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1. Uvod

Cokolade su suspenzije sitnih €estica ugljikohidrata i kakaa u ¢vrstom stanju u kontinuiranoj
lipidnoj fazi. Unatoc visokom sadrzaju lipida i ugljikohidrata, konzumacijom ¢okolade unosimo
i antioksidanse koji imaju pozitivan utjecaj na organizam (Afoakwa i sur., 2007). Kvaliteta
¢okolade, medu ostalim karakteristikama, ovisi i o reoloskim svojstvima. Poznato je da
reoloska svojstva ¢okolade ovise o veliCini Cestica te njihovoj raspodijeli i o sastavu ¢okolade
(Jahurul i sur., 2013). Cokolade se dijele u sljedece kategorije: tamna ¢okolada, mlijeéna i
bijela, a razlikuju se prema udjelu kakaove masti i mlije¢ne masti ¢ime se utjece na razlike u
koli¢ini prisutnih makronutrijenata. Zasi¢cene masne kiseline, stearinska (34 %) i palmitinska
(27 %) kiselina i mononezasi¢ena oleinska kiselina (34 %) ¢ine najvedi dio sastava triglicerida
koji se nalazi u ¢okoladi (Afoakwa i sur., 2007). Kakaov maslac je mast dobivena iz kakaovih
sjemenki (Theobroma cacao L.), a u vecini slucajeva koristi se kao glavni sastojak ¢okolade
zbog karakteristi¢nih fizikalnih i kemijskih svojstava. Ekvivalenti kakaovog maslaca su
nelaurinske masti koje mogu djelomi¢no zamijeniti kakaov maslac u cokoladi i drugim
konditorskim proizvodima. Njihov sastav je slican kakaovom maslacu, a cijena im je puno
manja te su isplativiji od kakaovog maslaca (Jahurul i sur., 2013). Ekvivalenti kakaovog maslaca
su ilipe, palmino ulje, sal maslac, shea maslac i ulje mangovih kostica te kokosova mast za
zamrznute proizvode. Ove masti ne smiju biti enzimski ni kemijski tretirane, za razliku od
zamjena za kakaov maslac, koje se proizvode kemijskim ili enzimskim frakcioniranjem
palminog ulja, kokosovog ulja, ulja sjemenki manga, sjemenki uljane repice, pamuka i

orasastih plodova (Jahurul i sur., 2013).

Sastav masnih kiselina se najéesée analizira primjenom plinske kromatografije. Navedena se
tehnika koristi za Sirok raspon namirnica, od voda i povréa, ulja pa sve do Zivotinjskih
preradevina i konditorskih proizvoda. Plameno-ionizacijski detektor je najéesc¢e koristen
detektor za navedenu vrstu analiza. Kako bi se mogao odrediti sastav i udio masnih kiselina u
namirnicama, masne kiseline prevode se u hlapive metilne estere uz pomoc kiselih ili alkalnih

katalizatora (Ichihara i Fukubayashi, 2010; Petrovié i sur., 2010).

Zadatak ovog rada je odrediti sastav i udio masnih kiselina razli¢itih vrsta ¢okolada metodom

plinske kromatografije uz plameno-ionizacijski detektor.
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2.1. PROIZVODNIA COKOLADE

Generacijama konzumirana, bogata mastima, proteinima, ugljikohidratima, polifenolima i
drugim bioaktivnim spojevima, ¢okolada je proizvod koji zadovoljava svaciji ukus. Proizvodnja
¢okolade zapocinje preradom kakaovog zrna koji je osnovna sirovina za proizvodnju ¢okolade
(Barisi¢ i sur., 2019). Kakaovo zrno je fermentirana osusena sjemenka kakaovca ¢iji je plod
duZine od 15 do 25 centimetara. Plod tezak do pola kilograma sadrzi koru, srz i sjemenku
(Jozinovi¢, 2012). Prerada kakaovog zrna ukljucuje proces fermentacije kakaovog ploda
podijeljene u tri faze, tijekom kojih dolazi do rasta broja kvasaca i bakterija te posljedi¢nog
raspadanja Secera i pulpe. Prva faza okarakterizirana je niskim sadrzajem kisika i niskim pH (<
4), a traje od 24 do 36 sati. Tijekom druge faze fermentacije, od 48 do 96 sati, dominantne su
bakterije mlijeCne kiseline. Treéa faza zapocinje povecanjem prozradivanja, a provode ju
bakterije octene kiseline. Okarakterizirana je alkoholnom fermentacijom koja je egzotermna
reakcija odgovorna za porast temperature (50 °C i viSe). Nakon fermentacije slijedi susenje
kakaovog zrna radi smanjenja sadrzaja vlage ¢ime zavrSavaju oksidativni procesi izazvani
fermentacijom. Nizak sadrzaj vlage od 6 do 8 % nakon susenja, sprjecava rast plijesni te Cini
zrno stabilnijim za skladistenje i transport (BariSi¢ i sur., 2019). Uobicajena prva faza
proizvodnje ¢okolade je przenje zrna na visokim temperaturama od 120 do 140 °C ¢ime se
pokrec¢u Maillardove reakcije. Przenjem zrna smanjuje se sadrzaj nepozeljnih komponenti i
dekontaminira zrno te se ostvaruje okolina pogodna za razvitak komponenti zaduzenih za
aromu i okus (Barisi¢ i sur., 2019). Nakon prZenja zrna se drobe, nakon ¢ega se izdvajaju ljuska
(10 do 15 % ukupnog ploda) i klica zrna (1 % ukupnog ploda). Klica se uklanja radi svoje gorcine,
kvarljivih masti i tvrdoce, a ljuska radi negativnog utjecaja na boju i aromu proizvoda te
poboljsanja ucinkovitosti valcanja cokoladne mase. Nakon drobljenja slijedi valcanje, kojim se
mehanickom obradom usitnjavaju krute cCestice bezmasne suhe tvari ¢okoladne mase

(Jozinovic, 2012).
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Slika 1. Shema proizvodnje ¢okolade (prilagodeno iz: Aprotosoaie i sur., 2016.)

Vlacanjem je omogucen laksi daljnji postupak izrade ¢okoladne mase i cokoladnih proizvoda
(Slika 1). Cokoladna je masa nakon valcanja praskaste strukture te sadrii aglomerate
bezmasne suhe tvari. Konéiranje predstavlja zadnji korak izrade ¢okoladne mase koji ukljuéuje
medusobno zavisne fizikalne i kemijske procese kojima se ostvaruje Zeljena aroma. Nadalje,
konéiranjem se ostvaruje pretvorba praskastog valcanog proizvoda u tekucu suspenziju.
Temperiranjem se preoblikuju kristali krute masti u stabilan kristalni oblik izlaganjem

stupnjevitom hladenju i zagrijavanju (Jozinovi¢, 2012).
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2.2.  KEMIJSKI SASTAV COKOLADE

Cokolada je proizvod dobiven od dijelova kakao zrna, $eéera i, kod nekih vrsta €okolada,
brasna ili Skroba od pSenice, rize ili kukuruza. Sadrzi minimalno 35 % ukupne suhe tvari
kakaovih dijelova, 18 % kakaovog maslaca te najmanje 14 % bezmasne suhe tvari kakaovih
dijelova uz najviSe 8 % brasna ili Skroba, gdje je primjenjivo. Osim mlije¢ne i tamne ¢okolade,
na trzistu se mogu naci i bijela cokolada, ¢okolada s dodatcima, punjena ¢okolada te ¢okolada
u prahu i ¢okoladni preljevi. Punjenja u ¢okoladama mogu ukljucivati marcipan, Zele ili ledena
punjenja. Dodatci koje je moguce pronacdi u ¢okoladi uklju€uju orasaste plodove, kavu, suseno

voce ili ekspandiranu rizu, a moraju se obavezno naznaciti na pakiranju (MPSVG, 2005).

2.2.1. Ugljikohidrati

Kakao zrno sadrzi monosaharide i disaharide: fruktozu, glukozu, saharozu, galaktozu, sorbozu,
ksilozu, arabinozu, manitol i inozitol u udjelu od 2 do 4 %, te oko 12 % polisaharida koji
ukljucuju skrob, pektine, celulozu te pentozane. Prije fermentacije, saharoza ¢ini 90 % ukupne
koli¢ine ugljikohidrata u kakaovom zrnu dok je ve¢ primjetna promjena u zrelim sjemenkama
Ciji je sastav ugljikohidrata varijabilan. Fermentacijom se saharoza oksidira te se raspada na
reducirajuce Secere fruktozu i glukozu. Tijekom prZenja kakaovih zrna stvara se tipian
cokoladni okus te se smanjuje koncentracija Sec¢era za Sto su zasluzne Maillardove reakcije
(Aprotosoaie i sur., 2016). Seéeri se najée$ce ¢okoladi dodaju u obliku fine kristalne saharoze
koja moze Ciniti do 50 % ukupnog sastava ¢okolade, dok je u mlije¢nim cokoladama prisutna i
laktoza zbog dodanog mlijeka. Laktoza sudjeluje u Maillardovim reakcijama te time ima utjecaj
na aromu konac¢nog proizvoda. Monosaharidi, glukoza i fruktoza, rijetko se koriste kao dodatci

zbog visokog udjela vlage ¢ine bi utjecali na interakcije ¢estica ¢okolade. Medutim, glukoza i

laktoza mogu zamijeniti dodatak saharoze u mlije¢noj ¢okoladi (Afoawka i sur., 2007).



