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1. Uvod

Cokolada je jedan od najpoznatijih proizvoda u svijetu iako ima visoku energetsku vrijednost,
posebno visok udio Secera i masti (Beckett, 2009). Kako bi se poboljsala nutritivha svojstva
¢okolade, prvenstveno udio polifenola i koli¢ina prehrambenih vlakana, u ¢okoladu se dodaju
razli¢iti dodaci biljnog podrijetla bogati polifenolima i vlaknima, kao $to su komponente
dobivene od ginsenga, zelenog caja, ginka i guarane (BelS¢ak-Cvitanovic¢ i sur., 2012) te
dodatak posebne vrste sakura zelenog ¢aja tamnoj cokoladi (Martini i sur., 2017). Alternativni
izvori za dodatak prehrambenim proizvodima su poljoprivredni i prehrambeni nusprodukti.
Nusproizvodi prerade ploda kakaovca su primjer otpada ¢ijim se iskoriStavanjem zadovoljavaju
ekonomski, ali i ekoloski aspekti proizvodnje (Martinez i sur., 2012). Isto tako se mozZe
upotrijebiti mangov perikarp koji je jeftin ali u€inkovit nusprodukt prerade voca (Sim i sur.,

2016).

Kakaova ljuska nusproizvod je proizvodnje ¢okolade koji moze Ciniti 14-20 % udjela zrna
kakaovca. To €ini veliki postotak s obzirom na ukupnu proizvodnju i zato bi bilo bitno iskoristiti
taj nusproizvod na koristan nacin. Stoga se koristi kao izvor energije za proizvodnju biogoriva,
sastojak hrane za Zivotinje i sredstva za gnojenje. Osim toga ljuska je bogata polifenolima,
vlaknima, sadrzi metilksantine te vitamin D. Zahvaljujuéi tim znacajkama moze se iskoristiti

kao dodatak u proizvodnji funkcionalnih proizvoda (Okiyama i sur., 2017).

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj dodatka razli¢itih udjela kakaove ljuske na sastav i udio
polifenola i metilksantina u razli¢itim vrstama ¢okolade. Sastav i udio polifenola (galne kiseline,
kava kiseline, p-kumarinske kiseline, (+)-katehina, (-)-epikatehina, (-)-epikatehin galata) i
metilksantina (teobromina i kofeina) odreden je HPLC metodom, a udio ukupnih polifenola

spektrofotometrijskom metodom.
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2.1. COKOLADA

Omiljena slastica diljem svijeta, Cokolada, proizvodi se od biljke ploda Theobroma cacao $to u
doslovnom prijevodu znaci ,,hrana bogova“. Sastojci i udio bioaktivnih komponenti u toj biljci
te njihov pozitivan utjecaj na ljudski organizam opravdava takav naziv biljke (Wilson, 2015).
Udio aktivnih komponenti kao i kvaliteta Cokolade ovise o sirovini koja se koristi u proizvodniji,
njenom podrijetlu, tlu i klimi u kojoj sirovina raste (Gutierrez, 2017). Postoje 3 sorte kakaovca
Cije se sjemenke u danasnje vrijeme najvise koriste u proizvodnji, to su Forastero koji je
najcescée koristen, ¢ak 90 % globalne potrosnje spada na tu vrstu; Criollo, rjede koristen i koristi
se samo za proizvodnju najfinije Cokolade; Trinitario koji je hibrid dvije prethodne vrste
(Wilson, 2015). Prema Pravilniku o kakau i ¢okoladnim proizvodima, ¢okolada je proizvod
dobiven od kakaovih proizvoda i Se¢era te mora sadrzavati najmanje 35 % ukupne suhe tvari
kakaovih dijelova, a njih treba ciniti najmanje 18 % kakaovog maslaca i najmanje 14 %

bezmasne suhe tvari kakaovih dijelova (MPSVG, 2005).

Cokolada je jedna od najomiljenijih namirnica u svijetu zbog svog privlaénog izgleda, tamne
smede boje, ve¢inom kremaste teksture i slatkog ili slatko-gorkog okusa, ovisno o udjelu kakaa

(Slika 1) (Munjal i sur., 2019).

Slika 1 Tamna ¢okolada (Munjal i sur., 2019)

Razni tehnoloski postupci i uvjeti pod kojima se oni provode utjecu na kvalitetu ¢okolade. U
sluéaju proizvodnje ¢okolade okus i tekstura ovise o genetskoj vrsti kakaova zrna, sastojcima
koji su dodani u ¢okoladu i postupcima i metodama koristenim u razli¢itim stupnjevima
proizvodnje. Sve od prethodno navedenog mora se pazljivo kontrolirati da bi konacni produkt
bio zadovoljavajuci (Gutierrez, 2017). Nutricionisticki aspekti cokolade te samim time pozitivni

utjecaj cokolade na ¢ovjekovo zdravlje ovise o sastojcima od kojih je odredena vrsta ¢cokolade
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proizvedena. To je odredeni udio kakaovih spojeva, dodatak mlijecnih sirovina, Secera i ostalih
dodataka koji se mogu dodati ¢okoladi da bude privla¢nija i samim time bogatija pozitivnim
komponentama (npr. lje$njaci, bademi). Cokolada je bogata energijom, najvise
ugljikohidratima ali i mastima, $to se vidi u Tablici 1 (Beckett, 2009). Seceri, kao glavni sastojci,
imaju glavnu ulogu jer ne samo da pruzaju izvor energije i ugljikohidratni kostur ve¢ djeluju
kao signalne molekule koje utjecu na gensku ekspresiju i reguliraju je. Saharoza, nereducirajuci
disaharid, je jedan od glavnih transportnih Secera za raspodjelu ugljika unutar biljke, a u
sjiemenkama kakaa se saharoza pretvara u fruktozu i glukozu kod mladih biljaka. U zreloj fazi
rasta biljke iz saharoze i galaktinola nastaje rafinoza, a smatra se da pomaze u zastiti sjemenki

od abioti¢kog stresa, na primjer od hladnoce, suse i visokog saliniteta (Wang i sur., 2016).

Tablica 1 Sadrzaj makronutrijenata u ¢okoladi (Food Standards Agency, 2002)

Nutrijenti na 100 g

Proteini (g) Masti (g) Ugljikohidrati (g) Energija
Tip ¢okolade kcal kJ
Tamna 5,0 28,0 63,5 510 2137
Mlije¢na 7,7 30,7 56,9 520 2177
Bijela 8,0 30,9 58,3 529 2212
Punjena 4,9 21,3 62,9 447 1878

Masti u €okoladi su podrijetlom iz kakaovog maslaca koji je zapravo glavni izvor masti u
¢okoladi. Masti od kojih se sastoji kakaov maslac su najveéim dijelom zasi¢ena stearinska
kiselina (34 %), oleinska kiselina, koja je nezasi¢ena (34 %), te palmitinska kiselina (27 %) koja
je zasi¢ena masna kiselina. Dokazano je da stearinska kiselina, iako je zasiéena nema veéeg
utjecaja na povecanje udjela kolesterola u organizmu, dok je za oleinsku kiselinu dokazano ¢ak
pozitivno djelovanje na udio HDL (high density lipoprotein- lipoprotein velike gustoce)

kolesterola u organizmu (Beckett, 2009).

Osim glavnih sastojaka, tj. makronutrijenata, kakao i njegovi proizvodi sadrie i razne

mikronutrijente, tocnije vitamine i minerale. Posebno su prisutni minerali, od kojih u najvecoj
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mjeri: Zeljezo, bakar, cink, magnezij, fosfor, mangan i kalij, a svi oni imaju jako vazne uloge u
metabolizmu ljudskog tijela. Sto se ti¢e vitamina, oni su prisutni u manjoj mjeri u kakau, dok
se u kakaovom maslacu nalaze vitamin E i vitamin K. U ¢okoladi, kao proizvodu kojem se

dodaje mlijeko, nalaze se riboflavin (vitamin B2) i vitamin B12 (Beckett, 2009).

Proizvodnja cokolade

Jedan od kljuc¢nih koraka u proizvodnji ¢okolade je izbor sirovine, kakaovog zrna, i njegovo
podrijetlo. Kvaliteta kakaovog zrna odredena je mnogim ¢imbenicima: vrsti zrna, klimi i vrsti
tla gdje je raslo zrno (Guttierez, 2017). Vecina kakaovih zrna, otprilike 90 %, se proizvode u
Obali Bjelokosti, Ghani, Indoneziji, Nigeriji, Ekvadoru, Kamerunu i Brazilu (Okiyama i sur.,

2017).

Kakaovac raste u kiSnim podrucjima, preporucljivo je da padaline budu izmedu 1500 mm-2500
mm godisnje, podjednako rasporedenih kroz godinu. PoZeljno je da i vlaznost bude visoka, 70-
80 % tijekom dana, a tijekom veceri i do 100 %. Sto se ti¢e temperature zahtjevi su da je
temperatura u prosjeku 18 °C do maksimalnih 32 °C. Tlo na kojem raste kakaovac treba imati
pH od 5 do 7, Sto znaci neutralno do blago kiselo, a bitno je da je i duboko (1,5 m minimalno).
Svi ti zahtjevi su bitni jer tlo odreduje bitan ¢imbenik kvalitete kakaa, a to je sadrzaj kadmija
(Beckett, 2009). Koncentracija kadmija, olova, bakra i arsena je bitna zbog toga Sto se smatraju
toksi¢nim za Zivi organizam, oni se mogu naci u zrnima kakaa a samim time i ¢okoladi. Zbog
navedenog, Europska Komisija je odredila maksimalne vrijednosti teSkih metala koje smiju biti

prisutne u kakaovim zrnima (Vitola i Ciprovica, 2016).

