastavu suhe tvari sadrži visoki udio 

polifenolnih spojeva i snažno antioksidacijsko djelovanje. Ekstrakti koprive pokazali su 

protuupalno djelovanje sprečavanjem degranulacije inhibiranjem upalnih prostaglandina i 

triptaze mastocita [19]. Ghaima i sur. [20] proučavali su antibakterijsko djelovanje etil-

acetatnog ekstrakta koprive na bakterije Salmonella typhi, Escherichia coli, Staphylococcus 

aureus, Bacillus cereus i Aeromonas hydrophila metodom difuzije u agar-želatinu, koristeći 

cefalotin kao standard. Ekstrakt (10 mg mL-1) pokazao je inhibicijske zone od 14, 24, 10, 22 i 

20 mm, dok su zone inhibicije cefalotina bile 20, 22, 20, 18 i 24 mm. Rezultati su pokazali da 

je ekstrakt djelotvoran protiv svih testiranih bakterija [19]. Bnouham i sur. [21] izazvali su 

hiperglikemiju kod štakora koristeći glukozu i aloksan kako bi istražili antidijabetički učinak 

vodenog ekstrakta koprive. Ekstrakt nije smanjio razinu glukoze u krvi štakora s dijabetesom 
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izazvanim aloksanom, međutim, kod štakora s hiperglikemijom izazvanom glukozom, 250 mg 

kg-1 vodenog ekstrakta, primijenjenog 30 minuta prije unosa glukoze, značajno je smanjilo 

razinu glukoze u krvi. Ekstrakt je smanjio razinu glukoze za 33 % u usporedbi s kontrolnom 

grupom nakon jednog sata. Ovi in vivo rezultati pokazuju značajan antihiperglikemijski učinak 

ekstrakta koprive kod štakora i temelj su za provođenje dodatnih istraživanja [21]. 
 
 

Tablica 1. Bioaktivni spojevi u listovima koprive 

Kemijska skupina Nazivi spojeva Referenca 

Flavonoidi 

amentoflavon, apiin, apigenin, apigenin 7-O-β-D-glukozid, 

baikalin, baikalein, katehin, epikatehin, epigalokatehin galat, 

krizoeriol, genestein, izorhamnetin, kempferol, kempferol 3-

O-β-D-glukozid, luteolin, luteolin 7-O-β-D-glukozid, miricetin, 

naringenin, kvercetin, kvercetin 3-O-β-D-glukozid, kvercetin 

3-O-β-D-galaktozid, rutin, viteksin 

[13,14,15] 

Fenolne kiseline 

galna kiselina, vanilinska kiselina, siringinska kiselina, 

protokatehinska kiselina, gentizinska kiselina, cimetna 

kiselina, kafeinska kiselina, p-kumarinska kiselina, ferulinska 

kiselina, klorogenska kiselina, sinapinska kiselina 

[13,14,15] 

Aminokiseline 
alanin, γ-aminomaslačna kiselina (GABA), glutaminska 

kiselina, izoleucin, leucin, fenilalanin, prolin, tirozin, valin 
[16] 

Karotenoidi β-karoten, izomeri luteina, neoksantin, violaksantin [17] 

Organske kiseline 
octena kiselina, limunska kiselina, mravlja kiselina, jabučna 

kiselina, jantarna kiselina 
[16] 

Masne kiseline 

arahidonska kiselina, arahidna kiselina, behenska kiselina, 

dodekanska kiselina, eruka kiselina, palmitinska kiselina, 

palmitoleinska kiselina, stearinska kiselina, trikozilna 

kiselina, laurinska kiselina 

[14,17] 

 

2.3. Ružmarin (Rosmarinus officinalis L.) 

2.3.1. Botanički opis i primjena 

Ružmarin je zimzelena višegodišnja grmolika biljka koja može narasti do visine od 1,8 metara 

i pripada porodici Lamiaceae. Listovi su bez peteljki, 1-4 centimetra duljine i zelene boje s 

gornje strane. Donja strana listova bjelkaste je boje zbog brojnih žljezdanih i ne žljezdanih 

trihoma (Slika 2). Različite sorte ružmarina razlikuju se u veličini listova, načinu rasta grana te 
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boji i veličini cvjetova (bijela, plava, roza i ljubičasta). Cvjetovi su mali i raspoređeno u kratke 

grozdove [22]. Stari Egipćani koristili su kreme i ulja kako bi se zaštitili od visokih pustinjskih 

temperatura i vrućine, a jedan od sastojaka tih proizvoda bio je ružmarin, koji su kombinirali s 

ekstraktima drugih biljaka poput mirte, timijana, mažurana, kamilice i cedra [23]. Kroz stoljeća, 

ružmarin se koristio u narodnoj medicini kao antispazmotik, diuretik, antiepileptik, karminativ, 

za bubrežne kolike, antireumatik i ekspektorans, kao i za liječenje dijabetesa, dismenoreje, 

srčanih bolesti te za ublažavanje respiratornih poremećaja [24,25]. 
 

 
Slika 2. Ružmarin ( Rosmarinus officinalis L.)  [26] 

 

2.3.2. Bioaktivni sastav 

Bioaktivni spojevi ružmarina mogu se izolirati iz biljnog materijala ekstrakcijskim metodama 

kao što su maceracija, destilacija, ekstrakcija superkritičnim fluidom, ekstrakcije 

potpomognute mikrovalovima i ultrazvukom, itd. U Tablici 2 prikazani su neki od 

najzastupljenijih bioaktivnih spojeva u ružmarinu. Bioaktivni kemijski sastav biljke ovisi o 

mnogim faktorima, kao što su podrijetlo biljke, vremenski uvjeti u kojima je biljka rasla te 

starost. Sukladno tome, moguća su odstupanja od navedenih podataka [27]. 
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Tablica 2. Glavni bioaktivni spojevi u ružmarinu [27] 