2. Teorijski dio

2.2.2. Proteini

Zrelo kakaovo zrno sadrzi izmedu 10 % i 16 % proteina. Enzimskom proteolizom globulina,
stvaraju se specifiéni prekursori okusa poput oligopeptida i slobodnih kiselina koji zatim
sudjeluju u Maillardovim reakcijama te tako doprinose razvoju karakteristicnih sastojaka
zasluznih za okus kakaa. Nakon przenja kakao zrna koli¢ina prisutnih aminokiselina smanjuje
se i do 72 % (Aprotosoaie i sur., 2016). Mlije¢ni proteini se dodaju u kremastu mlije¢nu
¢okoladu ve¢inom u omjeru 80 % kazeina i 20 % proteina sirutke. Proteini kazeina smanjuju
viskoznost, a proteini sirutke ju poveéavaju. Dodavanjem obranog mlijeka u prahu ili
punomasnog mlijeka u prahu utjece se na aromu, teksturu i svojstva konacnog proizvoda

(Afoawka i sur. ,2007).

2.2.3. Alkaloidi

Metilksantini su aktivne molekule koje imaju psihosomatski utjecaj: stimulacija centralnog
Ziv€anog sustava, utjecaj na kardiovaskularni sustav i na metabolizam, Sirenje bronha diSnog
sustava, izluCivanje urina, stimulacija kostanih misi¢a. Kofein poboljsava fizicku i intelektualnu
aktivnost i izaziva osjecaj budnosti, kao i teobromin, no u vecoj kolicini (Aprotosoaie i
Stanescu, 2010). Kakaovi proizvodi se obi¢no ne konzumiraju u velikim koli¢inama pa time ne
mogu imati prevelik utjecaj na navedene organske sustave. Sirova zrna kakaa sadrze
metilksantine od kojih je najzastupljeniji teobromin. Prisutni alkaloidi zasluZni su za gorak okus
kakaa te se nalaze i u sastavu konaénog proizvoda — ¢okoladi. Tamna ¢okolada sadrzi do 7 mg
teobromina i 0,88 mg kofeina po gramu cokolade, dok je kod mlijecne ¢okolade koli¢ina
metilksantina manja i iznosi oko 1 mg teobromina i 0,056 mg kofeina po gramu c¢okolade.
Omjer metilksantina i teobromina/kofeina ovisi o genotipu kakaa. Nakon prvih 72 sata
fermentacije, smanjuje se koli¢ina prisutnih alkaloida u kakaovom zrnu $to uzrokuje i
smanjenje gorkog okusa kojemu oni pridonose. Koli¢ina teobromina smanjuje se oko 40 %, a
koli¢ina izgubljenog kofeina moZze biti i vise od 50 %. Razlog tomu je alkalizacija zrna ¢ija je
progresija proporcionalna sa smanjenjem alkaloidnog sadrZaja kakaa te njihov prelazak iz

kotiledona u ljusku (Aprotosoaie i sur., 2016).
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2.2.4. Polifenoli

Sastav i koli¢ina prisutnih polifenola ovisi o genotipu, podrijetlu, stupnju zrelosti i obradi
kakaovog zrna. Obradom kakaovog zrna dolazi do znacajnog gubitka flavanola zbog
sudjelovanja u biokemijskim reakcijama zasluznim za razvitak karakteristicnog okusa i boje
kakaa. Polifenole kakaovog zrna dijelimo u tri glavne skupine: katehine, antocijanine i
proantocijanidine koji se tijekom fermentacije kakaovog zrna ne ponasaju jednako. U vecini
slu¢ajeva tijekom fermentacije udio polifenola opada ovisno o trajanju fermentacije i
mikrobioloskoj aktivnosti. Kvasci, bakterije mlijecne i octene kiseline imaju pozitivan utjecaj
dok aerobne spore i plijesni imaju negativan utjecaj na sadrzaj polifenola. Oni su termolabilni
Sto je glavni razlog smanjenja njihovog sadrzaja tijekom duze fermentacije takoder, veci

stupanj alkalizacije zrna smanjuje njihov udio (Aprotosoaie i sur., 2016).

2.2.5. Hlapivi spojevi

Alkoholi nastaju tijekom fermentacije kao rezultat mikrobne aktivnosti. Koncentracija im se
smanjuje kemijskom razgradnjom ili isparavanjem tijekom susenja i prZzenja kakaovog zrna.
Alkoholi su zasluzni za vo¢nu, zelenu i cvjetnu aromu te su poZeljni kod proizvoda koji
zahtijevaju takve arome. Linalol i 2-feniletanol glavni su alkoholi u przenim kakaovim zrnima.
Przenjem kakao zrna smanjuje se sadrzaj linalola medutim, okus i kvaliteta kakaa se ne

mijenjaju (Aprotosoaie i sur., 2016).

Aldehidi i ketoni zasluZni su za poZeljan okus kakaa, a njihova koli¢ina je direktno povezana s
kvalitetom kakaa. Nastaju Steckerovom razgradnjom slobodnih aminokiselina tijekom przenja
kakaovog zrna. Aldehidi kao 2-butanal i 3-metilbutanal nastaju tijekom fermentacije te
osiguravaju slatke i ¢cokoladne note sirovom zrnu. Sadrzaj im se smanjuje dugim przenjem na
visokim temperaturama, a osim $to su zasluzni za okus, reaktanti su u stvaranju heterociklickih

spojeva putem aldolne kondenzacije (Aprotosoaie i sur., 2016).

Esteri su hlapive tvari zasluZzne za voéni okus i tipicne kakao arome. Navedene arome proizlaze
iz aminokiselina u neprzenom kakaovom zrnu, a veéina estera u kakaovom zrnu nalazi se u

obliku etilestera, metilestera i acetata. Jedni od njih koji daju karakteristiéne note kakau su 2-
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feniletilacetat i etil-2-metilbutanoat, a njihova kolicina, kao i koli¢ina ostalih estera, smanjuje

se primjenom visokih temperatura tijekom przenja kakaovog zrna (Aprotosoaie i sur., 2016).

Pirazini su heterociklicki hlapivi sastojci kakaa zasluzni za njegov karakteristican miris.
Karakteristican miris kakaa ovisan je o 80 razli¢itih pirazina s naglaskom na tetrametilpirazin
(izrazita aroma kakaa) i trimetilpirazin. Pirazini se u kakaovom zrnu razvijaju tijekom przenja i
suSenja kao produkti Maillardovih reakcija ili iz a-aminoketona Streckerovom razgradnjom
(Aprotosoaie i sur., 2016). Koncentracija pirazina usko je povezana s uvjetima przenja:
povecavanjem temperature przenja kakao zrna poveéava se koli¢ina prisutnih pirazina.
Istovremeno poveéanjem intenzivnosti kakaovog okusa, poveéava se pH zrna, a za razvitak

pirazina u zrnu potrebno je prziti zrno pri visokim temperaturama (>100 °C) (Jozinovi¢, 2012).
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2.3.  LIPIDI | MASNE KISELINE U COKOLADI

Struktura ¢okolade je definirana kao matrica kontinuirane masti s impregniranim Cesticama
kakao praha i Seéera, a ako se radi o mlije¢noj ¢okoladi i mlijeka u prahu (Slika 2). Kakaov
maslac je konstanta u tamnim i mlije¢nim ¢okoladama te je glavna prisutna masnoca. lzuzetak
je dodatak odredene koli¢ine mlijeéne masti radi poveéanja otpornosti ili sprjecavanja
cvjetanja masti u skladu sa zakonskim regulativama. Lipidna faza ¢okolade osim kakaovog

maslaca ukljucuje i dodane emulgatore.
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Slika 2. Shematski prikaz strukture ¢okolade (prilagodeno iz: Talbot, 2012.)

Razlika izmedu bijele i mlije¢ne Cokolade te tamne Cokolade jest u sastavnicama koje
doprinose udjelu masti ¢okolade. Udio masti tamne Cokolade ovisi o kakaovoj masi (kakaov
prah + kakaov maslac) dok je udio masti mlijecne i bijele cokolade ovisan i o udjelu mlijeka u
prahu i mlije¢noj masti. One se mogu dodati u obliku punomasnog mlijeka, obranog mlijeka u
prahu i mlijeka u prahu koje uobicajeno sadrzi 25 % mlije¢ne masti. Sastojak koji se ve¢inom
dodaje u zapadnim europskim zemljama, a pridonosi udjelu masti u cokoladi su mlijecne ili
¢okoladne mrvice dobivene mijeSanjem punomasnog mlijeka, Seéera, kakaa te suSenjem
dobivene smjese (Talbot, 2012). Uz mlijecne masti (12-15 %), mlijeko sadrzZi oko 5 % laktoze,
3,5 % bjelancevina i 0,7 % minerala. U mlije€noj masti dominiraju trigliceridi zasi¢enih masnih
kiselina. Cokolade bi trebale biti u ¢vrstom stanju pri sobnim temperaturama od 20 do 25 °C
te bi se trebale topiti u ustima na 37 °C. Time se ograniCava sastav lipida cokolade jer je

potrebno osigurati poZeljne oblike lipidnih kristala (Afoakwa i sur., 2007).