Criollo kakaovac (Slika 2) sadrzi nekoliko aromati¢nih vrsta koje rastu u tropskom podrucju, taj
kakaovac se koristi za proizvodnju fine ¢okolade, punjenja i slojeva ¢okolade u proizvodima te
se moZe mijesati s drugim manje aromati¢nim vrstama kakaa da bi se kreirala razna druga
obiljezja ¢okolade. Kvalitetna obiljeZja po kojima se rangira kakaovo zrno, ali i diferencira, su
ukusnost, intenzitet kakaove arome i note badema. Kada plod kakaa dosegne zrelost bere se,
a ta zrelost se pokazuje kroz odredenu boju ploda koji moze biti Zut, crven ili ljubiéast, ovisno
o vrsti. Kakaovo zrno se sastoji od ljuske (egzokarp, mezokarp i endokarp), kotiledona i klice.
Nakon branja kakaovac se rasjeca i tada se odvaja kora, nakon toga zrna obavijena pulpom se

spremaju za fermentaciju (Guttierez, 2017).
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Slika 2 Criollo kakaovac sa Forastero tipom kakaovih zrna (ljubi¢asta zrna) (Guttierez, 2017)

Fermentacija je proces u kojem se svjeze sjemenke naslazu na hrpu ili u drvenu kutiju i tako
stoje pet dana. Ona je bitna zbog toga Sto se unistava pulpa koja obavija zrno, stvara se octena
kiselina, unistavaju mikroorganizmi te dolazi do biokemijskih i kemijskih promjena sastojaka
sjemenke zbog utjecaja prirodnih plijesni i bakterija koje se nalaze u pulpi. Razvitak prekursora
kakaovih aroma dogada se u kotiledonu tijekom fermentacije i susenja (Beckett, 2009). Zrna
se nakon tih procesa prze, tako se odvajaju od ljuske i uklanja visak vode, zrna za daljnji
transport trebaju imati vlaznost 7 do 8 % (Guttierez i Perez, 2015). Kakaova zrna se inace
pohranjuju i transportiraju u vreéama od jute, a tijekom transporta je bitno da ne dode do
vlaZenja suhih kakaovih zrna jer moze doci do rasta plijesni i samim time uniStavanja sirovine

(Beckett, 2009).

Prienje se smatra prvim korakom tehnoloske proizvodnje ¢okolade prilikom ¢ega se koriste
visoke temperature koje su bitne za nastanak Maillardovih reakcija. One su zasluine za
nastanak novih aromatskih spojeva iz prekursora nastalih u prethodnim procesima obrade.
Ljuska i klica se odvajaju nakon faze prienja, jer ona postaje lomljivija i lakSe se odvaja od zrna.
Presanjem kakaove mase, kakaovog loma, alkalizirane kakaove mase i alkaliziranog kakaovog
loma nastaje kakaov maslac. Nadalje, u proizvodnji ¢cokolade mogu se dodati Secer i mlijeko
(najcesée mlijeko u prahu) kod proizvodnje mlije¢ne cokolade (Barisi¢ i sur., 2019).
Mijesanjem, koje najcesée traje 20 do 30 minuta, se dobije ¢okoladna masa sa odredenim

svojstvima nakon ¢ega slijedi valcanje (Skrabal, 2009).

Kako mu samo ime kaZe, proces valcanja se najceS¢e provodi na mlinovima s valjcima. To je

postupak usitnjavanja Cestica bezmasne suhe tvari ¢okoladne mase mehanickom obradom u



2. Teorijski dio

ve¢ spomenutim mlinovima. Zahvaljujuéi valcanju dobije se odredena velicina i oblik ¢estica
koje su zasluZzne za lakSu i u€inkovitiju izradu mase te postizanje glatke teksture. Kod mlije¢nih
cokolada veli¢ina Cestica bi trebala biti do 65 um, a kod desertnih ¢okolada do 35 um (Ackar,

2020).

Nakon toga slijedi konciranje koje se mozZe podijeliti u tri faze. Tijekom prve faze (suho
konciranje) krute Cestice su pokrivene tankim slojem masti, vlaga se smanjuje na manje od 1
% i hlapivi spojevi nestaju. U drugoj fazi (pastozna faza) vlaga nestaje i okusi postaju
intenzivniji. Mokro konciranje (treca faza) je faza u kojoj ¢okoladna smjesa postaje tekuca i
homogenizirana. Konciranje je bitno jer se tako osigurava da su sve krute Cestice u masi

obloZzene masno¢om (Ackar, 2020).

Temperiranje je korak koji dolazi nakon konciranja, ono je zasluzno za dobivanje stabilne
kristalne konfiguracije kristala kakaovog maslaca ¢ime se osigurava sjajni izgled te dobar lom
cokolade (Guttierez, 2017). Prije nego se ¢okolada oblikuje iz tekuéeg u €vrsti oblik bitno je
dobro provesti temperiranje, to je tehnika kontroliranja kristalizacije kojom se dobiva stabilni

cvrsti oblik kakao maslaca (Beckett, 2009).

[Xistal Setor

mijevenje kakao-masa I
Secer u prahu [ kakao-maslac (3/4) |

“punomasno ili obrano
mlijeko u prahu i ostale
mlijegne preradeving

[ dodaci h
|

1. priprema zamjesa

doziranje | mijesanje
{gnjetenje)

[zamjes za Gokoladnu masu_|

M
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2. valcanje

(mijedanje) (kakao-maslac)
|

Y
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Ko

[ sirova Gokoladna masa

suho konciranje

kakao-maslac (1/4) H sredstva za
Y emulgiranje i

mokro kongiranje sprecavanje
|sivljenja, arome i

* dodaci
tokoladna masa I \_

3. kongiranje

(mlijeéna Eokoladna masa)

Slika 3 Shematski prikaz proizvodnje ¢okoladne mase (prilagodeno iz: Goldoni, 2004)
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2.2. BIOAKTIVNE KOMPONENTE U COKOLADI

Bioaktivne tvari su produkti sekundarnog metabolizma biljaka i imaju odredene uloge koje
vrSe u njima, kao Sto su obrana protiv mikroorganizama ili uloga signalnih molekula (Wollgast
i Anklam, 2000). Vecina studija naglasava pozitivne ucinke polifenola na zdravlje, no bitno je
spomenuti da su kakao i njegovi proizvodi bogati i metilksantinima. Polifenoli u kakau se
klasificiraju u tri glavne grupe: flavan-3-oli, antocijani i proantocijani, a Sto se tice
metilksantina, teobromin je najzastupljeniji, a u kakau se nalazi i oko 0,2 % kofeina (BelS¢ak i

sur., 2009).

Opcenito, polifenoli se sastoje od vise razli¢itih grupa molekula koje se razlikuju po kemijskim
strukturama. Zasluzni su za sve vedi interes za ,,super hranu” zbog toga Sto posjeduju dobra
antioksidativna svojstva i time pozZeljni pozitivni u€inak na ljudski organizam. Smatra se da
utje€u pozitivno na prevenciju raznih bolesti koje su povezane s oksidativnim stresom, kao Sto

su rak, kardiovaskularne i neurodegenerativne bolesti (Galanakis, 2018).

U istraZivanjima se najcescée koriste tamne ¢okolade sa visokim udjelom flavonoida jer se kod
proizvodnje takvih ¢okolada koriste posebne metode za ocuvanje flavonoida u kakaovim
zrnima. Takvim metodama se moze ocuvati i do 70 % flavonoida koji su prisutni u konacnom
proizvodu. U intervencijskim studijama se tamna cokolada koristi i zbog toga Sto sadrzi vise
bezmasne suhe tvari kakaovca od ostalih ¢okolada dok se bijela ¢okolada manje koristi u
istraZivanjima jer ne sadrzi bezmasnu suhu tvar kakaovca vec je pravljena samo od kakaovog
maslacai Secera. Mlije¢na i tamna ¢okolada su one koje trebaju imati odredeni udio flavonoida
i time bolje antioksidacijsko djelovanje (Abbe i Amin, 2008). Na primjer, od dvadeset osam
raznih klinickih studija koje navodi Cooper (2008), dvije su koristile mlije¢nu ¢okoladu. Jedna
od navedenih studija koja je objavljena u ¢asopisu Nature je pokazala da 100 g tamne ¢okolade
povedava antioksidacijski kapacitet, ali se taj kapacitet smanjuje uz konzumaciju 200 mL
mlijeka ili kad se uzima 200 g mlijecne ¢okolade. Hipoteza je bila ta da mlije¢ni proteini vezu
polifenole i tako otezavaju apsorpciju u gastrointestinalnom traktu, no studije nakon te nisu
pokazale takva odstupanja, ali nisu ni nasla razlog zbog kojeg je to dokazano u prethodnoj

studiji (Cooper, 2008).

Bitno je naglasiti da su faktori koji utjecu na kvalitetu i kvantitetu kakaa i njegovih proizvoda
pod utjecajima raznih stvari na koje je bitno paziti od uzgoja pa sve do konaénog proizvoda jer

se razliitim postupcima mozZe smanjiti udio polifenola. Osim toga, joS uvijek se treba
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odgovoriti na mnoga pitanja koja se ti¢u bioraspoloZivosti i antioksidacijskih svojstava koji

utjecu na bioloski sustav (Abbe i Amin, 2008).

2.2.1. Polifenoli

Polifenoli su grupa prirodnih spojeva s fenolnom skupinom u strukturi molekule, ali takoder i
molekule koje sadrze fenolni prsten kao $to su fenolne kiseline i alkoholi. To su sekundarni
metaboliti biljaka, najrasirenija klasa metabolita u prirodi. Sastav biljnih polifenola je jako
varijabilan kako kvalitativno tako i kvantitativno, neki metaboliti mogu biti Siroko
rasprostranjeni dok su drugi ograniceni na samo odredene vrste. Polifenole moZemo podijeliti
na fenolne kiseline, flavonoide, stilbene, lignine i ostale. Flavonoide dijelimo na flavonole

(Slika 4), flavone, flavanole, antocijane i izoflavone (Galanakis, 2018).

Slika 4 Osnovna struktura flavonola (Abbe i Amin, 2008)

Flavonoli su naj¢esce prisutni u hrani, od kojih su najpoznatiji kvercetin i kampeferol. Biljke
koje imaju najvecu koncentraciju tih spojeva su crveni luk, kelj, poriluk, brokula te od voéa
borovnice. Crno vino i ¢aj takoder sadrze visoki udio flavonola, ¢ak do 45 mg flavonola/L.
Flavoni su manje prisutni u vocéu i povréu od flavonola, a neki od rijetkih izvora flavona su
persin i celer. Sto se ti¢e flavonona oni se najvise nalaze u raj¢icama, aromati¢nim biljkama
(npr. menta) i u visokim koncentracijama u citrusnom vocu. Soja je glavni izvor izoflavonola u
prehrani, a jos se nalaze i u leguminozama. Katehini, polimerna forma flavonola, prisutni su u
marelicama, crnom vinu, ali najvise u zelenom ¢aju i ¢okoladi. Antocijani u ljudskoj prehrani
su prisutni najviSe i najéeS¢e u voéu, a moze se povuéi i paralela s intenzitetom boje i
koncentracije antocijana u biljkama. Osim vocéa, mogu se nadi i u crnom vinu, nekim Zitaricama

te u nekim vrstama lisnatog i korjenastog povrca. U prirodnom stanju kakaove sjemenke se ne
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mogu jesti zbog jako gorkog okusa za koji su zasluzne visoke koncentracije polifenola

(Galanakis, 2018).