Kemijska skupina Nazivi spojeva 

Monoterpeni 
eukaliptol, kamfor, α-pinen, β-pinen, borneol, β-kariofilen, 

verbenon 

Diterpeni 
karnozinska kiselina, karnozol, rozmanol, epirozmanol, 

izorozmanol, 

Triterpeni 
oleanolna kiselina, ursolna kiselina, betulin, α-amirin, β-

amirin 

Flavonoidi 
luteolin, apigenin, genkvanin, diosmetin, hispidulin, 

cirsimaritin 

Fenolne kiseline 
kafeinska kiselina, klorogenska kiselina, ružmarinska 

kiselina 

 

2.3.3. Biološka aktivnost 

Provedeno je nekoliko in vitro istraživanja čiji je cilj bio dokazivanje antioksidacijske aktivnosti 

glavnih izoliranih spojeva: karnozola, karnozinske kiseline, rozmanola, ružmarinske kiseline, 

oleanolne i ursolne kiseline. Ove studije pokazale su antioksidacijski potencijal fitokemikalija 

ružmarina, koji je povezan s drugim biološkim učincima zbog njihove sposobnosti da 

neutraliziraju reaktivne spojeve kisika [28,29]. Eksperimentalne in vitro studije koje su 

ispitivale minimalne inhibitorne koncentracije (MIC), minimalne baktericidne koncentracije i 

dinamičke procese smrti pokazale su mogući sinergijski učinak antimikrobnih spojeva u 

eteričnom ulju ružmarina [30]. Ove studije testirale su karnozinsku kiselinu, karnozol, 

ružmarinsku kiselinu, oleanolnu kiselinu, ursolnu kiselinu i eterično ulje ružmarina protiv Gram-

pozitivnih bakterija (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus i Bacillus subtilis), 

Gram-negativnih bakterija (Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa i Escherichia coli) i 

kvasce i plijesni (Candida albicans i Aspergillus niger). Svi rezultati pokazali su izraženu 

antibakterijsku i antifungalnu aktivnost. Također je utvrđeno da karnozinska kiselina pokazuje 

antivirusnu aktivnost protiv humanog respiratornog sincicijskog virusa [31]. U predkliničkim 

fazama istraživanja, eterično ulje ružmarina koristilo se topikalno za mišićne i reumatske 

bolove pleuritisa induciranog karagenanom i oticanja šapa, također induciranom 

karagenanom, na štakorima. Ova istraživanja potvrdila su da eterično ulje može značajno 

smanjiti inducirani edem u roku od 1–4 sata te značajno smanjiti volumen pleuralnog 

eksudata, što ga čini i protuupalnim i antinociceptivnim [32,33]. 
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2.4. Funkcionalni proizvodi s biljnim dodacima 

Proizvođači sve više uviđaju potencijal sastava biljnih vrsta u unaprjeđenju nutritivne i 

bioaktivne vrijednosti proizvoda, ali i produljenju roka trajanja, odnosno, konzerviranja hrane. 

Ekstrakt ružmarina prepoznat je u prehrambenoj industriji kao prirodna alternativa sintetskim 

antioksidansima poput BHA ili BHT. Ekstrakti ružmarina široko su korišteni u raznim 

prehrambenim proizvodima kao što su meso, perad i plodovi mora, umaci i preljevi, čips od 

krumpira i pekarski proizvodi. Za primjenu u proizvodnji pića često se koriste ekstrakti 

ružmarina koji sadrže hidrofilne antioksidanse (npr. ružmarinska kiselina). Ekstrakt ružmarina 

vrlo je učinkovit u poboljšanju oksidacijske stabilnosti jestivih ulja i masti. Na temelju relativne 

otpornosti na oksidaciju raznih ulja i masti, koja se može pratiti pomoću instrumenta za 

oksidacijsku stabilnost (OSI), može se izračunati Faktor zaštite (PF) za određenu dozu 

ekstrakta ružmarina. Faktor zaštite pokazuje stupanj poboljšanja stabilnosti ulja ili masti 

postignut ekstraktom ružmarina. Ekstrakt ružmarina obično se dodaje raznim mesnim i 

morskim proizvodima kako bi se spriječila oksidacija lipida, usporilo stvaranje neželjenih 

okusa i poboljšala stabilnost boje. U termički obrađenim mesnim proizvodima, uključujući 

kuhane, ohlađene i prethodno kuhane, kao i smrznute mesne proizvode, oksidacija lipida 

dovodi do razvoja okusa „warmed-over flavor” (WOF). Ovaj nepoželjni okus često se opisuje 

kao  „ustajao”, „sličan kartonu” ili „užegao”. WOF, koji nastaje zbog oksidacije masti u mesu, 

može se pojaviti i u sirovim mesnim proizvodima koji su bili izloženi oštećenju membrana. 

Primarni oksidacijski produkti razgrađuju se u sekundarne oksidacijske produkte poput 

pentanala, heksanala i 2,4-dekadienala, koji se detektiraju kao WOF. Ovaj kvar okusa mesa 

može se učinkovito prevenirati korištenjem ekstrakta ružmarina [34]. Američka kompanija 

Wildwood chocolate u svojem asortimanu nudi karamele s dodatkom ružmarina (Slika 3), dok 

francuska tvrtka Georges Verquin proizvodi bombone s dodatkom meda i ružmarina. Haigh's 

chocolate, sa sjedištem u Australiji, na tržištu nudi karamele s dodatkom orašastih plodova, 

limuna i ružmarina. Lagusta's Luscious bavi se proizvodnjom veganskih konditorskih 

proizvoda, a posebno se ističu praline s dodatkom ružmarina i morske soli. Chocolaterie 

Bernard Callebaut proizvodi čokoladne pločice s dodatkom ružmarina i morske soli s čilijem, 

dok tvrtka Tempered proizvodi tamnu čokoladu s dodatkom ružmarina i maslinovog ulja. 