Kakaov maslac vecinski se sastoji od palmitinske kiseline (C16:0), stearinske kiseline (C18:0),
oleinske kiseline (C18:1) te u manjem udjelu linolne kiseline (C18:2). Sastav masnih kiselina

utjeCe i na sastav triglicerida 2-oleodipalmitata (POP), 2-oleopalmitostearata (POSt) i
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2-oleodistearata (StOSt). Kakaov maslac koji potjece sa razli¢itog zemljopisnog podrucja
razlikuje se neznatno u sadrzaju POP-a, dok je veci udio POSt-a i StOSt-a karakteristi¢an za
kakaov maslac iz Azije i Afrike u usporedbi sa kakaovim maslacem iz Juzne Amerike. Nasuprot
tome, nezasiéeni se trigliceridi 2-oleopalmitooleat (POO) i 2-oleostearooleat (StO0) nalaze u
najmanjim koli¢inama kod azijskih maslaca, a najveéim u juzno-ameri¢kim maslacima (Talbot,
2012). Prisutni digliceridi u kakaovom maslacu su mjesta nukleiranja no u velikim koli¢cinama
smatraju se ometacima kristalizacije. Istrazivanja pokazuju da je otprilike 3 % diglicerida
prihvatljivo u kakaovom maslacu. Razina fosfolipida nije definirana, a rezultati prethodnih
provedenih istrazivanja pokazuju da je udio fosfolipida u kakaovom maslacu od 0,006 % do
0,16 %. Maksimalni udio neosapunjivin tvari (viSi alifatski alkoholi, steroli, pigmenti,
ugljikovodici, itd.) u kakaovom maslacu iznosi 0,5 %, a ako se radi o preSanom kakaovom

maslacu on iznosi 0,35 % (Talbot, 2012).

Prema Pravilniku o kakau i ¢okoladnim proizvodima (MPSVG, 2005) dopusteno je dodati do
5 % zamjenskih masti u ¢okoladu koje su jeftinije od kakaovog maslaca, a njihovim dodatkom
skracuje se proizvodni proces i sniZavaju troSkovi proizvodnje cokolade (Ackar, 2013).
Zamjenske masti dijele se u dvije skupine: temperiraju¢e masti i netemperiraju¢e masti.
Skupina temperiraju¢ih masti karakteristicna je po jednakom sastavu triglicerida kao i kakaov
maslac, a ukljuCuje kakaov maslac ekvivalente (CBE's) i kakaov maslac poboljsivace (CBI's).
CBE's i CBIl's pripadaju nelaurinskim biljnim mastima sa slicnim kemijskim i fizikalnim
svojstvima u usporedbi s kakaovim maslacem te se tijekom proizvodnje mogu mijesati u svim
omjerima s kakaovim maslacem (De Clercq i sur., 2016). Temperiraju¢e masti nemaju utjecaj
na promjenu otapanja ¢okolade u ustima ili izgled ¢okolade (Norazura i Noor, 2017). Kakaov
maslac ekvivalenti (CBE's) ukljucuju kokosovo ulje, palmino ulje, sal maslac, illipe maslac, shea
maslac i ulje sjemenki manga (Talbot, 2012), uz preduvjet rafinacije kokosove masti kako bi se
mogla koristiti kao CBE's (Skrabal, 2009). Skupina CBI's sli¢na je CBE's skupini biljnih masti, ali
sadrzi veliku koli¢inu 2-oleodistearata ¢ime povecavaju tvrdoéu ¢okolade (De Clercq i sur.,
2016). Netemperiraju¢e masti u koje ubrajamo zamjene za kakaov maslac (CBR's) i kakaov
maslac nadomjeske (CBS's) imaju drugaciji sastav triglicerida od kakaovog maslaca, ali u
cokoladi sli€éni proizvodima pokazuju sliéna svojstva kao i kakaov maslac. Netemperirajuce
masti kristaliziraju u najstabilnijem obliku te zato nije potrebno provoditi temperiranje

(Skrabal, 2009) i nastaju mali kristali odgovorni za dobar sjaj proizvoda i stabilnost prilikom
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skladiStenja (Norberg, 2006). Izvori zamjena za kakaov maslac (CBR's) su: ulje sjemenki
pamuka, repicino, sojino i palmino ulje. Zamjene se, uz proizvodnju proizvoda sli¢nih ¢okoladi,
koriste kao punjenja i preljevi u konditorskim proizvodima (Norberg, 2006). Kakaov maslac
nadomjesci (CBS's) sadrze laurinske biljne masti drugacijeg trigliceridnog sastava od kakaovog
maslaca te se mogu koristiti jedino za potpunu zamjenu kakaovog maslaca (Jozinovié, 2012),
a oni ukljuéuju ulje palminih koStica i kokosovo ulje. Nadomjesci osiguravaju dobar sjaj
¢okolade, otporni su na oksidacijske procese te im je krace vrijeme kristalizacije (Norberg,

2006).

Palmino ulje vedinski Cine trigliceridi (95 %), a njezina karakteristicna Zuto-narancasta boja
potjeCe od karotenoidnih pigmenata: 24 do 42 % a-karotena i 50 do 60 % PB-karotena
(Sambanthamurthi i sur., 2000; Ghazani i Marangoni, 2016). Palmino ulje sve se viSe koristi
kao CBE’s u konditorskoj industriji radi povoljnog sastava masnih kiselina te kristalizacije u
obliku stabilnog R kristala. Nadalje, prisutnost tokoferola osigurava sprje¢avanje oksidacije i
kvarenje palminog ulja. Palmino ulje ima tocku talista 32 do 40 °C, a na sobnoj temperaturi je
u polukrutom stanju (Gunstone, 2011).

Kokosovo ulje dobiva se iz osusene jezgre kokosa koja sadrzi oko 60 % do 65 % ulja, a 92 %
njezinog sastava Cine zasi¢ene masne kiseline. Zbog visokog stupnja zasi¢enosti i visoke
stabilnosti nerijetko se koristi u prehrambenoj industriji (Amri, 2011). Kokosovo ulje je na
nizim temperaturama u ¢vrstom stanju, a temperatura taliSta mu je ispod 30 °C radi cega se
koristi u proizvodnji razli¢itih konditorskih proizvoda (O'Brien, 2004). lako nije na popisu
dozvoljenih zamjenskih masti u nacionalnoj niti medunarodnoj regulativi, dozvoljen je dodatak
kokosovog ulja pri proizvodnji ¢okolade koja se koristi za proizvodnju sladoleda i sli¢nih
smrznutih proizvoda. (MPSVG, 2005; Talbot, 2012; A¢kar, 2013).

Uzgoj kakaovog zrna utjeCe na sastav masnih kiselina u ¢okoladnim proizvodima. Masne
kiseline su u kakaovom maslacu prisutne kao trigliceridi navedenih u prethodnom
potpoglavlju, a sama struktura triglicerida izravno utjece na proces proizvodnje i karakteristike
konacnog proizvoda: teksturu, viskoznost, ponasanje tijekom topljenja, aromu i okus. Sastav
masnih kiselina ima izravan utjecaj na ljudsko zdravlje. Veéa koli¢ina nezasi¢enih masti
pozeljna je zbog svog pozitivhog ucinka dok bi se zasicene masne kiseline trebale izbjegavati
zbog rizika za povecdanje razina kolesterola i lipoproteina niske gustoée u krvi (Torres-Moreno

isur., 2015).
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Suzuki i suradnici (2010) proveli su istraZivanje koje ukljucuje odredivanje sastava sedam
tamnih cokolada (5 regularnih i 2 dijetalne) brazilskih brendova. Zaklju¢eno je da od zasi¢enih
masnih kiselina prevladavaju palmitinska (C16:0) i stearinska kiselina (C18:0). Oleinska kiselina
(C18:1n9c) pokazala se kao najbitniji predstavnik MUFA, a njezina koli¢ina iznosila je do
maksimalnih 8,42 g/100 g ¢okolade. Koli¢ina PUFA iznosila je 0,45 - 0,82 g/100 g izrazenih kao
linolna kiselina (C18:2n6). Trans-masne kiseline odredene su u koli¢inama od 60 mg do
110 mg u 100 g ¢okolade kod regularnih tamnih ¢okolada. Usprkos vjerovanju da su dijetalne
¢okolade bolji odabir, provedeno istrazivanje ukazuje na to da je koli¢ina zasiéenih masnih
kiselina u dijetalnim i regularnim tamnim c¢okoladama podjednaka, uz iznimku elaidi¢ne
kiseline (C18:1n9t) koja je kod uzoraka dijetalnih tamnih ¢okolada bila prisutna u iznosu do

80 mg/100 g ¢okolade dok je kod uzoraka regularnih tamnih ¢okolada iznosila do 110 mg/100 g.