Ultee i van Dorsen su prvi identificirali glavni polifenol u kakau 1909. godine te ga nazvali
kakaool, empirijska formula tog spoja je bila C16H160s. Vise od 20 godina nakon toga pocele su
polemike oko toga da je taj spoj zapravo katehin s empirijskom formulom C16H160s, No tada
su taj spoj imenovali L-akatehinom $to takoder nije bilo to¢no. Nakon toga znanstvenici su se
slozZili da taj spoj nije L-akatehin veé su katehini i epikatehini zapravo stereoizomeri. Zaklju¢eno
je da se kakaova zrna sastoje najvecim dijelom od Cetiri vrste katehina od kojih je (-)-epikatehin

najznacajniji te je njegov udio u tom sastavu ¢ak 92 % (Abbe i Amin, 2008).

Kao sto je ve¢ spomenuto kakao i ¢okolada su bogati polifenolima, a sadrzaj polifenola u
nefermentiranim kakaovim zrnima je otprilike 37 % flavan-3-ola, 4 % antocijana i 58 %
proantocijana. Katehini, podvrsta flavanola, ¢ine ¢ak do 29-30 % cjelokupnih polifenola. Od
katehina u kakau i njegovim proizvodima nalaze se (-)-epikatehini, (+)-katehini, (+)-

galokatehini i (-)-epigalokatehini ¢iju kemijsku strukturu mozemo vidjeti na Slici 5 (BarisSi¢ i

sur., 2019).
o oH aH o
|\ T 2 o :,/,‘L.___ OH ‘/:’_I . _-OH
HO o O ‘\;,| HO. SN N | OO L\ ! HO O /“f”
[ ' b | ]
v \\‘//‘“‘OH | S -'I'DH WECINGET nl T \G"
OH oM OH OH
(+)-katehin (-)-katehin (-)-epikatehin (+)-epikatehin

(+)-galokatehin (#)-epigalotehin

Slika 5 Struktura glavnih katehina u kakau i ¢okoladi (Barisi¢ i sur., 2019)

Antocijanidini se dijele na Sest osnovnih skupina: pelargonidin, cijanidin, delfinidin, peonidin,
petunidin i malvidin (Slika 6), a vezanjem Secera (glukoza, ramnoza, galaktoza i dr.) na njih

nastaju molekule antocijanina. Antocijanini dalje mogu biti acilirani raznim hidroksicimetnim
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ili alifatskim kiselinama. Najces¢e su to kava, p-kumarinska, ferulicna kiselina od
hidroksicimetnih te od alifatskih octena, jabucna i oksalna. Monomerne molekule flavanola
mogu se povezivati u oligo- ili polimerne spojeve koji se zovu proantocijanidini i tanini (Ackar,
2020). Od antocijana glavni spojevi koji se nalaze u kakau su cijanidin-3-a-L-arabinozid i
cijanidin-3-B-D-galaktozid, dok su u sluc¢aju procijanidina to dimeri, trimeri ili oligomeri flavan-

3,4-diola, a B2 i B5 su najcesc¢i (Andujar i sur., 2012).

Antocijanidini R, R,
R Pelargonidin H H
_;.:l:\x _OH Cijanidin OH H
HO_~_0Os ,I“I ‘ Delfinidin OH  OH
I( H ’\\] o 02 Peonidin OCH, H
Y "OH Petunidin OH OCH,
OH Malvidin OCH, OCH,

Slika 6 Osnovni antocijani i njihova kemijska struktura (Ackar, 2020)

U zadnjih 20 i viSe godina razne studije su pokazale pozitivan utjecaj kakaovih flavonoida na
ljudsko zdravlje. Jedan od takvih utjecaja je onaj na kardiovaskularni sustav. Kardioprotektivni
ucinak se dogada zbog antioksidacijskog kapaciteta flavonoida koji potje¢u od prethodno
navedenih monomera i oligomera u kakau i ¢okoladi. Medutim, saznanja su bazirana na
kratkom trajanju istraZivanja izmedu 4 dana do 6 tjedana stoga su moguca i druga istrazivanja
na duzi period. Bitno je objediniti utjecaj i vaznost bioraspolozivosti kao i antioksidacijskih
utjecaja na organizam (Abbe i Amin, 2008). Adamson i sur. (1999) su pokazali da sadrzaj
polifenola pozitivho povezan s antioksidacijskim svojstvima kod in vitro uvjeta, ali smatraju da
to ne bi bio slucaj kod in vivo istrazivanja niti kod ljudi. No, postoje neke studije koje nisu
uspjele dokazati antioksidacijska svojstva u slu€aju suplementacije kakaom, naime,
suplementacija kakaa tijekom Cetiri tjedna poboljsala je funkciju trombocita kod zdravih ljudi,
ali nije dokazana korelacija izmedu utjecaja kakaa i antioksidacijskog statusa plazme. Takoder,
dokazano je smanjenje LDL (engl. low density lipoprotein, hrv. lipoprotein niske gustoce)
oksidacije koja je rani indikator razvoja kardiovaskularnih bolesti. Ukljucivanje tamne ¢okolade

u prehranu tijekom tri tjedna je kod subjekata istrazivanja znacajno povecalo koli¢inu HDL

12
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kolesterola, ali kao ni kod smanjenja oksidacije LDL-a nije imala utjecaj na antioksidacijska
svojstva u plazmi. U drugim istraZivanjima se pokazalo da odredena koli¢ina kakaove mase
sprje¢ava razvoj hiperglikemije kod pretilih miseva s dijabetesom, a prijasnja istrazivanja su
pokazala da kakaov prah koji se suplementirao cetiri tjedna na istim takvim misSevima je
pokazao cak i hipolipidemijska i hipoglikemijska svojstva. Kakaov prah ima i antikancerogena
svojstva Sto se pokazalo u in vivo studijama, smatra se da je kakaov ekstrakt smanjio aktivnost
tumor marker enzima tijekom hepatokarcinogeneze. Osim toga, suplementacija kakaovim
prahom znacajno smanjuje incidenciju karcinoma prostate, uz to suplementacija je pokazala

produZeni Zivot i kognitivne performanse Stakora koji su imali tumor (Abbe i Amin, 2008).

2.2.2. Metilksantini

Metilksantini su purinski alkaloidi Sto znaci da su to spojevi sa sustavom spojenih pirimidinskih
i imidazolnih prstena. U prirodi se pojavljuju kao metilni derivati ksantina. Metilksantini su
slabo topljivi u vodi i etanolu. Teofilin i teobromin su amfoterni spojevi sto znac¢i da mogu
djelovati kao kiseline ali i baze, svojstva kiselina imaju zbog vodikovih atoma imidne grupe, a
bazi¢na svojstva imaju zahvaljujuci duSikovu atomu. Za razliku od prethodno navedenih, kofein

nema svojstva kiselina (Andreeva i sur., 2012).

Metilksantini su bitni bioaktivni spojevi koji pozitivno djeluju na ljudski organizam. Najrasireniji
i najpoznatiji su kofein, teofilin i teobromin (Slika 7). Ti spojevi se najc¢es¢e nalaze u ¢aju i
ostalom liséu biljaka, siemenkama kave, kakaovim sjemenkama i kola sjemenkama (Andreeva
i sur., 2012). Teobromin je glavni metilksantin prisutan u kakau koji ¢ini 4 % bezmasnog dijela
kakaa, kofein Cini 0,2 %, a teofilin je prisutan u manjim koliCcinama. Teobromin je prisutan
veéim dijelom samo u kotiledonu zrna, a kofein i 3-metilksantin su glavni alkaloidi u zrelom

perikarpu (Abbe i Amin, 2008).

13
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Slika 7 Prikaz tri glavna metilksantina u kakau (Abbe i Amin, 2008)

Sva tri najznacajnija metilksantina imaju pozitivne ucinke na organizam. Kofein stimulira
centralni nervni sustav, kardiovaskularni i respiratorni sustav, dok su teofilin i teobromin
spojevi koji relaksiraju i umiruju misi¢e (Buiarelliisur., 2019). Takoder, dobro su poznati ucinci

i na gastrointestinalni i renalni sustav (Hernandez-Hernandez i sur., 2018).

Sve nabrojene pozitivne strane metilksantina se koriste u farmakoloske svrhe za proizvodnju
lijekova i dodataka prehrani. Kod takve upotrebe bitno je paziti na dozu, metilksantini
prethodno prolaze kroz temeljite kontrole koncentracije jer povisene doze mogu imati i
negativne posljedice (Andreevaisur., 2012). Tako npr. kofein u veéim koli¢inama moZe dovesti

do negativnih posljedica na reproduktivno zdravlje (Abbe i Amin, 2008).

Razlika u koncentraciji koja djeluje negativno ili pozitivno je dosta mala, stoga je vazno paziti
na vrijednosti metilksantina u proizvodima, npr. terapeutski u¢inak teobromina se odnosi na
10-20 pg/mL u krvnom serumu dok je toksi¢na doza ve¢ od 20 pg/mL. Medutim, bitno je
naglasiti da se joS ne znaju to¢ni mehanizmi djelovanja metilksantina zbog ¢ega su sve ¢esca
istrazivanja o njihovom ucinku na bioloske tekuéine, posebno S3to se tie studija
farmakokinetickih i farmakodinamiénih metilksantina. Bitno je ograniéiti i odrediti unos
metilksantina u hrani, na primjer ¢okoladi i energetskim pi¢ima koja sadrze veée koncentracije
kofeina. Stoga su odredene optimalne vrijednosti za unos kofeina po danu koje prema

Americkoj Agenciji za hranu i lijekove iznose 200 mg/L dnevno (Abbe i Amin, 2008).