Cedeño-Pinos i sur. [35] proveli su istraživanje dodavanjem 0.26 g vodenog ekstrakta 

ružmarina po kilogramu smjese za izradu žele bombona. Polifenoli ružmarina pokazali su 

otpornost na kuhanje, djelovali su kao sekundarni antioksidansi i pokazali dobru interakciju s 

ostalim sastojcima želea. Zaključak je bio da vodeni ekstrakti ružmarina mogu biti dodani u 

prihvatljivim udjelima u formulacije žele bombona što dovodi do veće oksidacijske stabilnosti 

i povećanog udjela polifenola.  
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Krawęcka i sur. [36] proveli su istraživanje s ciljem analize učinka dodatka koprive na kemijski 

sastav, uključujući udio odabranih minerala i pigmenata, in vitro glikemijski indeks te kvalitetu 

kuhanja i senzorsku kvalitetu ekstrudirane tjestenine. Dodavanjem koprive značajno se 

povećao udio pepela i mineralnih tvari, posebno kalcija, željeza, kalija i magnezija. Uz 

povećanje udjela koprive, istraživanje je otkrilo značajno povećanje ukupnog udjela 

prehrambenih vlakana, uključujući frakciju netopljivih vlakana, kao i značajno povećanje udjela 

pigmenata. Dodatak koprive od 1-5 % u tjesteninu utjecao je na kvalitetu kuhanja produžujući 

optimalno vrijeme kuhanja i povećavajući gubitak suhe tvari. Najniže vrijednosti hidrolize 

škroba i vrijednosti glikemijskog indeksa određene su kod tjestenine s 3 % dodatka koprive 

[36]. Tvrtka Reutter ekstrakt koprive (1 %) koristi za izradu tvrdih bombona (Slika 4). Launette, 

sa sjedištem u Engleskoj, u prodaji nude čokoladu s proljetnom koprivom, dok kompanija 

Taiga u asortimanu sadrži pesto s dodatkom 26 % koprive. Forage Botanicals u prodaju su 

stavili mješavinu za pripremu vruće čokolade s dodatkom koprive i lista maline, a Galiano 

Chocolate u sezonskoj ponudi 2022. godine nudili su pločice od bijele čokolade s dodatkom 

koprive. 

 

 

   
 

Karamele                         Čokolada                        Tvrdi bomboni 
 

Slika 3. Proizvodi s dodatkom ružmarina [37]  
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             Tvrdi bomboni                             Pesto                          Mješavina za vruću čokoladu 
 

Slika 4. Proizvodi s dodatkom koprive [38] 
 

3. EKSPERIMENTALNI DIO 

3.1. Materijali  

3.1.1. Uzorci 

U radu su ispitivana 4 biljna uzorka, 2 uzorka ružmarina, hrvatskog (uzorak HR) i kineskog 

podrijetla (uzorak KR) i 2 uzorka koprive, također hrvatskog (uzorak HK) i kineskog (uzorak 

KK) podrijetla. Biljni uzorci su nakon sušenja na zraku, na sobnoj temperaturi, usitnjeni i 

prosijani pri čemu se u svim daljnjim analizama koristila frakcija veličine čestica < 450 µm. Za 

izradu čokolade koristila se bijela čokoladna masa proizvođača Kandit (Hrvatska). 

3.1.2. Kemikalije 

Sve korištene kemikalije bile su visoke analitičke (p.a.) ili HPLC čistoće. 

Određivanje ukupnih polifenola 

• Demineralizirana voda 

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

• Folin-Ciocalteau reagens, Kemika (Hrvatska) 

• Natrijev karbonat, Kemika (Hrvatska) 

 

Određivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom 

• 1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH), Fluka (Švicarska) 

• 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox), Fluka (Njemačka) 

• Metanol, J. T. Baker (SAD) 
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Određivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom 

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

Aldrich (Njemačka) 

• 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox), Fluka (Njemačka) 

• Demineralizirana voda 

• Etanol, Gram-mol d.o.o. (Hrvatska) 

• Kalijev persulfat, Sigma-Aldrich (Njemačka) 

 

Analiza tekućinskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC-DAD) 

• Acetonitril, Fischer Scientific (UK) 

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

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

• Mravlja kiselina, Carlo Erba Reagents S.A.S. (Francuska) 

• Rutin trihidrat (> 97 %), Sigma-Aldrich (Njemačka)  

• Ružmarinska kiselina (97 %), Sigma-Aldrich (Njemačka)  

• Voda HPLC kvalitete 

 

Određivanje klorofila 

• Aceton 

3.1.3. Oprema 

• Analitička vaga, Mettler-Toledo (Švicarska) 

• Centrifuga SL 8/ 8R, Thermo Scientific (SAD) 

• Laboratorijski sušionik, Instrumentaria (Hrvatska) 

• Liofilizator, Martin Christ GmbH (Njemačka)  

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

• Mikropipete (P200, P1000, P5000), Gilson (Francuska) 

• Rotacioni vakuum uparivač RV8, IKA (Njemačka) 

• Spektrofotometar, Helios, ThermoSpectronic (Velika Britanija)  

• Tekućinski kromatograf Agilent Series 1200, Agilent Technologies (SAD)  

• Ultrazvučna kupelj (S 60 H) Elmasonic, Elma (Njemačka) 

• Vodena kupelj, Tehtnica Železniki (Slovenija)  
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3.2. Metode 

3.2.1. Određivanje suhe tvari uzoraka 

Suha tvar uzoraka određena je AOAC 930.15 metodom sušenjem u laboratorijskom sušioniku 

u aluminijskim posudicama na 105 °C do konstantne mase [39]. 

3.2.2. Priprema vodenih ekstrakata ružmarina i koprive 

Ekstrakcija se provodila u vodenoj kupelji na 100 °C kroz 10 min uz omjer uzorak/otapalo 

1g:100 mL. Kao otapalo koristila se demineralizirana voda. Nakon provedene ekstrakcije, 

slijedilo je hlađenje i centrifugiranje (9500 rpm, 4 °C, 10 min), a dobiveni ekstrakti čuvali su se 

na +4 °C do daljnjih analiza. Za svaki uzorak, ekstrakcija je rađena u paraleli. 