Biline masnoée se dodaju pojedinacno ili u smjesi kao zamjena kakaovom maslacu.
Karakteristike masnoé¢a ukljuCuju nelaurinske biljne masnoée bogate simetricnim
mononezasi¢enim trigliceridima tipova POP, POSt i StOSt. Nadalje, moraju se moc¢i mijesati u
bilo kojem omjeru s kakaovim maslacem te im svojstva trebaju biti sukladna s njegovim
fizikalnim svojstvima (tocka topljenja i temperatura kristalizacije, brzina topljenja, potreba za
temperiranje) (MPSVG, 2005). Palmino ulje bogat je izvor laurinske (C12:0), miristinske (C14:0)
i oleinske kiseline (C18:1n9c). Laurinska (C12:0) i miristinska kiselina (C14:0) se u kakaovom
maslacu nalaze u tragovima, dok je bogat palmitinskom (C16:0), oleinskom (C18:1n9c) i
stearinskom kiselinom (C18:0). IstraZivanja su pokazala da dodatak procis¢enog palminog ulja
povecava sadrzaj diglicerida koji inhibiraju nukleaciju i usporavaju brzinu kristalizacije te time
utjecu na reoloska svojstva cokolade (Jahurul i sur., 2013). Kokosovo ulje sastoji se ve¢inom
od zasi¢enih masnih kiselina (do 93 %) medutim, ono sadrzi i srednje lan¢ane masne kiseline
(do 60 %) s naglaskom na laurinsku kiselinu (C12:0) koja ¢ini do 50 % srednje lancanih masnih
kiselina. Laurinska kiselina (C12:0) i kaprinska kiselina (C10:0) jedne su od glavnih sastojaka
kokosovog ulja koje imaju antibakterijska i antivirusna svojstva. Laurinska kiselina (C12:0)
metabolizira se do 2-mono-laurina koji razgraduje lipidnu ovojnicu patogenih bakterija te time
Stiti gastro-intestinalni trakt (Bhatnagar i sur., 2009). Ukoliko se analizom sastava masnih
kiselina ¢okolade utvrdi veéi udio kaprinske (C10:0), laurinske (C12:0) i miristinske kiseline

(C14:0) sa sigurnoscu se moze zakljuciti da je ¢okoladi dodano palmino ulje ili kokosovo ulje.
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2.4. KVALITETA COKOLADE

2.4.1. Nutricionisticki aspekt

Lipidi u hrani predstavljaju izvor energije, komponente za izgradnju bioloSkih membrana,
prekursore te transportere za vitamine topive u mastima. Transportna uloga hranjivih tvari u
stanici i izvan nje uvelike ovisi o sastavu masnih kiselina koje utjecu na fluidnost stani¢ne
membrane. Nadalje, esencijalne masne kiseline metaboliziraju se u skladu sa svojom
strukturom, na primjer linolna kiselina (C18:2n6) se prevodi do arahidonske kiseline (C20:4n6).
Arahidonska kiselina (C20:4n6) preteca je prostaglandina (prekursor hormona), a linoleinska
kiselina (C18:3n3) produZuje se do eikozapentaenoicne kiseline (C20:5n3) i dokozaheksaenske
kiseline (C22:6n3). Zapadnjacka prehrana (Western pattern diet) povezuje prekomjeran unos
masti uz sve vecu prevalenciju kardiovaskularnih bolesti i karcinoma. Upravo povecanje
prevalencija skrec¢e pozornost struc¢njaka na sastav lipida i masnih kiselina u pojedinim
prehrambenim proizvodima (Petrovic i sur., 2010). Kako bi se biljna mast koristila kao zamjena
za kakaov maslac mora biti u skladu sa Zahtjevima kvalitete za ulja biljnog podrijetla i frakcije
ulja biljnog podrijetla opisanima u Pravilniku o jestivim uljima i mastima (MPSVG, 2005; MP,

2012).

Glavni utjecaj na probavljivost cokolade ima njezin sastav koji ukljucuje masti, emulgator i
laktozu. Istrazivanje koje su proveli Paz-Yépez i suradnici (2019) naglasava da je tamna
cokolada bogata polifenolima te da suplementacija pankreatina povecava koncentraciju Zuci
tijekom procesa probavljanja ¢ime se omogucilo povec¢ano oslobadanje polifenola ¢okolade
kao dodatni benifit suplementacije pankreatinom. Sastav lipida ¢okolade ima izravan utjecaj
na lipolizu, to jest prisutnost emulgatora u bijeloj ¢okoladi i antioksidansa u tamnoj ¢okoladi
smanjuje stupanj lipolize te samu probavljivost ¢okolade kao proizvoda. Medutim, uz sastav
cokolade zaklju€eno je da i fizioloSki parametri poput crijevnog pH i koncentracije Zuci imaju

utjecaj na biodostupnost hranjivih tvari cokolade.

Cokolada i kakao prah bogati su flavonoidima i mineralima koji mogu imati antioksidativno i
protuupalno djelovanje povezano sa zdravljem kostiju. Medutim, njihov pozitivan ucinak je
nadjacan oksalatima i metilksantinima. Oni su prisutni u kakaovom maslacu i Seceru, a imaju
suprotan utjecaj od flavonoida i minerala. Istrazivanja pokazuju povezanost konzumacije

¢okolade i zdravlja kostiju uz naglasak da utjecaj ovisi o vrsti cokolade koju konzumiramo.
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Temeljem sastava, nezasladeni kakao prah bogat flavonoidima i mineralima pokazao se kao

najbolji izbor, zatim slijedi tamna ¢okolada s ve¢im udjelom kakaa (Seem i sur., 2019).

Istrazivanje provedeno u Turskoj daje podatke o prosje¢nom sadrzaju ispitivanih turskih
uzoraka ¢okolade. Prosjecni sadrzaj kolesterola u ispitivanim uzorcima iznosi 1,14+ 0,14 mg/kg
¢ime je zaklju¢eno da zbog niskog sadrzaja kolesterola u ¢okoladi konzumacija ¢okolade i kakaa
nemaju negativan utjecaj na razine kolesterola u krvi. Nadalje, zaklju¢eno je da kakaov maslac
ne podiZe razine kolesterola u krvi zbog ¢ega se ¢okoladica od 25 g moze sigurno ukljuditi u

dijetu kojoj je cilj smanjenje krvne razine kolesterola kod pacijenta (Ergonil i sur., 2010).

2.4.2. Senzorske karakteristike kvalitete

Senzorska je analiza znanstvena disciplina koja se koristi ljudskim osjetilima vida, mirisa,
okusa, opipa i sluha. Koristi se kako bi pobudila, izmjerila, analizirala i interpretirala reakcije
na karakteristike hrane. Senzorska obiljezja (svojstva) ukljucuju izgled, miris, konzistenciju i
teksturu te okus. Senzorska analiza cokolade temelji se na ispitivanju izgleda s naglaskom na
boju i teksturu. Cokolada kao gotov prehrambeni proizvod uvelike je okarakteriziran tvrdo¢om
i teksturom dok se tijekom proizvodnje cokolade naglasak stavlja na viskoznost ¢okoladne
mase. Nadalje, okus cokolade najcesce je glavna senzorska karakteristika kvalitete cokolade.
Okus cokolade ovisi o viskoznosti i topljivosti zbog teksture koja ovisi o njezinom sastavu.
Cokolada bogata alkaloidima imat ¢e gor¢i okus, $to je vidljivo kod tamne ¢okolade, a ovisno
o dodatcima okus gotovog proizvoda ¢e se mijenjatii percipirati u skladu sa sastavom dodatka,

na primjer: chili- ljutkasto, cvijet soli-slankasto (Primorac, 2018).

Torbica i suradnici (2015) ispitali su, medu ostalim, senzorske karakteristike cokolade koja
sadrzi kakaov maslac i one koje sadrze zamjene za kakaov maslac. Trenirani panel ispitivao je
izgled, strukturu, miris te okus cokolade kojem su pridodali poseban znacaj. Opée ocjene
kvalitete su za sve ¢okolade bile zadovoljavajuce, a rezultati senzorske kvalitete ¢okolada koje
sadrZe kakaov maslac i zamjenu za njega nisu se razlikovali. Panel nije pronasao negativan
utjecaj na osjetilnu kvalitetu. Cokolada koja je u svom sastavu uklju¢ivala zamjene za kakaov
maslac ocijenjena je izvrsnom i vrlo dobrom. Uporaba viSih koncentracija zamjenskih masti od
dopustenih (5 %), nije bila dopustena medutim, zaklju¢eno je da bi ¢okolada proizvedena i s

ve¢om koncentracijom takoder bila senzorski zadovoljavajuca.
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2.4.3. Reoloski parametri