Vecina studija naglasava pozitivni u¢inak polifenola na zdravlje, no jo$ nije dokazano jesu li

polifenoli sami zasluzni za to ili djeluju sinergic¢ki s metilksanitinima, tj. da li metilksantini
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pojaCavaju pozitivni ucinak polifenola. Ujedno, moguce je i obrnuto djelovanje, da
metilksantini umanjuju pozitivan ucinak polifenola na organizam. Zbog navedenih,
kontradiktornih rezultata, sve se vise studija bavi djelovanjem metilksantina na polifenole kao
bi dosli do zajednickog znanstvenog konsenzusa. Tako se smatra da kofein ima prooksidativni
ucinak, ali isto tako moze imati antioksidacijski u¢inak kao i teofilin i teobromin u odredenim
fizioloSkim uvjetima. No, postoje istraZivanja koja tvrde da teobromin i kofein nemaju ni
antioksidacijska niti prooksidacijska svojstva. Stoga se moze zakljuéiti da su potreba daljnja
istrazivanja i na tu temu. Dokazano je da suplementacija 5 mg kofeina po kilogramu tjelesne
mase smanjuje postprandijalni inzulin kod bolesnika dijabetesa tipa 2. Nadalje metilksantini
su inhibirali fosfodiesteraze i pri tome povisili intracelularnu koncentraciju AMP-a (cikli¢ni
adenozin monofosfat) koji je ukljuen u regulaciju izlucivanja inzulina i proizvodnje glukoze u
jetri. Zbog toga se smatra da prisutnost metilksantina moze imati pozitivni ucinak na
metabolizam glukoze. U daljnjim studijama pokazano je da teobromin utje¢e na hormonsku
lipazu u adipoznom tkivu koja hidrolizira triacilglicerole na slobodne masne kiseline i glicerol.
Osim toga, teobromin utjece pozitivno na rak, on ima potencijalno inhibicijsko djelovanje na
angiogenezu kod raka jajnika tako Sto utjece na proizvodnju faktora rasta. Bitno je naglasiti da
prevelike koli¢éine teobromina mogu imati negativne posljedice kao npr. na spolnu
reprodukciju pa cak i smrtnost kod laboratorijskih miseva. Smrtnost kod Stakora se povezuje
sa sr¢anim problemima koji se dogadaju kod velikih doza teobromina. Kod trudnica je posebno
bitno paziti na unos metilksantina, tocnije kofeina kroz kavu ili kakaove proizvode jer se lako

apsorbira kroz placentu i mogu dovesti do retardacije rasta ploda (Abbe i Amin, 2008).
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2.3. DODACI COKOLADI

Razvitak funkcionalne hrane je posljednjih godina posebno pojacan zbog sve veéeg interesa
ljudi za zdravim Zivotom i nutritivno bogatom hranom. lako kakao i njegovi proizvodi imaju
dosta visoke koncentracije vrijednih komponenata kao Sto su polifenoli i metilksantini,
znanstvenici i prehrambeni inZenjeri ih pokusSavaju Sto viSe obogatiti bioaktivnim
komponentama koje su od znacenja za organizam. Neki od takvih proizvoda su kakao prah koji
sadrzi visoke vrijednosti polifenola; probioticka ¢okolada; ¢okolada sa izomaltozom; whey
cokolada koja je proizvedena bez Seéera; tamne ¢okolade koje sadrie kamilicu, B vitamine,
vitamin D i C. Dakle, moZzemo vidjeti da se u proizvode dodaju polisaharidi ili vlakna kao
zamjene za masti te razni umjetni zasladivaci, probiotici i ekstrakti (Slika 8) (BelS¢ak-Cvitanovic¢

i sur., 2012).

ASTOR I

ASTOR

Slika 8 Slika primjera ¢okolade s prirodnim ekstraktima (Web izvor 1)

Rijetko kad se ¢okolade obogacuju prirodno dobivenim polifenolnim spojevima, a kada to je
slu¢aj najéesce se koriste komponente dobivene od ginsenga, zelenog ¢aja, ginka i guarane
(Bels¢ak-Cvitanovi¢ i sur., 2012). Tako imamo primjer gdje je tamnoj ¢okoladi dodan sakura
zeleni ¢aj i samim time je dobivena ¢okolada obogaéena polifenolima. Njihove vrijednosti su
bile ¢ak 49 % vise epikatehina i 43 % vise flavan-3-ola nego u obi¢noj tamnoj ¢okoladi (Martini
i sur., 2017). Jo$ jedan od primjera dodataka polifenola iz alternativnih izvora je dodatak
poljoprivrednih i prehrambenih nusprodukata. Uporaba tih nusprodukata osim Sto dobro
utjecu na udio polifenola u proizvodima smanjuje otpad koji nastaje te tako ima i bitan utjecaj

na ekologiju. Tako se moze upotrijebiti mangov perikarp koji je jeftini nusprodukt, a dodatak
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samo 3 % tog praha poboljSava udio bioaktivnih komponenti u ¢okoladi u koju je dodan (Sim i

sur., 2016).

Cokoladi se moZe dodati jedan od nusprodukata proizvodnje nje same, kakaova ljuska. Naime
ljuska se odvoji od kotiledona zrna kakaa koji se dalje koristiti za proizvodnju kakaova prahai
ostalih kakaovih proizvoda (Guttierez, 2017). Ljusku bi bilo dobro dodavati, osim zbog
ekoloskih razloga, zbog toga Sto sadrzi tvari koje pozitivno djeluju na organizam (polifenole,
metilksantine, topiva i netopiva vlakna) i njihov dodatak ¢okoladi moze poboljsati nutritivnhu
vrijednost proizvoda. Inace se kao izvor vlakana dodaju inulin i polidekstroza koji se koriste

kao zamjene za Seder te se dodaju na pocetku procesa proizvodnje (Barisi¢ i sur., 2020).

Rezultati analiza pokazali su da se kakaova ljuska sastoji od priblizno 45 % peptickih
polisaharida, oko 20 % hemiceluloze, otprilike 35 % celuloze te jako malo lignina. Osim toga
istrazivanja su pokazala da ljuska sadrzi i priblizno 9 % pektina. U tim istrazivanjima se koristila
AOAC metoda za odredivanje sadrzaja vlakana $to neki znanstvenici ne podrzavaju i predlazu
modifikaciju metode da bi se sadrzaj vlakana mogao podrobnije odrediti (Okiyama i sur.,

2017).

Od kakaovih nusprodukata, kakaova ljuska ima najveéu koli¢inu fenolnih spojeva u svom
sastavu. Stoga se smatra izvrsnim izvorom za obogadivanje i poboljSavanje svojstava proizvoda
bioaktivnim komponentama zbog niske cijene kakaove ljuske. Smatra se da je velika koli¢ina
polifenola u kakaovoj ljusci prisutna zbog toga Sto polifenolni spojevi migriraju iz kotiledona u
ljusku. Kotiledon zrna je inace skladiste polifenola. U kakaovoj ljusci su detektirani i
proantocijanidi, sekundarni metaboliti koji takoder imaju bioloSku ulogu i antioksidacijsku
aktivnost. Proantocijanidi su najée$c¢e tanini te mogu biti monomeri ili dugolanéani polimeri

(Okiyama i sur., 2017).
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2.4. METODE ODREDIVANIJA BIOAKTIVNIH KOMPONENTI

Kako je sve vede zanimanje za hranu bogatu polifenolima te ostalim bioaktivnim
komponentama, tako je veca i potraznja za metodama kojima se mogu determinirati i
kvantificirati odredeni spojevi. Unato¢ mnogim istrazivanjima jo$ uvijek je tesko naci prave
metode za separaciju i kvantifikaciju polifenola posebno ako se radi o razli¢itim skupinama
polifenolnih spojeva (Ignat i sur., 2011). Metodologija koja ¢e se koristiti u istraZivanju ovisi o
tome koji je cilj metode. Moze se: odrediti jesu li flavonoidi prisutni u odredenoj grupi biljaka,
izolirati flavonoide iz biljaka u kojima se zna da su prisutni, odrediti koncentraciju odredenih
flavonoida u biljkama u kojima se nalaze te identifikacija izoliranog i procis¢enog flavonoida.
Za grubu kvantifikaciju polifenola koriste se kolorimetrijske metode veéinom zbog
jednostavnosti i visoke osjetljivosti. Neke od tih metoda su Folin-Ciocalteu i Prussian-Blue
metode za ukupne polifenole te vanilin-HCl test za katehine i butanol-HCl za proantocijanidi.
Specifi¢niji rezultati se danas sve ¢eSée dobiju upotrebom kromatografskih tehnika kao Sto su:
tankoslojna kromatografija (eng. TLC-thin-layer chromatography), visokotla¢na tekucinska
kromatografija (eng. HPLC-high-performance liquid chromatography) i kapilarna elektroforeza
(eng. CE-capillary electrophoresis). Sve navedene tehnike se mogu koristiti za kvantitativne i

kvalitativne analize te za izolaciju i prociséavanje (Harvey, 2000).

2.4.1. Spektroskopske metode

Spektroskopija je grana znanosti koja se bavi svjetlos¢u (vidljivim zracenjem) razlu¢éenom u
valnim duljinama koja daje spektar koji je specificno odreden samo za jednu tvar. Osim
proucavanja vidljive svjetlosti, spektroskopija danas ukljuéuje proucavanje i drugih vrsta
elektromagnetskog zracenja kao Sto su X-zrake, ultraljubi¢asto (UV), infracrveno (IR),
mikrovalno i radiofrekvencijsko zrac¢enje (Harvey, 2000). VaZzne su kod analize i istrazivanja jer
daju velik broj kvantitativnih i kvalitativnih informacija te je granica identifikacije u Sirokom

rasponu, od nekoliko pikograma do nekoliko grama (Matijevi¢ i Blazi¢, 2008).

Elektromagnetsko zracenje ima valna i svojstva Cestica. Spektralne analize su zasnovane na
mjerenju energije zracenja koje moze biti apsorbirano (prelazak u visa energetska stanja) ili
emitirano (prelazak iz pobudenog u osnovno stanje). Apsorpcija u vidljivom dijelu spektra se
izvodi na tekuéinama i ¢vrstim tijelima, ali ve¢inom se mjeri koli¢ina propustene svjetlosti kroz

obojenu otopinu i nakon prolaska te svjetlosti smanjenje poéetnog intenziteta. Ta pojava se
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zasniva na Lambert-Beerovom zakonu (Harvey, 2000). Prema tom zakonu se intenzitet svjetla
monokromatskog snopa, koji prolazi kroz odredene tvari, smanjuje uslijed apsorpcije zracenja,
pritom je koli¢ina svjetla koju medij apsorbira proporcionalna koncentraciji medija i duljini

puta svjetlosti (Skoog i sur., 2007).

Instrumenti koji se koriste u kvalitativnoj analizi su fotometri i spektrofotometri. Fotometri
koriste filtere koji propustaju razli¢ito podrucje spektra, ovisno o boji uzorka. Prikladan filter
bi trebao imati boju komplementarnu uzorku da moze propustiti odredene valne duljine

svjetlosti (Harvey,2000).