3.2.3. Određivanje udjela ukupnih polifenola  

Udio ukupnih polifenola u dobivenim ekstraktima analiziran je koristeći metodu modificiranu 

prema radu Singleton i Rossi [40]. U staklene epruvete otpipetiralo se 7,9 mL demineralizirane 

vode, 100 μL pripremljenog vodenog ekstrakta, 500 μL Folin-Ciocalteau reagensa (razrijeđen 

s vodom u omjeru 1:2) te 1,5 mL 20 %-tne otopine natrijevog karbonata (Na2CO3) te se 

reakcijska smjesa u epruvetama dobro izmiješala. Reakcija je trajala 2 sata na sobnoj 

temperaturi, nakon čega se mjerila apsorbancija razvijenog plavog obojenja na 765 nm, u 

odnosu na slijepu probu. Slijepa proba pripremila se na isti način kao i uzorci, samo je umjesto 

uzorka sadržavala isti volumen demineralizirane vode. Za svaki uzorak ekstrakta biljnih uzorka 

rađene su dvije paralele. Baždarna krivulja izrađena je koristeći galnu kiselinu kao standard 

te su rezultati izraženi kao ekvivalenti galne kiseline (EGK). 

3.2.4. Određivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom 

Antioksidacijski kapacitet DPPH metodom određen je prema metodi Brand-Williams i sur. [41]. 

Pripremila se 0,094 mM otopina DPPH u metanolu čija apsorbancija na 515 nm mora biti ~1. 

U epruvetu se otpipetiralo 100 μL pripremljenog vodenog ekstrakta i dodalo 3,9 mL otopine 

DPPH te se nakon 30 min po dodatku otopine DPPH mjerila apsorbancija pri 515 nm. Slijepa 

proba je umjesto uzorka sadržavala 100 μL metanola. Za svaki uzorak ekstrakta biljnih uzorka 

rađene su dvije paralele. Baždarna krivulja izrađena je koristeći Trolox kao standard te su 

rezultati izraženi kao ekvivalenti Trolox-a. 

3.2.5. Određivanje antioksidacijskog kapaciteta  ABTS metodom 

Antioksidacijski kapacitet ABTS metodom određen je prema metodi Re i sur. [42]. Pripremila 

se otopina ABTS+ radikala miješanjem 88 μL (140 mM) otopine kalijevog peroksodisulfata 

(persulfat) s vodenom otopinom ABTS (7 mM) reagensa do volumena 5 mL. Pripremljenu 
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otopinu je potrebno omotati folijom i ostaviti stajati preko noći (12-16 h) na sobnoj temperaturi. 

Prije analize otopina se razrijedila etanolom do konačne koncentracije ABTS+ radikala od 1 

%, tako da apsorbancija te otopine na 734 nm iznosi 0,70 ± 0,02. Volumen od 20 μL 

pripremljenog vodenog ekstrakta biljnog uzorka pomiješao se s 2 mL otopine ABTS+ radikala 

u epruveti te se izmjerila apsorbancija na 734 nm nakon točno 6 min. Slijepa proba je umjesto 

uzorka sadržavala 20 μL etanola. Za svaki uzorak ekstrakta biljnih uzorka rađene su dvije 

paralele. Baždarna krivulja izrađena je koristeći Trolox kao standard te su rezultati izraženi 

kao ekvivalenti Trolox-a. 

3.2.6. Određivanje udjela pojedinačnih polifenolnih spojeva  

Pojedinačni polifenolni identificirani su i kvantificirani primjenom tekućinske kromatografije 

visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid Chromatography-HPLC). U analizi je 

korištena kromatografska kolona Zorbax Extend C18 (4,6 x 250 mm, 5 μm, 100 Å) (Agilent 

Technologies, SAD) čija je temperatura tijekom analize iznosila 25 °C. Uzorak je injektiran u 

sustav automatskim injektorom u volumenu od 5 μL, a eluacija je provedena gradijentno 

dvokomponentnom mobilnom fazom (A-1 % (v/v) mravlja kiselina u vodi; B-1 % (v/v) mravlja 

kiselina u acetonitrilu) i pri protoku od 1 mL min-1 (Tablica 3). Detekcija analita omogućena je 

primjenom detektora s nizom fotodioda (engl. Diode Array Detector-DAD), snimanjem pri 

valnim duljinama koji odgovaraju maksimumima apsorpcijskih spektara različitih polifenolnih 

spojeva koji su analizirani ovom metodom. Identifikacija pikova na kromatogramima uzoraka 

provedena je usporedbom retencijskih vremena s poznatim standardima, a kvantifikacija 

izradom baždarnih krivulja koristeći odgovarajuće standarde.  

 

Tablica 3. Režim 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. Određivanje udjela klorofila  

Određivanje udjela klorofila provedeno je prema metodi opisanoj u radu Huang i sur. [43]. Oko 

100-200 mg usitnjenih biljnih uzoraka ekstrahiralo se s 50 mL 80 %-tnog acetona te se snažno 
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miješalo 2 min i potom profiltriralo kroz filter papir. Potom se izmjerila apsorbancija filtrata 

termostatiranog na 30 °C na valnim duljinama od 663 nm za klorofil a i 645 nm za klorofil b.  

3.2.8. Senzorska analiza ekstrakata ružmarina i koprive 

Senzorska analiza pripremljenih ekstrakata provedena je prema metodi ISO 8589:2007 [44]. 

Senzorsku analizu provodio je interni panel Prehrambeno-biotehnološkog fakulteta 

Sveučilišta u Zagrebu (Hrvatska) koji se sastojao od 20 članova starosti između 20 i 50 godina. 

Panelisti su ocjenjivali gorčinu, slatkoću, trpkost, miris, aromu i opću prihvatljivost. Skala 

ocjena bila je od 1 (najmanja vrijednost/najmanje izraženo) do 9 (najveća vrijednost/najviše 

izraženo). Osim ocjenjivanja uzoraka, panelisti su bilježili arome prisutne u pojedinim 

uzorcima prema kojima su napravljeni aromatski kotači. 