Reologija je definirana kao grana fizike koja proucava znanost teCenja, u slucaju cokolade
proucava viskoznost. Porastom brzine smicanja ¢okolade dolazi do pada viskoznosti, dok
konstantnu viskoznost ostvarujemo pri visokim brzinama smicanja (Binghamovski plasti¢ni
sustav). Cokolade poZeljnih karakteristika odlikuju se relativno niskim vrijednostima
viskoznosti koja pri konzumaciji osigurava dobro otapanje i laganu konzistenciju. Kako bi se
postigla Zeljena viskoznost poveéava se udio masti dodatkom kakaovog maslaca, mlije¢ne
masti, biljne masti i emulgatora (Jozinovi¢, 2012). Mlijecne masti se dodaju mlije¢noj ¢okoladi
u udjelu do 30 % od ukupnih prisutnih masnoca u sastavu ¢okolade. Pri sobnoj su temperaturi
u tekuc¢em stanju te omeksSavaju cokoladu i imaju utjecaj na njezinu teksturu. Sklone su
oksidaciji i lako se mijesaju sa kakaovim maslacem. Dodatak obranog mlijeka u prahu cini
kakaov maslac meksim Sto se smatra poZeljnim u nekim europskim zemljama. Manipulacija
viskoznosti omogudéena je zbog povecanja pokretljivosti slobodnih masti ¢ime se smanjuje
plasti¢na viskoznost ¢okolade. Utjecaj Seéera je zanemariv zbog njegove inertnosti (Afoawka i
sur., 2007). Najbolja tekstura i senzorske karakteristike ostvaruju se konciranjem cokolade
koja je potrebna zbog trigliceridnog sastava kakaovog maslaca. Zbog promjenjivosti koli¢ine
proizvedenog kakaovog maslaca prehrambena industrija trazi alternativne izvore masti u
proizvodnji Cokolade (Torbica i sur., 2015). Mijesanje cokoladne mase, rafiniranje i konciranje
imaju velik utjecaj na kvalitetu zavrsnog proizvoda. Senzorske karakteristike su vrlo bitne jer
je ¢okolada prehrambeni proizvod koji se konzumira radi uZitka te senzorska percepcija
¢okolade mora biti jedan od ¢imbenika kvalitete tijekom Citavog procesa proizvodnje ¢okolade
(Tokerisur., 2019). Ekvivalenti kakaovom maslacu jesu biljne masti od kojih se najc¢esée koriste
palmino ulje i kokosovo ulje. Upotreba ekvivalenata kakaovog maslaca ne smije mijenjati
fizikalno-kemijske karakteristike ¢okolade koju pruza kakaov maslac. Industrijski proizvedene
biljne masti bogate su POP i StOS, jeftinije su i stabilnije od kakaovog maslaca. Potrebno im je
konciranje kako bi osigurale Zeljene karakteristike. Opisane biljne masti mogu se uklopiti u
kakaov maslac u bilo kojem omjeru, no zakon Europske unije nalaze da proizvod koji se
deklarira kao cokolada ne smije sadrzavati vise od 5 % dodanih biljnih masti. Koli¢ina
triglicerida koji sadrzavaju biljne masti imaju utjecaja na njezina fizicka svojstva te na

temperaturu pri kojoj se ¢okolada koja ih sadrzi topi (Torbica i sur., 2015).
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2.5. ODREDIVANIJE MASNIH KISELINA PLINSKOM KROMATOGRAFIJOM

Biljna ulja i namirnice Zivotinjskog podrijetla su primarni izvor masti u nasoj prehrani. Sastav i
izvornost biljnog ulja ispitivana je preko 50 godina kako bi se utvrdila kvaliteta ulja koja
odreduje zadovoljstvo i sigurnost konzumacije za potrosaca te financijsku dobit za
proizvodaca. Omjer omega masnih kiselina u zapadnjackoj prehrani razlog je mnogih
zdravstvenih poremecaja. Temeljom omjera omega masnih kiselina moze se utvrditi jesu li
Zivotinje hranjene obogac¢enom sto¢nom hranom ili klasichom prehranom. Zatim, analizom
sastava masnih kiselina moguce je utvrditi autenti¢nost analiziranih prehrambenih proizvoda

¢ime se osigurava zastita potroSaca (Petrovic i sur., 2010).

Plinska se kromatografija naj¢esée koristi za analizu sastava masnih kiselina. Analiza se provodi
na Sirokom rasponu proizvoda od povréa do ulja i prehrambenih proizvoda Zivotinjskog
podrijetla te na Sirokom rasponu konditorskih proizvoda. U vedéini slu¢ajeva dovoljan je
plameno-ionizacijski detektor, dok se GC/MS analiza koristi za identifikaciju masnih kiselina u
tragovima kada standardi nisu dostupni (Petrovi¢ i sur., 2010). Veéi dio masnih kiselina
kovalentno je vezan esterskim vezama na alkohol (triacilgliceroli, fosfolipidi i sterolni esteri),
a mogu biti vezani i amidnim vezama (sfingolipidi). SloZeni oblici lipida koji se nalaze u hrani
tiiekom analize sastava masnih kiselina pojedinih prehrambenih proizvoda, moraju se
prethodno obraditi. Obradom (derivatizacijom) sloZzenih lipida dobivaju se njihovi

odgovarajuci metilni esteri koji su hlapivi i time prikladni za GC analizu (Li i Watkins, 2001).

Plin nosioc moZe utjecati na efikasnost kolone svojom prirodom i brzinom. Najcesée koristeni
plinovi su helij, dusik i vodik. Vodik je bolji odabir kao plin nosilac radi manjeg utjecaja na
ucinkovitost kolone, ali zbog eksplozivnosti treba voditi racuna o sigurnosti tijekom rada. Za
kolone za plinsku kromatografiju koriste se kapilare (kolone otvorenog tipa s obloZzenim
stienkama) i punjene kolone. Punjene kolone su neprikladnije od kapilara radi male
sposobnosti razdvajanja i velike koli¢ine uzorka koje su potrebne za analizu $to nije uvijek
dostupno. Kapilare su bolje sposobnosti razlu€ivanja te zahtijevaju manje koli¢ine uzorka zbog
¢ega im se danas daje prednost u GC analizama. Za analizu metilnih estera poZeljne su polarne
kolone zbog prisutnosti nezasi¢enih masnih kiselina. Injektiranje moze biti split/splitless i
direktno, a split/splitless je najéesée koristena tehnika. Kod analize metilnih estera masnih
kiselina (FAME) potrebno je postaviti temperaturu kolone na nizu (od 10 do 30 °C) od tocke

vreliSta uzorka te zatim temperaturu poveéavati kako bi se isparavanje pocelo odvijati od
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trenutka injektiranja. Temperatura se moZe povecavati i tijekom analize (reZim porasta
temperature) kako bi se osiguralo razdvajanje svih prisutnih komponenti. Sve masne kiseline
imaju razli¢ito taliste koje ovisi o duljini i strukturi lanca masne kiseline, stupnju zasi¢enosti i
poloZaju nezasi¢ene veze u lancu, a duzina lanca zasi¢enih masnih kiselina proporcionalna je s
porastom talista. Kako bi se masne kiseline uzorka mogle identificirati potrebno je provesti
prethodnu analizu sa standardima masnih kiselina radi usporedbe vremena zadrZavanja (Li i
Watkins, 2001). NajceSée se koristi plameno-ionizacijski detektor (FID) koji biljezi broj
ugljikovih atoma u jedinici vremena te daje odziv koji je proporcionalan masi detektirane
komponente. Plameno-ionizacijski detektor registrira elektricitet iona i elektrona nastalih
sagorijevanjem organskih komponenti na odredenim temperaturama. Neosjetljiv je na vodu
pa je moguce analizirati i organske komponente u razrijedenim vodenim otopinama (Flanjak,
2019). Potrebno je voditi brigu o oksidaciji uzoraka i zbog toga bi se analize trebale provoditi
pri minimalnom utjecaju zraka, svjetlosti i metala. Takoder, posude koje se koristi za
skladistenje organskih otapala ne treba biti plasti¢no kako plastifikatori ne bi kontaminirali

uzorak radi razgradnje organskim otapalom (Li i Watkins, 2001).

2.5.1. Priprema metilnih estera masnih kiselina

Postoje dva osnovna mehanizma za pretvorbu masnih kiselina u metilne estere (FAME). Prvi
mehanizam ukljucuje metilaciju nakon hidrolize masnih kiselina iz lipida. On ukljucuje alkalnu
hidrolizu (saponifikaciju) ¢ime se kida veza masne kiseline i glicerola uz toplinu i prisutnost
luZine (NaOH) te metilaciju uz prisutnost kiselog katalizatora u metanolu (Li i Watkins, 2001).
Saponifikacija koju slijedi metilacija je naj¢esée koristena metoda dobivanja FAME-ova iz
glicerolipida i estera sterola (Ichihara i Fukubayashi, 2010). Drugi mehanizam je izravna
transesterifikacija, odnosno reakcija u jednom koraku uz prisutnost alkalnih ili kiselih

katalizatora (Li i Watkins, 2001).