U istraZzivanju Nsor-Atindana i sur. (2012) odredivali su koncentraciju ukupnih fenolnih
komponenti u razli¢itim ekstraktima kakaove ljuske upravo spektroskopskom metodom.
Nakon priprave uzorka, tj. otapanja i ekstrakcije, dodao se Folin-Ciocalteu reagens i natrijev
karbonat te se odredila ukupna koli¢ina fenola. Apsorbancija je o¢itana na 750 nm. Nakon toga
su se odredili ukupni flavonoidi kolorimetrijskom metodom s aluminijevim kloridom te se
mjerila apsorbancija na 510 nm. Koristili su razli¢ita otapala i prema tome su dobili razli¢itu
koli¢éinu fenola i flavonoida. O polarnosti otapala ovisi koli¢ina otopljenih fenolnih
komponenti. Prema autorima rada, najmanje polarno otapalo (aceton) od primijenjenih ima
najvecu, dok najpolarnije otapalo (voda) najmanju mo¢ ekstrakcije polifenola (Nsor-Atindana

i sur., 2012).

Yapo i sur. (2013) su proveli slicno istrazivanje, koristili su Cetiri razli¢ita otapala: 80 %-tni
etanol, 60 %-tni aceton, vodu i zakiseljeni butanol. Prve tri frakcije su spojene te su
okarakterizirali ukupne fenolne komponente kao topljive fenolne komponente kao Sto su
proantocijani i tanini. Zadnja frakcija sastojala se od depolimeriziranih kondenziranih tanina
netopljivih u organskim otapalima. Koli¢ina ukupnih fenola je izrazena prema galnoj kiselini
(GAE, eng. gallic acid equivalent — ekvivalent galne kiseline). Ustanovljena je koncentracija

topljivih fenolnih komponenti u kakaovoj ljusci od 26,71 + 4,52 mg GAE/g suhe tvari.

2.4.2. Kromatografske metode

Kromatografija podrazumijeva Sirok raspon metoda koje se primjenjuju za odjeljivanje i
analizu smjesa spojeva. Primjenjuje se za istodobnu separaciju, identifikaciju i kvantifikaciju

spojeva. Prilikom kromatografske analize smjesa razliCitih sastojaka uzorka ulazi u kolonu
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(kolonska kromatografija) ili na kromatografsku plohu (plosna kromatografija), pri cemu se
spojevi uzorka razdjeljuju izmedu pokretne i nepokretne faze od kojih se sastoji kolona/ploha.
Sastojci smjese uzorka posjeduju razli¢ite afinitete prema pokretnoj i nepokretnoj fazi te s
obzirom da putuju samo u pokretnoj fazi dolazi do razli¢itih brzina putovanja kroz kolonu
ovisno o afinitetu prema pokretnoj, odnosno nepokretnoj fazi. Upravo ta razlika u relativnim
brzinama putovanja omogucuje veliku selektivnost tehnike, samo je bitno paziti da izbor faza
bude najbolji mogudi s obzirom na prirodu ispitivanog spoja, prirodu ravnoteze u sustavu i vezi
izmedu ispitivanog spoja i nepokretne (stacionarne) faze (ASperger i sur., 2019). Tipi¢na
kolonska kromatografija (Slika 9) koristi proces eluiranja pri éemu se komponente ispiru kroz
kolonu dodavanjem Cistog otapala. Komponente koje su se odijelile na koloni se uz pomo¢
detektora prikazuju kao kromatogram na kojem moZemo vidjeti odredene pikove iz kojih se
mogu identificirati i kvantificirati pojedine komponente. Takva identifikacija je moguca

pomocu vremena zadrzavanja, a kvantifikacija preko veli¢ine pika (Harvey, 2000).

Koncentracija spoja

]

I _ FES LY

Udaljenost niz kalonu

Slika 9 Prikaz eluiranja kod kolonske kromatografije i kromatogram (Harvey, 2000)

Kromatografske metode mogu se podijeliti i s obzirom na agregatno stanje pokretne faze, te
prema tom kriteriju razlikujemo plinsku kromatografiju, tekucinsku kromatografiju i fluidnu
kromatografiju pri superkritiénim uvjetima. Tekucinsku kromatografiju moZzemo s obzirom na
mehanizam odjeljivanja podijeliti na: razdjelnu (particijsku), adsorpcijsku, ionsko-

izmjenjivacku, afinitetnu i kromatografiju isklju¢enjem (Skoog i sur., 2007).

Jedna od najvise koristenih kromatografskih tehnika je HPLC (high-performance liquid

chromatography), tj. visoko tla¢na tekucinska kromatografija. HPLC metoda je toliko Cesto
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koristena jer ima visoku osjetljivost, to¢nost kod kvantitativnhog odredivanja i pogodna je za

odredivanje raznih nehlapivih i termicki osjetljivih komponenti.

Kod navedene kromatografije tekudi ili kruti uzorak, koji se prethodno otopi u odgovaraju¢em
otapalu, se provodi kroz kromatografsku kolonu pomocu tekuée pokretne faze. Separacija je
odredena interakcijom izmedu otapala i stacionarne faze, adsorpcijom izmedu tekudine i
krutine, interakcijom tekudine i tekucine u ovisnosti o polarnosti, veli¢inom cestica,

razmjenom iona i interakcijom izmedu otopine uzorka i mobilne faze (Harvey, 2000).

Tipicni HPLC uredaj ukljucuje dvije kolone, analiticku kolonu koja sluzi za odjeljivanje i
pretkolonu koja sluZi za prociséavanje uzorka, tj. otklanjanje Cestica koje bi mogle ometati
analizu, a samim time produZuje vijek trajanja analiticke kolone. Kolone su sredisnji dio
uredaja Ciji odabir ovisi o komponentama u uzorku i mehanizmu odjeljivanja. Osim kolona,
dijelovi HPLC uredaja su: rezervoar s mobilnom fazom, crpka, detektor i pisac (ili racunalo).
Pomocu crpke se iz rezervoara doprema mobilna faza. Detektori sluZze da na osnovu nekog
fizikalnog ili kemijskog svojstva komponente registriraju njenu prisutnost u analiziranom
uzorku. Mogu registrirati komponentu na temelju promjene nekog svojstva pokretne faze, kao
Sto su detektor indeksa loma ili konduktometrijski detektor. Takvi detektori rade na osnovi
indirektne detekcije, a postoje i oni koji direktno detektiraju sastojke na temelju njihovih
svojstava. U takve detektore ubrajaju se apsorpcijski, fluorimetrijski i amperometrijski
(elektrokemijski) detektori. Informacije koje daje detektor se biljeze i tako nastaje

kromatogram koji je prikaz odziva detektora u vremenu (Skoog i sur., 2007).

Wollst i Anklam (2000) su u svom istrazivanju nakon pripremanja uzorka i ekstrakcije spojeva
koristili viSe kromatografskih tehnika i to: papirnu kromatografiju, plinsku te tankoslojnu
kromatografiju, ali ipak najveéi naglasak stavljaju na HPLC metodu. Ona se pokazala kao
najbitnija zbog visoke rezolucije, ucinkovitosti i reproducibilnosti, zbog relativho kratkog
trajanja, zbog toga Sto ne utjece na hlapivost spoja te jer se metoda lako moze uklopiti s raznim
detektorima. Osim toga, naglasili su da se u vecini slu¢ajeva koristi kromatografija obrnutih
faza koja se sastoji od C18 nepokretne faze na silikagelu gdje je veli¢ina éestica 3-10 um.
Vecinom se koristi gradijentno eluiranje kod kojeg su najéesce otapala koja se koriste vodene
otopine octene, mravlje ili fosforne kiseline kao jedno otapalo te metanol ili acetonitril kao

drugo. Detektor koji se u ovakvim istrazivanjima ve¢inom koristi je detektor s nizom dioda. On
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ima prednost nad ostalim detektorima zato $to moze analizirati viSe valnih duljina odjednom,

identificirati komponente pomodu pikova i odrediti ¢istocu pikova.

Natsume i sur. (2000) su u svojoj studiji izmedu ostalih tvari kvantificirali polifenole u tamnoj
Cokoladi. Ukupne polifenole su mijerili Prussian Blue metodom koristeéi epikatehin kao
standard. HPLC metodom odredeni su sljedeci polifenoli: katehin, epikatehin, procijanidin B2,

procijanidin C1, cinamtanin A2, a u Tablici 2 prikazani su rezultati istrazivanja.

Tablica 2 Sadrzaj polifenola u Sest vrsta tamne Cokolade (Natsume i sur., 2000)

Tamna cokolada Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 Uzorak 5 Uzorak 6
Ukupni polifenoli (%) 1,59 1,52 2,13 1,23 2,11 1,71
PR-LC
Katehin (%) 0,027 0,022 0,038 0,023 0,032 0,026
Epikatehin (%) 0,067 0,072 0,122 0,050 0,124 0,085
RP-LC/MS
Procijanidin B2 (%) 0,034 0,032 0,046 0,021 0,054 0,032
Procijanidin C1 (%) 0,022 0,024 0,033 0,013 0,044 0,020
Cinamtanin A2 (%) 0,040 0,056 0,065 0,029 0,086 0,047
Gal-EC-EC (%) 0,004 0,005 0,006 0,004 0,008 0,004

U studiji Bussyja i sur. (2020) su opisani razvoj, validacija i primjena novih metoda za
odredivanje flavonola i procijanida u kakau. Pristup je bio taj da se flavonoli i procijanidi
detektiraju i kvantificiraju na osnovi fluorescencije. HPLC-HILIC-FLD metoda je idealna opcija
za zamjenu nespecificnih metoda koje se joS uvijek koriste za identifikaciju i kvantifikaciju
flavanola i procijanidina kao Sto su Porterov test, Folin-Ciocalteu ili ORAC. Za njih se smatra da
nisu prikladni za karakterizaciju ovih spojeva iako su koristeni u ispitnim materijalima prijasnjih

studija u kojima se utjecalo na prehranu ispitanika. Ovakva metoda daje vaznije informacije o
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prirodnim spojevima, pomaze u razlikovanju kakaovih produkata te daje detaljnije informacije

o sastojcima $to se mozZe iskoristiti kod krivotvorenja kakaovih proizvoda.