3.2.9. Formulacija čokolada 

Za formulaciju čokolada s dodatkom biljnih ekstrakata korištena je bijela čokoladna masa u 

koju je, u rastaljenom obliku (40 °C), dodano 2 % liofiliziranih ekstrakta ružmarina (uzorak 

Č_R) ili koprive (uzorak Č_K) koji su pokazali najbolje senzorske karakteristike i najizraženija 

bioaktivna svojstva. Nakon dodatka liofiliziranih ekstrakta, čokoladna masa je homogenizirana 

i izlivena u kalupe. 

Liofilizirani ekstrakti pripremljeni su koncentriranjem vodenih ekstrakata do 10x manjeg 

volumena koristeći rotacioni uparivač nakon čega su liofilizirani (-40 °C, 24 h) kako bi se dobio 

ekstrakt u praškastom obliku za inkorporaciju u čokolade.  

3.2.10. Određivanje bioaktivnog sastava čokolada 

Čokolade (3 g) su odmašćene koristeći petroleter (2 x 10 mL). Odmašćeni dio čokolada 

korišten je za analizu bioaktivnog sastava čokolada. Ekstrakt je pripremljen na način da je u 

odmašćen dio dodano 25 mL 80 %-tnog metanola. Ekstrakcija se provodila u vodenoj kupelji 

zagrijanoj na 70 °C kroz 10 min, nakon čega je slijedilo miješanje na magnetskoj miješalici 

kroz 15 min. Po završetku ekstrakcije, uzorak je centrifugiran (9500 rpm, 10 min) te je izdvojeni 

supernatant korišten za analizu udjela ukupnih polifenola (poglavlje 3.2.3.), antioksidacijskog 

kapaciteta (poglavlja 3.2.4. i 3.2.5.), i udjela pojedinačnih polifenola (poglavlje 3.2.6.). 

3.2.11. Senzorska analiza čokolada  

Senzorska analiza pripremljenih čokolada provedena je prema metodi ISO 8589:2007 [44]. 

Senzorsku analizu provodio je interni panel Prehrambeno-biotehnološkog fakulteta 

Sveučilišta u Zagrebu (Hrvatska) koji se sastojao od 20 članova starosti između 20 i 50 godina. 

Uzorci obogaćenih čokolada su bili servirani pri sobnoj temperaturi te su uspoređivani s 
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kontrolnim uzorkom (bijela čokolada). Ocjenjivani su parametri gorčine, slatkoće, trpkosti, biljni 

okus, lom te opća prihvatljivost. Ljestvica intenziteta procjene jačine bila je od 1 (izrazito nizak 

intenzitet/jačina parametra) do 9 (izrazito visoki intenzitet/jačina parametra). Opća 

prihvatljivost čokolada ocjenjivana je hedonističkom skalom od 1 do 9, pri čemu 1 izražava 

izrazito nepoželjan proizvod, a 9 izrazito poželjan proizvod. 

3.2.12. Statistička obrada rezultata 

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

Koristili su se Studentov t-test i jednosmjerni ANOVA test i Tukey post-hoc test. Rezultati su 

prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuće standardne devijacije. 

 

4. REZULTATI I RASPRAVA 

Cilj ovog rada bila je bioaktivna i senzorska karakterizacija vodenih ekstrakata ružmarina i 

koprive, hrvatskog i kineskog podrijetla u svrhu njihovog dodatka u nove formulacije bijele 

čokolade. Pripremljenim ekstraktima određen je udio ukupnih polifenola, antioksidacijski 

kapacitet DPPH i ABTS metodama te polifenolni profil HPLC-DAD metodologijom. Ekstrakti 

najizraženijih bioaktivnih svojstava i poželjnih senzorskih karakteristika, u liofiliziranom obliku, 

koristili su se za obogaćivanje bijele čokolade kojima su također određena bioaktivna i 

senzorska svojstva u usporedbi s čokoladom bez dodataka. 

4.1. Udio suhe tvari u uzorcima ružmarina i koprive 

Udio suhe tvari uzoraka ružmarina i koprive, hrvatskog i kineskog podrijetla, prikazan je na 

Slici 5.  

 

Slika 5. Udio ukupne suhe tvari u koprivi i ružmarinu 
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Udio suhe tvari uzoraka bio je u uskom rasponu od 93,30 % (uzorak KR), do 94,25 %, (uzorak 

HR). Rezultati određivanja bioaktivnog sastava analiziranih uzoraka u poglavljima 4.2.-4.5. 

izraženi su po gramu suhe tvari uzoraka (g. s.tv.). 

4.2. Udio ukupnih polifenola u uzorcima ružmarina i koprive 

Rezultati spektrofotometrijskog određivanja udjela ukupnih polifenola ružmarina i koprive, 

hrvatskog i kineskog podrijetla, prikazani su na Slici 6.  

 
Slika 6. Udio ukupnih polifenola u koprivi i ružmarinu 

s.tv. – suha tvar uzorka; EGK – ekvivalenti galne kiseline; *-statistički značajna razlika (p<0,05) između 

uzoraka (unutar iste biljne vrste) određena t-testom. 

U uzorku hrvatskog ružmarina (HR) određen je udio ukupnih polifenola od 52,34 mg EGK g-1 

s.tv., a u kineskom ružmarinu (KR) 51,04 mg EGK g-1 s.tv. te između tih vrijednosti nije uočena 

statistički značajna (p>0,05) razlika. U odnosu na ružmarin, uzorci koprive bili su siromašni 

ukupnim polifenolima. Udio polifenola u uzorku hrvatske koprive (HK) iznosio je 14,39 mg EGK 

g-1 s.tv., dok je kineska kopriva (KK) sadržavala statistički značajno (p<0,05) manji udio 

ukupnih polifenola (6,10 mg EGK g-1 s.tv.).  