2.5.1.1. Esterifikacija i transesterifikacija katalizirana kiselim katalizatorima

Karboksilne kiseline mogu se esterificirati alkoholima uz prisutnost kiselih katalizatora. Prvi
korak je protoniranje kiseline u kojem nastaje kation. Kation se veZe na alkohol, a zatim gubi
proton ¢ime nastaje ester. Svi koraci su reverzibilni medutim, prisutnos¢u velike koli¢ine

alkohola ravnoteZna tocka reakcije se pomice te se esterifikacija zavrSava. S druge strane,
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prisustvo viSka vode uzrokuje davanje elektrona jace od alifatskih alkohola ¢ime je nastanak
meduprodukata izbjegnut i destilacija se ne nastavlja u potpunosti. Nadalje, dolazi do
transesterifikacije, to jest nakon pocetnog protoniranja estera, slijedi izmjena alkohola ¢ime
nastaju meduprodukti koji se onda mogu dalje mijenjati sve do nastanka estera. Svaki korak
je reverzibilan, a uvjeti koji su pozeljni za ovakav tip reakcija je velik suvisak odgovarajuceg
alkohola i odsutnost vode koja se mozZe posti¢i dodatkom bezvodnog natrijevog sulfata ili
nekog drugog alkohola koji se moZe ukloniti uz izbjegavanje nastajanja nepozeljnih
meduprodukata. Kiseli katalizatori koji se naj¢es¢e koriste za transesterifikaciju masnih
kiselina su BFs3 i AlCls. Katalizatori koji se koriste kod esterifikacije su p-toluensulfonska kiselina,
10 do 14% (v/v) BF3 u 10 % (v/v) BCl3 u metanolu, 5 % (v/v) bezvodni HCl u metanolu i1 do 2

% (v/v) koncentrirana sumporna kiselina u metanolu (Christie, 1993).
Priprema FAME uz katalizator bor-3-fluorid (BF3) u metanolu

Metoda zapocinje alkalnom hidrolizom uzoraka s viskom NaOH u metanolu $to omogucuje
oslobadanje masnih kiselina i njihovu metilaciju u prisustvu BF3; u metanolu (Slika 3).
Esterifikacijom se metilni esteri masnih kiselina ekstrahiraju sa organskim otapalom (najcescée
heksan). Kisela sredina i visoka temperatura uzrokuju izomerizaciju konjugiranih masnih
kiselina, na primjer konjugirane linolne kiseline (C18:2n6) u mlije¢nim proizvodima (Li i

Watkins, 2001).

SAPONIFIKACIJA RCOO —R' + NaOH — RCOO — Na +R' — OH
Too<c
BF3
ESTERIFIKACIJA RCOO — Na+ CH;0H — RCOO — CH3; + NaOH

100 °C

Slika 3. Priprema metilnih estera masnih kiselina uz metanolni BFs kao katalizator

(prilagodeno iz Li i Watkins, 2001)

Prednost metode je brza metilacija slobodnih masnih kiselina u kombinaciji s alkalnom
hidrolizom. Nadalje, katalizator je dugog roka trajanja medutim nakon isteka roka moguée su
greSke u rezultatima. Upotreba drugih kiselih katalizatora usporava reakciju te su manje

dugotrajni. S druge strane, BFs promijenit ¢e dvostruke veze masnih kiselina koje sadrze
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konjugiranje diene, no pravilno provedenom analizom sprjecavaju se moguée greske tijekom

metilacije (Li i Watkins, 2001).
Priprema FAME uz katalizator natrijev metoksid u metanolu

Ova metoda zahtijeva otapanje uzoraka u suhom toluenu nakon ¢ega se uzorci tretiraju
natrijevim metoksidom ¢ime je omoguceno kidanje veza masnih kiselina s ostatkom glicerola
i nastanak FAME-a (Slika 4). Tijekom ove reakcije ne dolazi do izomerizacije konjugiranih diena,
jer katalizator ne metilira slobodne masne kiseline i njihove amidne veze u sfingolipidima.
Bududi da slobodne masne kiseline nisu metilirane, kao kod metode za BF3, analiza je duza i

zahtjevnija (Li i Watkins, 2001).

NaOMe

TRANSESTERIFIKACIA RCOO —R' + CH;0H —_——_ RCOO—CH;+R' —OH

50°C

Slika 4. Priprema metilnih estera masnih kiselina uz metanolni natrijev metoksid kao katalizator

(prilagodeno iz Li i Watkins, 2001)

2.5.1.2. Esterifikacija i transesterifikacija katalizirana alkalnim katalizatorima

Esteri u prisutstvu baze tvore anione i meduprodukte, a mogu disocirati natrag u pocetni ili u
novi ester. Prisutnost velikog viska alkohola (izvor aniona) u reakciji pomiée ravnoteznu tocku
tako da je mogué nastanak samo novog estera. Neesterificirane masne kiseline pretvaraju se
u karboksilatne ione koji, zbog vlastitog negativnog naboja, nisu izloZzeni nukleofilnom napadu
alkohola ili baza. Posljedica toga je transesterifikacija, kao jedina moguca reakcija, za koju je
potrebno imati velik visak bezvodnog alkohola za reakcijski medij (Christie, 1993). Prisutnost
alkalnih katalizatora zahtjeva nize temperaturne uvjete kako bi se reakcija odvijala Sto brze uz
nedostatak esterifikacije slobodnih masnih kiselina koju ne mogu katalizirati (Ichihara i
Fukubayashi, 2010). Prisutnost hidroksilne skupine kod alkalnih katalizatora rezultira
nepovratnom saponifikacijom. Saponifikacija moze pospjesiti emulgiranje i odgoditi odvajanje
organskog i vodenog sloja. Oslobadanje masnih kiselina prije metilacije moguée je i bez
hidrolize lipida jer veéina lipida mozZe izravno transmetilirati. Ukoliko se koristi metilirajuéi
reagens, potrebno je provesti alkalnu hidrolizu kako bi se oslobodene masne kiseline mogle

esterificirati (Liu, 1994.).

20



2. Teorijski dio

Priprema FAME uz katalizator tetrametil-guanidin

Tetrametil-guanidin (TMG) je alkalni katalizator zbog kojega je mogude provesti metilaciju u
jednom koraku. Nakon metilacije slijedi ekstrakcija i izolacija FAME-a (Slika 5). Istrazivanja su
pokazala da tetrametil-guanidin djeluje i na esterificirane i na slobodne masne kiseline, no
postoje istrazivanja koja pokazuju da TMG odredene slobodne masne kiseline ne pretvara u
odgovarajuce metilne estere $to ga Cini nepogodnim za analizu tvari niskog pH (Li i Watkins,

2001).

TMG

TRANSESTERIFIKACUA RCOO —R'+ CH;0H —— RCOO-CH;+R' —OH

100 °C

Slika 5. Priprema metil estera masnih kiselina uz tetrametil-guanidin kao katalizator

(prilagodeno iz Li i Watkins, 2001)
Priprema FAME uz katalizator KOH/NaOH

Ichihara i suradnici (2010) su izolirali lipide esterifikacijom kataliziranom kloroformnim
metanolom te su iz njih FAME-ove pripremili metanolizom uz alkalni katalizator KOH. Alkalni
katalizatori zahtijevaju strogu odsutnost vode pri esterifikaciji masnih kiselina.
Transesterifikacija s KOH zapocinje reakcijom karbonilnih ugljikovih atoma s metoksidnim
ionima triglicerida. Otapanje KOH u metanolu stvara metoksid, a buduci da je KOH snazna baza
njegova konstanta disocijacije je velika, to jest Sto je veca koncentracija KOH katalizatora to je
veca koncentracija nastalog metoksida. Analizom kinetike reakcije, uoceno je da je u pocetnoj
fazi reakcija nastala velika koncentracija FAME-ova neovisno o koli¢ini metanola. Medutim,
bududi da je metanol potreban kako bi KOH disocirao, koli¢ina metanola je proporcionalna s

kolicinom nastalog metoksida pa tako i FAME-ova (Thanh i sur., 2014).
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3.1. ZADATAK

Zadatak ovog diplomskog rada je odrediti sastav i udio masnih kiselina razlicitih vrsta cokolada

kako bi se utvrdile specifi¢nosti s obzirom na profil masnih kiselina.

3.2. MATERIJALI | METODE

Ukupno 13 razli¢itih uzoraka ¢okolade (Slika 6.) karakterizirano je s aspekta sastava masnih
kiselina. Lipidna frakcija ekstrahirana je metodom po Folch-u te je nakon toga sastav masnih

kiselina odreden plinskim kromatografom s plameno-ionizacijskim detektorom.

3.2.1. Priprema cokolada

Cokolade su pripravljene u laboratorijskom kugli€nom mlinu. Za sve recepture temperatura
vodene kupelji je bila 55 °C, a brzina okretaja laboratorijskog kuglicnog mlina 60 o/min. Za
tamne cokolade je koriSteno 2,5 kg kuglica, a za mlije¢ne 3 kg kuglica. Sve sirovine su dodane
na pocetku, osim kakaovog maslaca i vanilina. U Tablici 1. navedene su recepture uzoraka
tamnih i mlije¢nih ¢okolada. Sve ¢okolade su temperirane u rasponu temperindeksa od 4 - 7.

Nakon temperiranja ¢okolade su ukalupljene i stavljene na hladenje 30 minuta na 8 °C.