U istrazivanju Ramli i sur. (2001) provedena je analiza metilksantina i polifenola u kakau i
cokoladnim proizvodima. Za odjeljivanje je koristena p-Bondapak 10 um kolona (30 cm x 4,0
mm), a kao mobilna faza metanol, octena kiselina i voda u omjeru 20:1:79. Ova metoda je
omogucila brzu identifikaciju, visoku reproducibilnost i linearnost Sirokog raspona ispitivanih
vrsta spojeva. Rezultati istrazivanja prikazani su u Tablici 3, a iz ove studije se moze zakljuditi
da su najvise koli¢ine teobromina i kofeina bile u tamnoj cokoladi. Ukupni polifenoli kretali su
se od 45 do 52 mg/g u ¢okoladnoj masi, 34 do 60 mg/g u kakaovim sjemenkama i 20 do 62
mg/g u kakaovom prahu (Ramli i sur., 2001).

Tablica 3. HPLC analiza teobromina i kofeina u ¢okoladi (Ramli i sur., 2001)

Uzorak Tamna cokolada Mlijecna c¢okolada Bijela ¢okolada
Teobromin Kofein Teobromin Kofein Teobromin Kofein
Prosjecna
vrijednost 0,74 0,06 0,93 0,08 0,56 0,04
(mg/g)
Raspon 036-1,04  003-009 082104 006009 036070  0,030,07
(mg/g)
Koeficijent 3,64 5,49 3,73 4,84 3,56 5,52

varijacije (%)
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak ovog rada bio je ispitati utjecaj dodatka razli¢itih udjela kakaove ljuske na sastav i udio
polifenola i metilksantina u razli¢itim vrstama ¢okolade. Sastav i udio polifenola (galne kiseline,
kava kiseline, p-kumarinske kiseline, (+)-katehina, (-)-epikatehina, (-)-epikatehin galata) i
metilksantina (teobromina i kofeina) odreden je HPLC metodom, a udio ukupnih polifenola

spektrofotometrijskom metodom.

3.2. MATERUALI I METODE

3.2.1. Materijali

Za proizvodnju ¢okolade koriStena je kakaova masa (tvrtka DGF iz Francuske, na trZiste stavlja
tvrtka Gourmandise). Osim kakaove mase koristile su se dvije vrste kakaove ljuske, jedna
netretirana kakaova ljuska (nusproizvod nakon przenja kakaovog zrna pri 135 °C, 55 minuta)
te druga, kakaova ljuska tretirana visokonaponskim elektri¢nim praznjenjem. Osim navedenih
koristile su se jo$ sljedece sirovine: kakaov maslac (tvrtka DGF iz Francuske, na trziste stavlja
tvrtka Gourmandise), Seéer u prahu (tvrtka DGF iz Francuske, na trziSte stavlja tvrtka
Gourmandise) te lecitin (tvrtka Azelis Croatia d.0.0.). Cokolada sa osnovnim sastojcima (bez
kakaove ljuske) se mijeSala ukupno 3 h. Sve sirovine su dodane na pocetku osim emulgatora
koji je dodan nakon 2 h te vanilina koji je dodan nakon 2,5 h mijesSanja. Kakaova ljuska, dodana
uz kakaov maslac pola sata prije ostalih sirovina, koristila se samljevena, prosijana na sitima i
odvojene su frakcije ispod 71 um. Temperatura kupelji je bila 55 °C, a brzina mijesanja 60
okretaja po min za sve recepture. Za mlije€ne ¢okolade koristeno je 3 kg kuglica, a za tamne
2,5 kuglica. Za proizvodnju ¢okolada s dodatkom kakaove ljuske na pocetku su dodani kakaov
maslac i kakaova ljuska, a nakon pola sata ostatak sirovina. Nakon 2,5 h dodani su emulgatori

te nakon 3 h vanilin. Ukupno vrijeme mijeSanja za ovakve ¢okolade je bilo 3,5 h.
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Tablica 4 Recepture ¢okolada koristenih u istrazivanju

OZNAKA UZORKA

RECEPTURA

kakaova masa 14,74 %, kakaov maslac 24,83 %, Secer u prahu 45 %, mlijeko u prahu 15

MO %, lecitin 0,4 %, vanilin 0,03 %
MN2.5 kakaova masa 12,24 %, netretirana kakaova ljuska 2,5 %, kakaov maslac 24,83 %, Secer
! u prahu 45 %, mlijeko u prahu 15 %, lecitin 0,4 %, vanilin 0,03 %
MN5 kakaova masa 9,74 %, netretirana kakaova ljuska 5 %, kakaov maslac 24,83 %, Secer u
prahu 45 %, mlijeko u prahu 15 %, lecitin 0,4 %, vanilin 0,03 %
MNS-SIRUTKA kakaova masa 9,74 %, netretirana kakaova ljuska 5 %, kakaov maslac 24,83 %, Secer u
prahu 45 %, mlijeko u prahu 10 %, sirutka 5 %, lecitin 0,4 %, vanilin 0,03 %
MN5-PALMINA kakaova masa 9,74 %, netretirana kakaova ljuska 5 %, kakaov maslac 19,83 %, palmina
MAST mast 5 %, Secer u prahu 45 %, mlijeko u prahu 15 %, lecitin 0,4 %, vanilin 0,03 %
MN5-KOKOSOVA | kakaova masa 9,74 %, netretirana kakaova ljuska 5 %, kakaov maslac 19,83 %, kokosova
MAST mast 5 %, Secer u prahu 45 %, mlijeko u prahu 15 %, lecitin 0,4 %, vanilin 0,03 %

MNS5-LEC+PGPR

kakaova masa 9,74 %, netretirana kakaova ljuska 5 %, kakaov maslac 24,83 %, Secer u
prahu 45 %, mlijeko u prahu 15 %, lecitin (LEC) 0,2 %, PGPR (poliglicerol poliricinoleat)
0,2 %, vanilin 0,03 %

kakaova masa 12,24 %, tretirana kakaova ljuska 2,5 %, kakaov maslac 24,83 %, Secer u

MT2 .. .. ..
= prahu 45 %, mlijeko u prahu 15 %, lecitin 0,4 %, vanilin 0,03 %
MTS kakaova masa 9,74 %, tretirana kakaova ljuska 5 %, kakaov maslac 24,83 %, Secer 45 %,
mlijeko 15 %, lecitin 0,4 %, vanilin 0,03 %
0 kakaova masa 36 %, kakaov maslac 21,57 %, Secer u prahu 42 %, lecitin 0,4 %, vanilin
0,03 %
NS kakaova masa 31 %, netretirana kakaova ljuska 5 %, kakaov maslac 21,57 %, Secer u
prahu 42 %, lecitin 0,4 %, vanilin 0,03 %
TN10 kakaova masa 26 %, netretirana kakaova ljuska 10 %, kakaov maslac 21,57 %, Secer u
prahu 42 %, lecitin 0,4 %, vanilin 0,03 %
TN1S kakaova masa 21 %, netretirana kakaova ljuska 15 %, kakaov maslac 21,57 %, Secer u

prahu 42 %, lecitin 0,4 %, vanilin 0,03 %

TN15-PALMINA

kakaova masa 21 %, netretirana kakaova ljuska 15 %, kakaov maslac 16,57 %, palmina

MAST mast 5 %, Secer u prahu 42 %, lecitin 0,4 %, vanilin 0,03 %
TN15-KOKOSOVA | kakaova masa 21 %, netretirana kakaova ljuska 15 %, kakaov maslac 16,57 %, kokosova
MAST mast 5 %, Secer u prahu 42 %, lecitin 0,4 %, vanilin 0,03 %

TN15-LEC+PGPR

kakaova masa 21 %, netretirana kakaova ljuska 15 %, kakaov maslac 21,57 %, Secer u
prahu 42 %, lecitin (LEC) 0,2 %, PGPR 0,2 %, vanilin 0,03 %

kakaova masa 31 %, tretirana kakaova ljuska 5 %, kakaov maslac 21,57 %, Secer u prahu

HE 42 %, lecitin 0,4 %, vanilin 0,03 %

10 kakaova masa 26 %, tretirana kakaova ljuska 10 %, kakaov maslac 21,57 %, Secer 42 %,
lecitin 0,4 %, vanilin 0,03 %

TT15 kakaova masa 21 %, tretirana kakaova ljuska 15 %, kakaov maslac 21,57 %, Secer u

prahu 42 %, lecitin 0,4 %, vanilin 0,03 %

3.2.2. Kromatografska metoda

Za odredivanje bioaktivnih komponenti koristena je HPLC metoda prema Barisi¢ i sur. (2020)
sa apsorpcijskim detektorom. Analiza je provedena na HPLC uredaju proizvodaca Shimadzu
koji se sastoji od kvarterne crpke LC-20AD, komore za kolonu CTO-20AC, pretkolone,

detektora s nizom dioda (PDA, engl. photo diode array) SPD-M20A i autosamplera SIL-10 AF.
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Odjeljivanje komponenti se izvrsilo na HPLC koloni Inertsil ODS-3V (GL Sciences), dimenzija
250 x 4,6 cm, sa velicinama cestica punila od 5 um. Upravljanje sustavom provedeno je uz

pomoc¢ racunalnog programa LabSolution Life (Release 5.52).

Svi standardi i reagensi koji su koristeni za analizu su bili HPLC Cistoce: (-)-epikatehin (EPI)
(Cistoce 290 %), (+)-katehin (KAT) (Cistoce 2 99 %), (-)-epikatehin galat (EPG) (Cistoce 98,59 %),
galna kiselina (GK) (Cistoce 95,5 %), p-kumarinska kiselina (p-KK) (¢istoce > 98 %), teobromin
(TEQ) (Cistoce = 99 %), kofein (KOF) (Cistoce = 99 %), kava kiselina (CK) (Cistoce > 98 %).
Standardi metilksantina i fenolnih komponenti su kupljeni od proizvodaca Sigma Aldrich (St.

Louis, SAD).

Kao pokretna faza koriSteni su metanol, Cistoée = 99,9 % (J.T.Baker, Nizozemska) i 1 %-tna
mravlja kiselina, Cistoce 98-100 % (Scharlau Chemie, Spanjolska). Tijekom analize uvjeti
gradijentog eluiranja bili su sljedeci: poc¢etni udio metanola u mobilnoj fazi bio je 10 %. Zatim
je slijedilo linearno povecanje udjela metanola do 32 % u 15. minuti odnosno 40 % u 25. minuti
analize. Udio metanola od 40 % zadrzan je sljedeéih 5 minuta, a zatim se linearno povecavao
do 60 % u 30. minuti. U sljedeé¢ih 5 minuta udio metanola u mobilnoj fazi smanjio se na
pocetnih 10 %. Volumen injektiranja uzorka je iznosio 20 pL, protok mobilne faze podesen je
na 0,8 mL/min, a temperatura kolone i detektora na 30 °C. Snimanje spektra je provedeno u
rasponu valnih duljina od 200 do 400 nm, dok je detekcija komponenti izvrSena na valnoj
duljini od 278 nm. Identifikacija odijeljenih komponenti provedena je na osnovu vremena
zadrZavanja te usporedbe apsorpcijskih spektara komponenti u uzorcima kakaove ljuske sa
spektrima standarda. Kvantifikacija komponenti je izvrSena metodom vanjske kalibracije, a za
svaku komponentu je izradena kalibracijska krivulja s otopinama standarda. Dobiveni
kromatografski podaci su usporedivani s podacima kalibracijske krivulje svake pojedine

komponente.