Otles i sur. [13]  odredili su viši udio ukupnih polifenola, od 20,24 mg EGK g-1 s.tv., u listovima 

koprive s područja Turske, dok su Ghaima i sur. [20] izmjerili 48,3 mg EGK g-1 s.tv. u listovima 

koprive s područja Iraka. Al-jaafreh i sur. [45] analizirali su udio ukupnih polifenola u listovima 

ružmarina s područja Jordana i odredili udio 72,34 mg EGK g-1 s.tv., što je viša vrijednost nego 

u ovome istraživanju. Cedeño-Pinos i sur. [35] određivali su udio polifenola u dva uzorka 
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ružmarina iz Španjolske te odredili udjele od 145,6 i 73,9 mg EGK g-1 uzorka. Razlike u 

dobivenim vrijednostima ukupnih polifenola mogu se objasniti različitim uvjetima rasta biljaka 

i izloženosti stresnim situacijama (npr. UV zračenje i nametnici) [46].  

4.3. Antioksidacijski kapacitet ružmarina i koprive 

Uzorcima ružmarina i koprive, hrvatskog i kineskog podrijetla, izmjeren je antioksidacijski 

kapacitet DPPH i ABTS metodama. Rezultati su prikazani na Slici 7. 

 
Slika 7.  Antioksidacijski kapacitet koprive i ružmarina izmjeren pomoću DPPH i ABTS 

metoda 

s.tv. – suha tvar uzorka; *-statistički značajna razlika (p<0,05) između uzoraka (unutar iste biljne vrste 
i metode određivanje antioksidacijskog kapaciteta) određena t-testom. 

Antioksidacijski kapacitet ružmarina, određen primjenom obje metode, nije se statistički 

značajno (p>0,05) razlikovao ovisno o podrijetlu. Tako je u hrvatskom ružmarinu DPPH 

metodom određen antioksidacijski kapacitet od 393,53 µmol Trolox g-1 s.tv., dok je u kineskom 

ružmarinu, istom metodom, izmjereno 396,02 µmol Trolox g-1 s.tv. Rezultati mjerenja ABTS 

metodom iznosili su 169,44 µmol Trolox g-1 s.tv. za hrvatski ružmarin te 167,78 µmol Trolox 

g-1 s.tv. za kineski ružmarin. Hrvatska kopriva pokazala je statistički značajno (p<0,05) veću 

vrijednost antioksidacijskog kapaciteta, određenog i DPPH i ABTS metodom, u odnosu na 

kinesku koprivu. Antioksidacijski kapacitet hrvatske koprive, određen DPPH metodom, iznosio 

je 137,92 µmol Trolox g-1 s.tv., a kineske 28,07 µmol Trolox g-1 s.tv. Prema ABTS metodi, 

antioksidacijski kapacitet hrvatske koprive iznosio je 131,18 µmol Trolox g-1 s.tv., a kineske 
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46,53 µmol Trolox g-1 s.tv. Rezultati su u skladu s udjelom ukupnih polifenola (poglavlje 4.2.), 

odnosno uzorci s većim udjelom polifenola, pokazali su veći antioksidacijski kapacitet.  

Otles i sur. [13] su, koristeći DPPH metodu, odredili antioksidacijski kapacitet koprive od 

110,39 mg EGK g-1 s.tv. Al-jaafreh i sur. [45] određivali su antioksidacijski kapacitet lista 

ružmarina od 138,3 mg EGK g-1 s.tv. U istom istraživanju provedeno je mjerenje 

antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom čija je vrijednost iznosila 125,33 mg Trolox g-1 

s.tv. 

4.4. Polifenolni profil uzoraka ružmarina i koprive 

U svrhu dobivanja detaljnijeg uvida u bioaktivni sastav ružmarina i koprive, hrvatskog i 

kineskog podrijetla, udio pojedinačnih polifenolnih spojeva određen je HPLC-DAD 

metodologijom. Rezultati su prikazani u Tablici 4. 

Tablica 4. Polifenolni profil uzoraka ružmarina i koprive 

Uzorak 

Ružmarinska 

kiselina 

(mg g-1 s. tv.) 

Kafeinska kiselina 

(mg g-1 s. tv.) 

Rutin 

(mg g-1 s. tv.) 

Kafeoil maleinska 

kiselina 

(mg g-1 s. tv.) 

Hrvatski ružmarin (HR) 13,61* 0,28* 1,47* / 

Kineski ružmarin (KR) 5,93* 0,52* 0,95* / 

Hrvatska kopriva (HK) / / / 1,97 

Kineska kopriva (KK) / / / / 
s.tv. – suha tvar uzorka; *-statistički značajna razlika (p<0,05) između uzoraka određena t-testom. 

 

U oba uzorka ružmarina, hrvatskog i kineskog podrijetla, identificirana su 3 polifenolna spoja: 

ružmarinska kiselina, kafeinska kiselina i rutin. U hrvatskom ružmarinu određeno je 13,61 mg 

g-1 s. tv. ružmarinske kiseline, 0,28 mg g-1 s.tv. kafeinske kiseline te 1,47 mg g-1 s.tv. rutina, a 

u kineskom ružmarinu 5,93 mg g-1 s.tv. ružmarinske kiseline, 0,52 mg g-1 s. tv. kafeinske 

kiseline te 0,95 mg g-1 s.tv. rutina. Uočena je statistički značajna (p<0,05) razlika u udjelu svih 

identificiranih polifenolnih spojeva u uzorcima ružmarina, ovisno o podrijetlu. U uzorku 

hrvatske koprive identificirana je je kafeoil maleinska kiselina u udjelu od 1,97 mg g-1 s.tv., a 

u uzorku kineske koprive ista nije bila prisutna.  

Li i sur. [47] analizirali su polifenolni profil ružmarina s područja Kine i objavili da je 

najzastupljeniji polifenolni spoj bila ružmarinska kiselina (5,22 mg g-1 s.tv.), a objavili su i 

prisutnost terpena, točnije, karnozola (1,24 mg g-1 s.tv.), karnozinske kiseline (2,51 mg g-1 

s.tv.), oleanolne kiseline (1,13 mg g-1 s.tv.) i ursolne kiseline (1,02 mg g-1 s.tv.). U istraživanju 
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Otles i sur. [13], najzastupljeniji polifenolni spojevi lista koprive bili su kafeinska i klorogenska 

kiselina (60,89 mg g-1 s.tv.), vanilinska kiselina (26,15 mg g-1 s.tv.) te rutin (21,85 mg g-1 s.tv.). 