Slika 6. Uzorci ¢okolade pripremljeni za analizu (FiSer, 2019)
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Tablica 1. Recepture analiziranih uzoraka ¢okolada

OZNAKA KAKAOVA KAKAOV  SECERU  LECITIN PGPR** DODATCI
UZORKA MASA  MASLAC PRAHU (%) (%) (%)
(%) (%) (%)
11 36,00 21,47 42,00 0,50 - -
21 36,00 21,47 42,00 - 0,50 -
31 36,00 21,47 42,00 0,25 0,25 -
a1 36,00 16,47 42,00 0,50 - Palmino ulje: 5,00
51 36,00 16,47 42,00 0,50 - Kokosovo ulje: 5,00
61 12,00 22,00 45,00 0,50 - Mlijeko u prahu: 20,47
71 12,00 22,00 45,00 - 0,50 Mlijeko u prahu: 20,47
81 12,00 22,00 45,00 0,25 0,25 Mlijeko u prahu: 20,47

Mlijeko u prahu: 20,47

91 12,00 17,00 45,00 0,50 - Kokosovo ulje: 5,00
101 12,00 17,00 45,00 0,50 - Mlijeko u prahu: 20,47
Palmino ulje: 5,00
Mlijeko u prahu: 19,22
111 12,00 22,00 41,25 0,50 - Sirutka: 5,00
Mlijeko u prahu: 18,62
121 12,00 22,00 41,85 0,50 i Kondenzirano zasladeno
mlijeko: 5,00
Mlijeko u prahu: 16,00
131 12,00 22,00 44,47 0,50 - Kondenzirano nezasladeno
mlijeko: 5,00

* Vanilin je dodan u iznosu 0,03 %; **PGPR- poliglicerol poliricinoleat

3.2.3. Ekstrakcija lipida

Ukupni lipidi u uzorcima ¢okolade odredeni su metodom po Folch-u (Folch i sur., 1957). Uzorci
cokolade su vagani (1,00 g) u plasticne epruvete s ¢epom volumena 50 mL u kojima se
provodila homogenizacija uzorka sa smjesom otapala. Smjesa otapala za ekstrakciju sastojala
se od kloroforma (p.a. Cistoce, Carlo Erba Reagents, Francuska) i metanola HPLC Cistoce (J.T.
Baker, Nizozemska) u omjeru 2:1, a potreban volumen smjese otapala mora biti 20 puta veci
od mase uzorka. Smjesa je mijeSana 20 minuta pri 400 o/min (IKA, KS 260 Basic, Njemacka) pri
sobnoj temperaturi nakon ¢ega je filtrirana kroz filter papir kako bi se dobila tekuca faza.
Nadalje, tekuéa faza se ispire s 4 mL 0,9 % otopine NaCl (Merck, Njemacka) te se pusti da

odstoji kako bi se faze razdvaojile.
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Nakon razdvajanja faza, gornja faza je uklonjena mikropipetom. Donja kloroformska faza koja
sadrzi lipide je uparena u rotacijskom isparivacu (Laborota 4010, Heidolph Instruments GmbH
& Co. KG) na 60 °C. Ostatak je osusen u susioniku (BINDER FED 53, SAD) pri 105 °C do
konstantne mase nakon cega su izracunati ukupni lipidi prema formuli (1). Ekstrakcija je

izvedena u tri ponavljanja.

ml —m?2
udio ukupnih lipida (%) = P — x 100

(1)

gdje je : m1 — masa tikvice nakon susenja (g)

m; — masa prazne tikvice (g)

3.2.4. Odredivanje sastava masnih kiselina

Metilni esteri masnih kiselina (FAME) pripremljeni su sa hladnom metanolnom otopinom
kalijevog hidroksida u skladu s postupkom opisanim u Prilogu X.B Uredbe 796/2002. Metilni
esteri formiraju se transesterifikacijom s otopinom kalijevog hidroksida u metanolu, kao

meduprodukti prije nego Sto nastupi saponifikacija (EZ, 2002).

Ekstrahirani lipidi (0,05 g) su vagani u epruvetu, dodano je 4 mL n-heptana Cistoc¢e 99 % (Carlo
Erba Reagents, Francuska) te se smjesa vorteksirala 30 sekundi. Nakon vorteksiranja, dodano
je 0,4 mL 2 mol/L metanolne otopine KOH te je uzorak ponovo vorteksiran ¢ime je provedena
transesterifikacija masnih kiselina. Nakon razdvajanja slojeva, gornji sloj koji sadrzi metilne
estere masnih kiselina, prebacen je u vialu za GC analizu. Metilni esteri masnih kiselina
odijeljeni su na Shimadzu GC-2010 Plus plinskom kromatografu opremljenim plameno-
ionizacijskim detektorom (FID) i kapilarnom kolonom SH-Rtx-Wax (duljina kolone 30 m,
promjer kolone 0,25 mm i debljina filma stacionarne faze 0,25 um). Kao plin nosilac koristen
je dusik. Temperatura injektora iznosila je 250 °C, omjer razdvajanja 1:10, a volumen
injektiranja 2 pL. Pocetna temperatura kolone postavljena je na 110 °C i odrZzavana 2 minute,
zatim se postupno povecavala brzinom 10 ° C/min do temperature od 175 °C koja se zadrzala
8 minuta, nakon cega je uslijedilo postupno povecanje brzinom 5 °C/min do 210° C,

zadrZavanje 5 minuta i porast temperature do krajnje temperature od 230 °C brzinom od 5
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°C/min. Konacna temperatura zadrZana je 7 minuta. Ukupno vrijeme analize bilo je 42,5
minute. Temperatura plameno-ionizacijskog detektora bila je 300 °C. Brzina protoka vodika
bila je 40 mL/min, zraka 400 mL/min, a brzina protoka make-up plina (dusika) 30 mL/min.
Identifikacija odijeljenih metilnih estera masnih kiselina postignuta je na osnovi usporedbe
vremena zadrzavanja s vremenima zadrzavanja certificiranog referentnog standarda (Supelco
FAME Mix, C4-C24, St. Louis, USA) analiziranim u istim uvjetima. Rezultati su izrazeni kao

postotak identificirane masne kiseline u ukupnim masnim kiselinama (%).

26



4. REZULTATI | RASPRAVA



4. Rezultati i rasprava

Prema zadatku rada odreden je udio ukupnih lipida i sastav masnih kiselina u 13 uzoraka
¢okolada razli¢itog sastava.

4.1. UKUPNI LIPIDI

Ukupni lipidi iz uzoraka ¢okolada su ekstrahirani metodom po Folch-u. Uzorci su analizirani u

tri paralele, izracunata je srednja vrijednost i standardno odstupanje za svaki uzorak.

Tablica 2. Udio ukupnih lipida u uzorcima tamnih ¢okolada

UDIO UKUPNIH SREDNJA STANDARDNO

UZORAK LIPIDA VRIJEDNOST ODSTUPANIJE
(%) (%) (%)

1 2 3

11 36,38 36,96 36,78 36,71 0,30
21 3681 36,31 36,72 36,61 0,27
31 37,36 38,06 37,73 37,72 0,35
41 3835 3829 37,57 38,07 0,43
51 37,07 37,75 37,57 37,46 0,35
61 30,07 30,40 30,44 30,30 0,20
71 30,04 30,91 30,96 30,64 0,52
81 29,67 30,09 29,29 29,68 0,40
91 29,41 30,21 29,83 29,82 0,40
101 29,55 29,18 28,26 29,00 0,66
111 29,75 29,95 29,58 29,74 0,22
121 30,10 30,15 29,85 30,03 0,16
131 30,27 30,79 31,14 30,73 0,44

Udio ukupnih lipida kod uzoraka tamne ¢okolade nalazi se u intervalu od 36 do 38 % (Tablica
2). Najvedi udio ukupnih lipida ima tamna ¢okolada s dodatkom palminog ulja (uzorak 41) koji
iznosi 38,07+0,35 % dok je najmanji udio ukupnih lipida utvrden u tamnoj ¢okoladi u kojoj nije
dodana zamjena za kakaov maslac (uzorak 21). Analiza uzoraka mlije¢ne ¢okolade pokazuje
podjednake udjele ukupnih lipida koji su ve¢inom u intervalu 29 - 31 %. Uzorci koji sadrze veci
postotak ukupnih lipida od 30 % su: mlije¢na ¢okolada s dodatkom lecitina (uzorak 61), PGPR-
a (uzorak 71), kondenziranog zasladenog mlijeka (uzorak 121) te kondenziranog nezasladenog

mlijeka (uzorak 131).
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Slika 7. Udio ukupnih lipida u analiziranim uzorcima ¢okolada