Za analizu je odvagano 3,00 g uzorka ¢okolade te je izvrSena ekstrakcija tri puta sa po 10 mL
n-heksana (Carlo Erba Reagents, Italija), HPLC Cistoce, da bi se uklonili lipidi. Nakon zadnjeg
dekantiranja n-heksana talog je prenesen na filter papir i susen na zraku 24 sata. Uslijedila je
ekstrakcija suhog, odmaséenog uzorka s 5 mL 70 %-tnog metanola (J.T.Baker, Nizozemska)
HPLC Cistoce te 30 minuta ekstrakcije u ultrazvuénoj kupelji. Nakon ekstrakcije, uzorak se
centrifugirao 10 minuta na 3000 rpm, a supernatant se dekantirao u odmjernu tikvicu od 10

mL. Postupak ekstrakcije u ultrazvuénoj kupelji i centrifugiranje je ponovljeno jos jednom s
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istom koli¢inom 70 %-tnog metanola (5 mL). Nakon spajanja ekstrakata odmjerna tikvica je
nadopunjena do oznake 70 %-tnim metanolom. Tako dobiveni ekstrakt se ¢uvao na -18 °C.
Prije injektiranja u HPLC uredaj, ekstrakt je profiltriran kroz membranski filter promjera

0,45 um.

3.2.3. Odredivanje ukupnih fenola

Za odredivanje ukupnih fenolnih komponenti u uzorcima upotrebljavala se
spektrofotometrijska metoda prema Singleton i sur. (1999). Za pripremu uzoraka koristen je
metanolni ekstrakt koji je pripremljen za HPLC analizu. Temperiran je na sobnu temperaturu i
homogeniziran te je nakon toga 100 pL preneseno u odmjernu tikvicu od 10 mL i poslije toga
dodano 6 mL vode i 500 pL nerazrijedenog Folin-Ciocalteu reagensa (Kemika, Hrvatska). U
Sestoj minuti od dodatka reagensa je dodano 1,5 mL prethodno pripremljene otopine 20 %-
tnog natrijevog karbonata (p.a. Cistoée) te je na kraju tikvica nadopunjena vodom do oznake.
Tako pripremljeni uzorci stajali su dva sata u tamnom na sobnoj temperaturi. Uz uzorke je
priredena i slijepa proba. Mjerenje se vrsilo na spektrofotometru UV-1800 proizvodaca

Shimadzu, na valnoj duljini od 760 nm.

Za kvantifikaciju komponenti je izradena kalibracijska krivulja, a kao standard je koriStena
galna kiselina (Sigma-Aldrich, SAD). Koncentracijski raspon se kretao od 0,14 do 1,0 mg/mL

galne kiseline.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. UDIO METILKSANTINA | FENOLNIH KOMPOMENTI

Identifikacija bioaktivnih komponenti u ¢okoladama odredenih HPLC metodom se vrsi na
temelju usporedbe vremena zadrZavanja komponenti uzoraka cokolada s vremenima

zadrZavanja standarda koji su analizirani pod istim radnim uvjetima (Slika 10).

mAU

500 ¥ PDAMulti 1 278nm,4nm
1 h

7 x

| O O

400 o

] 5 Lg“

300+

200} o

N o

4 o0 w

i w

| |

. -

[ [ I ) I ] 1

0 5 10 15 20 25 30 35

min
Slika 10 Kromatogram standarda ispitivanih bioaktivnih komponenti pri 278 nm (GK, galna

kiselina; TEO, teobromin; KAT, (+)-katehin; KOF, kofein; EPI, (-)-epikatehin; CK, kava kiselina;

EPG, (-)-epikatehin galat; p-KK, p-kumarinska kiselina)

HPLC analiza se provodila tako da su bile pripremljene po tri ekstrakcije svakog od 19
analiziranih uzoraka ¢okolada. Tablice 5 i 6 prikazuju srednje vrijednosti tri mjerenja fenolnih
komponenti i metilksantina u uzorcima cokolada. Usporedujuéi te dvije tablice vidi se znatno
vedi udio bioaktivnih komponenti kod tamnih ¢okolada nego kod mlije¢nih ¢okolada jer je vedi

udio kakaove mase u ¢okoladama (Tablica 4).
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 5 Udio metilksantina i fenolnih komponenti u analiziranim mlije¢nim ¢okoladama

OZNAKA Udio (mg/g)
UZORKA TEO KOF KAT EPI EPG GK CK p-KK
MO 3,198+ | 0,339+ | 0,237+ | 0,242+ | 0,215¢ 0,014 + 0,004+ | 0,014«
0,139 0,028 0,019 0,019 0,018 0,001 0,001 0,000
MN2 5 2,799+ | 0,287+ | 0,165+ | 0,171+ | 0,338+ 0,011 ¢ 0,002+ | 0,014+
! 0,171 0,024 0,012 0,012 0,040 0,001 0,000 0,000
MNS 3,056+ | 0,338+ | 0,183+ | 0,184+ | 0,410+ 0,011 ¢ 0,004+ | 0,013+
0,009 0,004 0,003 0,002 0,040 0,000 0,000 0,001
2,932+ | 0,304+ | 0,167 | 0,173+ | 0,364+ 0,014 + 0,004+ | 0,009
MNS-SIRUTKA 0,030 0,003 0,002 0,002 0,029 0,001 0,000 0,005
MN5-PALMINA 2,843+ | 0,270+ | 0,249+ | 0,154+ | 0,182 0,010t 0,002+ | 0,013
MAST 0,041 0,004 0,004 0,004 0,003 0,000 0,000 0,000
KO&/IONSSC;VA 2,868+ | 0,288+ | 0,162+ | 0,166+ | 0,185+ 0,011 ¢ 0,003+ | 0,014+
MAST 0,057 0,004 0,004 0,005 0,024 0,000 0,001 0,002

2,992+ | 0,311+ | 0,167+ | 0,176+ | 0,304+ | 0,010+ | 0,004+ | 0,012+
0,071 0,010 0,007 0,005 0,063 0,000 0,000 0,000

3,029+ | 0,327+ | 0,202+ | 0,204+ | 0,244+ | 0,010+ | 0,004+ | 0,014+
0,068 0,015 0,009 0,009 0,021 0,001 0,000 0,001

2,146+ | 0,211+ | 0,113+ | 0,120+ | 0,201+ | 0,005+ | 0,000+ | 0,013
0,100 0,011 0,006 0,008 0,016 0,001 0,000 0,001

MNS5-LEC+PGPR

MT2,5

MT5

GK, galna kiselina; EPI, (-)-epikatehin; KAT, (+)-katehin; EPG, (-)-epikatehin galat; TEO, teobromin; KOF, kofein; CK, kava

kiselina; p-KK, p-kumarinska kiselina

Iz Tablice 5 moZe se vidjeti da je udio metilksantina teobromina i kofeina veci nego udio
fenolnih komponenti u svim mlije€nim ¢okoladama koje su analizirane. Promatrajuci uzorke i
njihove recepture iz Tablice 4 moze se zakljuciti da se kod ¢okolada gdje je dodana kakaova
ljuska smanjuje udio bioaktivnih komponenti, svih osim udjela (-) epikatehin galata (EPG) ciji
se udio povecao dodatkom kakaove ljuske kod vecine analiziranih ¢okolada. Teobromin je
najzastupljenija komponenta u svim mlije¢nim ¢okoladama, a najvisi mu je udio u uzorku MO
(mlije¢na ¢okolada bez dodatka kakaove ljuske) u iznosu od 3,198 + 0,139 mg/g (Tablica 5). S
obzirom na to da je taj uzorak sadrzavao najveci postotak kakaove mase (14,74 %) (Tablica 4),
najveci udio teobromina u navedenom uzorku u odnosu na ostale analizirane mlijecne
cokolade bio je i za oCekivati. Najmanji udio teobromina ima uzorak MT5 (mlije¢na ¢okolada

sa dodatkom 5 % tretirane kakaove ljuske), a iznosi 2,146 + 0,100 mg/g.

Takoder, dodatkom kakaove ljuske smanjuje se udio kako teobromina kao i ostalih bioaktivnih
komponenti, osim EPG, upravo zbog toga Sto se smanjuje udio kakaove mase. Usporedivsi
uzorke sliéne recepture koje se razlikuju ponajvise u postotku kakaove ljuske u sastavu, npr.

uzorci MO, MN2,5 i MN5 (Tablica 5), vidljivo je da uzorak MO ima najvisi udio bioaktivnih
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spojeva od ta tri uzorka. MO je mlije¢na ¢okolada bez kakaove ljuske stoga ima veci postotak
kakaove mase zbog ¢ega i jesu najviSe razine analiziranih spojeva. MN2,5 u svom sastavu sadrZzi
2,5 % netretirane ljuske, a MN5 sadrzi 5 % netretirane ljuske, posto je u pitanju netretirana
kakaova ljuska udijeli antioksidacijskih spojeva su visi kod MN5 uzorka. Usporedbom MT2,5 i
MT5 uzoraka (Tablica 4 i 5) vidi se da povedanjem udjela tretirane kakaove ljuske u sastavu
smanjuje udio bioaktivnih spojeva $to se moZe pripisati utjecaju procesiranja kakaove ljuske

prije dodatka u ¢okoladu.

Receptura i posljedi¢ni sastav uzorka je bitan za usporedbu rezultata kod odredenih ¢okolada.
Cilj je dobiti nutritivno bogatiji proizvod ¢ime se smatra Cokolada sa $to vec¢im udjelom
bioaktivnih komponenti. Tako se dalje mogu usporediti uzorci MN5-sirutka, MN5-palmina
mast, MN5-kokosova mast, MN5-LEC+PGPR (Tablica 5 i 4), oni imaju isti postotak kakaove
ljuske (5 %) ali razli¢it sastav mlijeCne sirovine (ili dio emulgatora) u recepturi. MozZe se
primijetiti da uzorak koji u sastavu ima sirutku ima veci udio bioaktivnih komponenti dok su
palmina i kokosova mast sli¢ne Sto se tic¢e udjela istih. Uzorak u koji su dodani lecitin i PGPR je

po vrijednostima sli¢an uzorku sa sirutkom.