Vajić i sur. [48] analizom polifenolnog sastava koprive, s područja Srbije, različitim 

ekstrakcijskim metodama dobili su rezultate udjela kafeoil maleinske kiseline u rasponu od 

75,8 do 106,1 g kafeinske kiseline mL-1 ovisno o duljini ekstrakcije.  

4.5. Udio klorofila u ružmarinu i koprivi 
U uzorcima ružmarina i koprive, hrvatskog i kineskog podrijetla, određen je udio klorofila a i b 

te ukupni klorofil, a rezultati su prikazani u Tablici 5. 

Tablica 5. Udio klorofila u ružmarinu i koprivi 

Uzorak 
Klorofil a 

(mg g-1 s.tv.) 

Klorofil b 

(mg g-1 s.tv.) 

Ukupni klorofil 

(mg g-1 s.tv.) 

Hrvatski ružmarin (HR) 0,22 ± 0,00* 0,99 ± 0,02* 0,37 ± 0,02* 

Kineski ružmarin (KR) 1,15 ± 0,01* 1,53 ± 0,01* 1,63 ± 0,00* 

Hrvatska kopriva (HK) 3,10 ± 0,03* 1,02 ± 0,02* 4,63 ± 0,04* 

Kineska kopriva (KK) 1,08 ± 0,19* 0,55 ± 0,08* 1,63 ± 0,20* 
s.tv. – suha tvar uzorka; *-statistički značajna razlika (p<0,05) između uzoraka (unutar iste biljne vrste) 
određena t-testom. 
 
Hrvatska kopriva, prema dobivenim rezultatima mjerenja, ima najveći udio ukupnog klorofila 

od 4,63 mg g-1 s.tv. Slijede ju kineska kopriva i kineski ružmarin, u udjelu od 1,63 mg g-1 s.tv., 

dok je u hrvatskom ružmarinu udio bio najniži (0,37 mg g-1 s.tv.). Između uzoraka unutar iste 

biljne vrste uočena je statistički (p<0,05) značajna razlika u udjelu ukupnog klorofila pri čemu  

je kineski ružmarin imao viši udio ukupnog klorofila od hrvatskog, a hrvatska kopriva viši udio 

ukupnog klorofila od kineske koprive. 

Repajić i sur. [49] određivali su udio ukupnog klorofila u listovima koprive u nizu uzoraka s 

kontinentalnog, priobalnog i planinskog područja Hrvatske. Rezultati su bili u rasponu od 0,04 

do 19,34 mg g-1 s.tv. te je utvrđeno da udio klorofila, osim o području rasta, ovisi i o fenološkoj 

fazi biljke. U istraživanju Andrade i sur. [27], udio ukupnog klorofila u ekstraktu listova 

ružmarina iznosio je 2,9 mg L-1. 

4.6. Senzorska analiza biljnih uzoraka 

Rezultati senzorske analize vodenih ekstrakata ružmarina i koprive, hrvatskog i kineskog 

podrijetla, prikazani su na Slici 8. Uz senzorsku analizu provedena je deskriptivna analiza 

prema kojoj su napravljeni kotači arome (Slika 9 i Slika 10). 
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Slika 8. Rezultati senzorske analize biljnih uzoraka 

 
 

 
 

Slika 9. Kotač arome za uzorke ružmarina 
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Slika 10. Kotač arome za uzorke koprive 
 
 
Najsnažniji intenzitet mirisa (7,4) određen je u ekstraktu HR te nešto niži u ekstraktima KR 

(6,2) i HK (6,2), dok je najslabiji intenzitet mirisa određen u ekstraktu KK (4,6). Oba uzorka 

ružmarina imala su znatno izraženiju gorčinu (HR=5,8; KR=6) od uzoraka koprive (HK=1,6; 

KK=1,4). Trpkost je također bila izraženija kod uzoraka ružmarina (KR,HR=2,6), dok je kod 

oba uzorka koprive ista bila vrlo slabo izražena (HK=1; KK=1,2). Svi uzorci pokazali su izrazito 

slabu slatkoću te su prosječne ocjene tog parametra za sve uzorke bile u rasponu od 1 do 2. 

Uzorci ružmarina bili su aromatičniji (KR=5,4; HR=5,2), u odnosu na uzorke koprive (HK=4,6; 

KK=3,6). Uzorci s najvećom prihvatljivošću bili su hrvatska kopriva (6,8) i kineski ružmarin 

(5,6), zatim hrvatski ružmarin (4,8), a na posljetku kineska kopriva (4,2). 

Prema deskriptivnoj analizi napravljeni su kotači arome za ružmarin (Slika 9) i koprivu (Slika 

10). U uzorcima ružmarina uočene su cvjetne, slatke, voćne, pržene i biljne arome, a posebno 

su se istaknule drvene, travnate, začinske arome ali i aroma jasmina i meda. Kod kopriva su 

se najviše isticale biljne arome povrća (špinat, krumpir, grah) i travnate arome. Od ostalih 

aroma, panelisti su zamijetili zemljano, čempres i mentu. 

4.7. Bioaktivni sastav novoformuliranih čokolada  

Uzimajući u obzir bioaktivni i senzorski profil ekstrakata, za formulaciju čokolada izabrani su 

ekstrakti kineskog ružmarina i hrvatske koprive. Obogaćenim čokoladama određen je udio 

ukupnih i pojedinačnih polifenola te antioksidacijski kapacitet. Rezultati su prikazani na Slici 

11 i Tablicama 6 i 7. 
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Slika 11. Udio ukupnih polifenola u čokoladama 

EGK-ekvivalenti galne kiseline; a-statistički značajna razlika u odnosu na ČB (p<0,05); b-statistički 
značajna razlika u odnosu na ČR (p<0,05); c-statistički značajna razlika u odnosu na ČK (p<0,05). 
Statistička obrada rezultata provedena je koristeći jednosmjerni ANOVA test i Tukey post-hoc test. 
 

Tablica 6. Udio pojedinačnih polifenolnih spojeva čokolada 

Uzorak 
Ružmarinska kiselina 

(mg g-1) 
Kafeinska kiselina 

(mg g-1) 
Rutin 

(mg g-1) 
Kafeoil maleinska kiselina 

(mg g-1) 
ČR 0,34 0,01 0,04 / 
ČK / / / 0,05 

 

Tablica 7. Antioksidacijski kapacitet čokolada  

Uzorak ABTS (µmol Trolox g-1) DPPH (µmol Trolox g-1) 

ČB 22,04 ± 0,19bc 23,75 ± 2,1bc 

ČR 63,74 ± 1,5ac 62,90 ± 0,4ac 

ČK 41,29 ± 0,7ab 38,11 ± 1,5ab 
a-statistički značajna razlika u odnosu na ČB (p<0,05); b-statistički značajna razlika u odnosu na ČR 
(p<0,05); c-statistički značajna razlika u odnosu na ČK (p<0,05). Statistička obrada rezultata provedena 
je koristeći jednosmjerni ANOVA test i Tukey post-hoc test. 
 

Dodatak ekstrakata ružmarina i koprive rezultirao je statistički značajnim (p<0,05) povećanjem 

udjela ukupnih polifenola u čokoladama. Najveći udio ukupnih polifenola (0,84 mg EGK g-1) 

određen je u čokoladi s dodatkom ružmarina, dok je u čokoladi s dodatkom koprive isti iznosio 

0,30 mg EGK g-1. U čokoladi s dodatkom ružmarina identificirani su isti polifenolni spojevi kao 

i u njegovom ekstraktu - najveći udio zabilježen je za ružmarinsku kiselinu (0,34 mg g-1), zatim 

za rutin (0,04 mg g-1) te za kafeinsku kiselinu (0,01 mg g-1), dok je u čokoladi s dodatkom 
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koprive, kao i u slučaju njezinog ekstrakta, identificirana samo kafeoil maleinska kiselina (0,05 

mg g-1). Čokolada s dodatkom ružmarina imala je veći i raznovrsniji profil polifenolnih spojeva 

što je u skladu s rezultatima određivanja antioksidacijskog kapaciteta. Najveći antioksidacijski 

kapacitet, primjenom obje metode, tako karakterizira čokoladu s dodatkom ružmarina (63,74 

i 62,90 µmol Trolox g-1).  

Poliński i sur. [50] formulirali su bijelu čokoladu s dodatkom 2 % matcha praha i moringe. 

DPPH metodom izmjeren je njihov antioksidacijski kapacitet te je za čokoladu s dodatkom 

matcha praha isti iznosio 53,7 µmol Trolox g-1, a za čokoladu s dodatkom praha moringe 7,5 

µmol Trolox g-1. ABTS metodom određeno je 74,9 µmol Trolox g-1 za čokoladu s matcha 

prahom, a za čokoladu s dodatkom moringe 9,3 µmol Trolox g-1. 

4.8. Senzorska analiza čokolada 

Na Slici 12 prikazana je fotografija novoformuliranih čokolada, a rezultati senzorske analize 

prikazani su na Slici 13.  

a) 

 

b) 

 

 

Slika 12. Čokolada s dodatkom ekstraka ružmarina (a) i ekstrakta koprive (b) 

 

Slika 13. Rezultati senzorske analize čokolada 
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Slatki okus bio je najizraženiji u kontrolnom uzorku ČB (7,9) dok je dodatak ružmarina i koprive 

rezultirao smanjenjem slatkoće (ČR=6,6; ČK=6,9). Dodatak ružmarina u bijelu čokoladu 

rezultirao je povećanjem gorčine (3,6) i trpkosti (3,3) dok su ta svojstva bila manje izražena 

dodatkom koprive (gorčina=3,6; trpkost=2,1). Panelisti su osjetili najizraženiji biljni okus kod 

ČR (6,8), a kod ČK on je bio slabijeg intenziteta (4,5). Intenzitet loma se kod obje čokolade s 

biljnim dodatkom smanjio te je dobio ocjenu 6. Čokolada s dodatkom koprive imala je najbolju 

opću prihvatljivost (7), sljedeća je bila bijela čokolada bez biljnih dodataka (6,3), a naposlijetku 

čokolada s dodatkom ružmarina (5,6). 

Poliński i sur. [49] napravili su bijele čokolade s dodatkom matcha praha i praha moringe te je 

provedena senzorska analiza i čokolada s dodatkom moringa praha bila je bolje ocjenjena 

(4,74/5). Čokolada s moringa prahom opisana je s iznimno poželjnim karakteristikama, a i 

sladak i mliječni okus bili su izraženiji kod te čokolade, što upućuje na to da je matcha prah 

bio okusom preintenzivan i maskirao okus čokolade. Panelisti nisu zabilježili prisutnost 

nepoželjnih aroma, a čokolada s dodatkom matcha praha imala je ujednačeniju boju. 

 

 

5. ZAKLJUČCI 
 

1. Udio ukupnih polifenola i antioksidacijski kapacitet hrvatskog i kineskog ružmarina nije 

bio statistički značajno različit, dok su kod uzoraka koprive uočene veće razlike, pri 

čemu je hrvatska kopriva imala viši udio ukupnih polifenola i veći antioksidacijski 

kapacitet.   

2. Ekstrakt hrvatske koprive ocijenjen je kao senzorski prihvatljiviji u odnosu na ekstrakt 

kineske koprive, dok je ekstrakt kineskog ružmarina bio senzorski prihvatljiviji od 

hrvatskog ružmarina.  

3. Dodatak ekstrakta ružmarina u bijelu čokoladu rezultirao je većim udjelom i 

raznovrsnijim profilom polifenolnih spojeva, kao i većim antioksidacijskim kapacitetom, 

u odnosu na kontrolni uzorak, ali je čokolada s dodatkom ekstrakta koprive bila 

senzorski bolje prihvaćena.  
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