U Tablici 6 se nalaze podaci o udjelu metilksantina i fenolnih spojeva u tamnim ¢okoladama,
iz koje se vidi se da su najzastupljenije bioaktivne komponente teobromin i kofein, zatim

(-)-epikatehin te (+)-katehin bez obzira da li je dodana kakaova ljuska ili ne.
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Tablica 6 Udio metilksantina i fenolnih komponenti u analiziranim tamnim ¢okoladama

OZNAKA Udio (mg/g)

UZORKA TEO KOF KAT EPI EPG GK CK p-KK

T0 4,819 + 0,887 0,667 £ 0,701 £ 0,272 £ 0,042 0,032 ¢ 0,024
0,082 0,079 0,065 0,073 0,033 0,005 0,005 0,004

NS 4,621 + 0,856 0,596 0,613t 0,346 0,041 + 0,028 £ 0,023
0,042 0,012 0,008 0,015 0,013 0,001 0,002 0,001

TN1O 4,326 0,738 £ 0,464 + 0,471+ 0,295 ¢ 0,039 0,021 £ 0,017
0,016 0,045 0,030 0,032 0,029 0,002 0,002 0,000

NS 4,171+ | 0,653+ | 0,379+ | 0,384+ | 0,289+ | 0,035+ | 0,019+ | 0,018+
0,066 0,026 0,027 0,019 0,019 0,001 0,001 0,001

TN15-PALMINA 4,221 + 0,669 £ 0,410t 0,417 £ 0,273 £ 0,039 0,024 0,020 £
MAST 0,023 0,008 0,015 0,005 0,016 0,004 0,001 0,000

KO-:—(21$50_VA 4,043 0,614 + 0,355+ 0,362t 0,237 £ 0,032 ¢ 0,017 £ 0,017
MAST 0,013 0,015 0,008 0,007 0,006 0,001 0,000 0,000

4,103+ | 0,690+ 0,394 + 0,404 + 0,335+ 0,039+ 0,020 + 0,018 +
0,071 0,007 0,006 0,012 0,016 0,001 0,002 0,001
4,568+ | 0,812+ 0,553 + 0,561 + 0,431+ 0,033 + 0,023 + 0,021+

TN15-LEC+PGPR

> 0,061 0,031 0,018 0,029 0,036 0,001 0,003 0,005

710 4,665 * 0,683 = 0,393 0,473 + 0,382 + 0,030+ 0,027 + 0,022 +
0,528 0,032 0,027 0,050 0,044 0,007 0,010 0,010

TT15 3,771 0,562 + 0,319+ 0,280 + 0,403 = 0,019 + 0,000 0,013

0,106 0,036 0,021 0,020 0,037 0,002 0,000 0,000

GK, galna kiselina; EPI, (-)-epikatehin; KAT, (+)-katehin; EPG, (-)-epikatehin galat; TEO, teobromin; KOF, kofein; CK, kava

kiselina; p-KK, p-kumarinska kiselina

Rezultati analize ukazuju na to da je najzastupljenija bioaktivna komponenta teobrominito u
uzorku TO koji sadrZi najvisi udio kakaove mase (36 %) (4,819 + 0,082 mg/g), a najmanju
koli¢inu teobromina ima uzorak TT15 (tamna ¢okolada sa dodatkom 15 % tretirane kakaove
ljuske) te ona iznosi 3,771 + 0,106 mg/g. Ostali uzorci tamne ¢okolade (TN5, TN10, TN15), koji
se razlikuju samo u udjelu netretirane kakaove ljuske, imaju manji udio teobromina i svih
ostalih bioaktivnih spojeva. Razlog smanjenju teobromina u ¢okoladama sa dodatkom ljuske
je taj Sto se dodatkom kakaove ljuske smanjuje udio kakaove mase u kojoj se nalazi veéi udio
tih spojeva. Smanjuje se udio svih bioaktivnih komponenti osim udjela (-)-epikatehin galata
(EPG). Sliéne su usporedbe rezultata i kod uzoraka tamnih ¢okolada s dodatkom tretirane
kakaove ljuske u udjelima 5 %, 10 % i 15 % (TT5, TT10 i TT15). Kod takvih ¢okolada vidljivo je
smanjenje udjela bioaktivnih komponenti s poveéanjem udjela kakaove ljuske (Tablica 6), s

izuzetkom udjela (-)-epikatehin galata (EPG).

Ostale tamne ¢okolade TN15-palmina mast, TN15-kokosova mast, TN15-LEC+PGPR imaju isti

udio netretirane kakaove ljuske, ali je razlika u dodanim emulgatorima i zamjenskim mastima.
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Iz Tablice 6 se vidi da je najpovoljniji utjecaj na sastav ispitivanih bioaktivnih komponentiimala
palmina mast te su vrijednosti svih ispitivanih bioaktivnih komponenti najvise. Slijedi je uzorak
TN15-LEC+PGPR koja ima visi udio bioaktivnih spojeva od ¢okolade koja u svom sastavu sadrzi

kokosovu mast.

Kada se usporede uzorci iste recepture, istog udjela kakaove ljuske, ali razli¢ito tretirane ljuske
vidljivo je da uzorci koji sadrze netretiranu ljusku imaju visi udio bioaktivnih komponenti. Vise
je primjera za usporedbu, npr. koli¢ina teobromina u TT5 i TN5, kod TN5 uzorka ona iznosi
4,621 + 0,042 mg/g, a kod TT5 iznosi 4,568 + 0,061 mg/g (Tablica 6). Isto tako usporedi li se
udio (+)-katehina kod uzoraka TN10 i TT10 dolazi se do istog zaklju¢ka, TN10 sadrzi 0,464 +
0,030 mg/g, a TT10 sadrzi 0,393 + 0,027 mg/g (Tablica 6). Dakle, udio bioaktivnih tvari u
cokoladi se razlikuje i ovisi o tome kakva kakaova ljuska je u sastavu recepture, uzorci s
netretiranom kakaovom ljuskom imaju visi udio bioaktivnih tvari od onih koje u sastavu sadrze

tretiranu ljusku.

Glavne bioaktivne komponente tamnih cCokolada bez i sa dodatkom kakaove ljuske su
teobromin i kofein, (-)-epikatehin te (+)-katehin. U ¢okoladama gdje je dodana kakaova ljuska
bio je manji udio bioaktivnih komponenti, uz izuzetak udjela (-)-epikatehin galata (EPG) Ciji se
udio poveéao dodatkom kakaove ljuske kod gotovo svih analiziranih ¢okolada. Obzirom da je
u uzorcima cokolada u koje je dodana kakaova ljuska, manji udio kakaove mase, dobiveni

rezultati su ocekivani.
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4.2. UDIO UKUPNIH FENOLA

Spektrofotometrijskom metodom je odreden ukupni udio fenolnih komponenti u ispitivanim

uzorcima ¢okolada (Tablica 7).

Tablica 7 Udio ukupnih fenola u analiziranim uzorcima ¢okolada odreden

spektrofotometrijskom metodom

Uzorak Ukupni fenoli (mg GAE/g)
MO 3,63+0,22
MN2,5 2,61+0,32
MNS5 3,18 £ 0,07
MN5-sirutka 2,92 £0,07
MN5-palmina mast 2,35+0,17
MN5-kokosova mast 2,78+0,14
MN5-PGPR+LEC 2,71 +£0,08
MT-2,5 3,09 £0,08
MT5 1,70+0,23
TO 12,71+0,11
TN5 10,86 + 0,09
TN10 8,95 0,44
TN15 8,87+0,61
TN15-palmina mast 8,84 +0,28
TN15-kokosova mast 7,82+0,14
TN15-LEC+PGR 8,57+0,19
TT5 10,68 + 0,50
TT10 7,94+0,11
TT15 7,54 0,40

Rezultati su dobiveni na temelju mjerenja istih metanolnih ekstrakata koji su koriSteni za HPLC
analizu, a dobivene srednje vrijednosti i pripadaju¢a standardna odstupanja su iskazana na
temelju tri mjerenja. Iz Tablice 7 je vidljivo da postoje velike razlike u udjelima ukupnih fenola
izmedu uzoraka tamne i mlije€ne ¢okolade sto je razumljivo s obzirom na udio kakaove mase

u uzorcima. Uzorak TO pokazuje najvisu srednju vrijednost koja iznosi 12,71 + 0,11 mg GAE/g
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(Tablica 7) zbog najviseg udjela kakaove mase u recepturi (Tablica 4). Udio ukupnih fenola se
smanjuje sa smanjenjem kakaove mase u uzorcima tamne ¢okolade s dodanom kakaovom
ljuskom. Mlije¢ne ¢okolade imaju nize vrijednosti ukupnih fenola od tamnih ¢okolada, a najvisi
od njih ima uzorak MO koja iznosi 3,63 * 0,22 mg GAE/g, a najnizu uzorak MN5-palmina mast
2,35+ 0,17 mg GAE/g.

36



5. ZAKLJUCCI



5. Zakljucci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

Najzastupljenija komponenta u svim uzorcima bio je teobromin, a samim time i
najzastupljeniji metilksantin; najzastupljenija fenolna komponenta bio je (+)-katehin, a

zatim ga slijede (-)-epikatehin i galna kiselina.

Tamne ¢okolade imale su znacajno visi udio svih bioaktivnih komponenti u usporedbi

s mlije¢nim ¢okoladama.

U ¢okoladama gdje je dodana kakaova ljuska bio je manji udio bioaktivnih komponenti,
uz izuzetak udjela (-)-epikatehin galata (EPG) Ciji se udio poveé¢ao dodatkom kakaove

ljuske kod vedine analiziranih ¢okolada.

Uzorci s netretiranom kakaovom ljuskom u usporedbi s uzorcima koji sadrze tretiranu
kakaovu ljusku imali su vece koncentracije pojedinacnih fenola i metilksantina
odredenih HPLC metodom te ukupnih fenola odredenih spektrofotometrijskom

metodom.

Zamjena dijela kakaove mase kakaovom ljuskom nije znacajno smanjila udio
bioaktivnih komponeneti $to otvara moguénost proizvodnje funkcionalnih ¢okolada sa
dodatkom kakakove ljuske, ali je potrebno analizirati i druge parametre kvalitete

¢okolada.
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