Usporedujudi rezultate udjela ukupnih lipida tamnih i mlije¢nih ¢okolada (Slika 7.), vidljivo je
da je postotak ukupnih lipida veéi kod uzoraka tamnih ¢okolada jer u recepturi kakaova masa
¢ini 36,00 % sastava tamnih ¢okolada, dok postotak kod uzoraka mlije¢nih ¢okolada iznosi
12,00 %. Cokolada i ostali konditorski proizvodi okarakterizirani su kao visoko energetski
proizvodi visoke prehrambene gustoce. Prosjecna kalorijska vrijednost Cokolade je
300 kcal/100 g, a tomu pridonosi visok sadrzaj ugljikohidrata (45 %) i masti (30 %). Cokolada u
svom nutritivnom sastavu sadrzi i minerale: kalij, magnezij, bakar i Zeljezo. Na sadrzaj hranjivih
tvari utjeCe postotak kakaovog maslaca, ako je on veci, smanjuje se udio ugljikohidrata i
povecava udio masti. Tamna ¢okolada je pravi primjer toga ¢ime su one uslijed veéeg udjela
kakaa, manje slatke te masnije i time visoko kalori¢an prehrambeni proizvod (Torres —Moreno
i sur., 2015). Suzuki i suradnici (2011) analizirali su ukupne udjele makronutrijenata i sastav
masnih kiselina brazilskih brendova tamnih cCokolada. Analiza je pokazala da je koli¢ina
ukupnih lipida prisutna u regularnim tamnim ¢okoladama u intervalu od 23 do 30 %, dok je
interval rezultata analize dijetalnih tamnih ¢okolada iznosio: 33 - 36,5 %. Rezultati udjela
ukupnih lipida dobiveni u navedenom istraZivanju u skladu su rezultatima udjela ukupnih lipida
analiziranih uzoraka tamnih ¢okolada (Tablica 2.). Istrazivanje koje su proveli Susin i suradnici
(2015) ukljucivalo je analizu ukupnih lipida u razli¢itim brendovima mlije¢nih ¢okolada.
Rezultati dobiveni analizom pokazuju da ukupna koli¢ina lipida u analiziranim uzorcima
mlije¢nih ¢okolada nalazi se u intervalu od 22 do 37 % Sto je u skladu sa rezultatima dobivenim u

ovom istrazivanju (Tablica 2.).
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4.2. SASTAV MASNIH KISELINA

Masne kiseline esterificirane su u metilne estere masnih kiselina kako bi se prevele u hlapivi
oblik i mogle odrediti metodom plinske kromatografije. U Tablici 3. naveden je udio zasi¢enih

masnih kiselina u analiziranim uzorcima ¢okolada.

Tablica 3. Udio zasi¢enih masnih kiselina u analiziranim uzorcima ¢okolada

UDIO MASNE KISELINE (%)
uzo

RAK
ca.0 ce:0 C8:0 C10:0 C12:0 C14:0 Ci6:0 C18:.0 C20:0 C22:0 C24:0

11 0,00+ 0,00+ 0,00+ 0,00+ 0,00+ 0,09+ 24,07 3453 094+ 0,88+ 0,60
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 +0,50 0,67 0,01 0,22 0,26

21 0,00+ 0,00+ 0,00+ 0,00+ 0,00+ 0,10+ 21559 3133 0,88t 1,66+ 1,64+
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 +1,59 +2,46 0,10 0,23 0,15

31 0,17+ 0,00+ 0,00+ 0,00+ 0,00+ 0,09+ 24,22 3480 0,99+ 0,74+ 0,50%
0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,24  +1,54 0,05 0,17 0,25

41 0,11+ 0,00+ 0,00+ 0,00+ 0,06+ 0,18+ 2685 3097 0,90+ 0,62+ 0,31%
0,04 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,24 +0,96 0,02 0,12 0,18

51 0,09+ 0,06+ 0,84+ 0,65+ 543+ 192+ 2230 3069 090+ 0,58+ 0,22+
0,01 0,00 0,01 0,01 0,16 0,05 0,91 #1,62 0,02 0,12 0,15

0,08+ 0,20+ 0,14+ 0,35+ 044+ 1,57+ 26,19 32,40 0,88+ 047+ 0,17+
61 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,21 +0,64 0,02 0,08 0,12

0,23+ 0,19+ 0,12+« 0,31x 043+ 1,43+ 2463 2990 0,82+ 0,92+ 0,66+
n 0,02 0,03 0,00 0,04 0,08 0,20 +1,83 3,50 0,08 0,11 0,14

0,07+ 0,22+ 0,14+ 0,35+ 046t 1,60+ 2603 3166 085+ 0,67+ 0,44+
81 0,04 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 +0,03 0,33 0,02 0,05 0,05

0,07+ 0,30+ 1,15+ 1,16+ 7,01+ 3,95+ 22,44 25,04 0,70+ 0,95t 0,89+
91 0,02 0,01 0,07 0,08 0,53 0,25 +1,18 1,49 0,04 0,44 0,54

0,02+ 027+ 0,18t 0,44+ 0,61+ 2,08+ 29,13 26,52 0,73+ 0,51+ 0,21+
100 pp3 000 001 001 001 003 0,04 005 001 006 0,02

0,00+ 0,21+ 0,114+ 0,34+ 044+ 1,54+ 2571 30,82 0,86+ 0,76+ 0,44+
111 900 001 001 001 002 003 033 042 001 009 0,13

0,14+ 0,17+ 0,14+ 0,35+ 0,45+ 1,59+ 2538 29,98 0,82+ 1,03+ 0,80+
121 912 005 000 001 001 006 +120 1,81 003 058 0,68

0,00+ 0,16t 0,12+ 0,29+ 0,38+ 1,27+ 24,74 3029 0,82+ 1,13+ 0,91+
131 900 001 002 001 001 002 +016 023 002 021 0,26

Analizom sastava masnih kiselina uzoraka tamnih i mlijeénih ¢okolada plinskom
kromatografijom vidljive su prisutne velike koli¢ine zasi¢enih masnih kiselina: palmitinske
kiseline (C16:0) u udjelu od 21,59+1,59 % do 26,85+0,24 % i stearinske kiseline (C18:0) u udjelu
od 25,04+1,49 % do 34,80+1,54 % (Tablica 3). Kod uzoraka s dodatkom kokosovog ulja (uzorci
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51i91) utvrden je visSestruko vedi udio laurinske kiseline (C12:0) u udjelu 5,43+0,16 % odnosno
7,01+0,53 % u odnosu na ostale analizirane uzorke. Kokosovo ulje bogato je zasi¢enim masnim
kiselinama s naglaskom na laurinsku kiselinu (C12:0) ¢iji je udio u ulju izmedu 45,1 % - 53,2 %,
takoder vidljiva je i veca koli¢ina miristinske kiseline (C14:0), 16,8 % - 21,0 % koja je prirodan
sastojak kokosovog ulja (MP, 2012). Na temelju dobivenih rezultata moze se uoditi da je
povecan udio laurinske (C12:0) i miristinske kiseline (C14:0) karakteristi¢an za ¢okolade u koje
je dodano kokosovo ulje kao djelomi¢na zamjena za kakaov maslac te se udio navedenih
masnih kiselina moze koristiti kao pokazatelj dodatka kokosovog ulja u ¢okolade. Obzirom da
se kokosovo ulje ne nalazi na popisu dozvoljenih zamjena za kakaov maslac (MPSVG, 2005) u
proizvodnji cokolade (osim ¢okolade koja se koristi za proizvodnju sladoleda i slicnih smrznutih
proizvoda), udio laurinske (C12:0) i miristinske kiseline (C14:0) moze se koristiti kao pokazatelj

kvalitete i sukladnosti sa zakonskom regulativom.

Svi analizirani uzorci mlije¢nih ¢okolada imaju vece koli¢ine miristinske kiseline (C14:0) od
uzoraka tamne cokolade (Tablica 3.). Miristinska kiselina (C14:0) karakteristéna je masna
kiselina mlije¢ne masti (Lloyd, 2020) te je bilo za ocekivati da uzorci mlijecne ¢okolade imaju
veci udio miristinske kiseline u odnosu na uzroke tamnih ¢okolada, a najveéi udio odreden je
u uzorku mlijecne ¢okolade u kojoj je dio kakaovog maslaca zamijenjen kokosovim uljem

(uzorak 91) gdje je udio miristinske kiseline (C14:0) iznosio 3,95+0,25 %.

Uzorak mlije€ne cokolade s dodatkom palminog ulja (uzorak 101) sadrzi vecu koliinu
palmitinske kiseline (C16:0) nego stearinske kiseline (C18:0) (Tablica 3.), za razliku od svih
drugih uzoraka u kojima je odnos palmitinske i stearinske kiseline obrnut. Bhatnagar i suradnici
(2009) analizom sastava palminog ulja su takoder utvrdili da je palmitinska kiselina
dominantna masna kiselina palminog ulja. Dominantne masne kiseline u mlije¢nim (Susin i
sur., 2015) i tamnim cokoladama (Suzuki i sur., 2010) su stearinska (C18:0) i palmitinska

kiselina (C16:0) Sto je potvrdeno i u ovom istraZivanju (Tablica 3.).
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Tablica 4. Udio nezasicenih masnih kiselina u uzorcima analiziranih ¢okolada

UDIO MASNE KISELINE (%)

UZORAK
Cle:1 C18:1n9 C18:2n6¢c  C18:3n3 C22:2
11 0,17+0,01 29,30+0,94 3,30+0,11 0,25+0,01 1,30%0,21
21 0,17+0,02  25,82+2,08 2,24+0,17 0,13+0,01 3,91+2,40
31 0,17+0,02 = 29,21+0,75 2,93+0,09 0,22+0,00 1,07+0,28
41 0,18+0,00 31,57+0,50 4,37+0,16 0,27+0,02 0,79+0,10
51 0,16+0,00 27,05+1,40 2,84+0,07 0,20+0,01 1,23+1,09
61 0,35+0,00 30,04+0,37 3,03+0,04 0,25+0,01 0,45+0,04
71 0,31+0,04 25,60+3,53 2,19+0,26 0,16+0,01 3,19+3,09
81 0,35+0,01 29,21+1,05 2,76+0,16 0,23+0,03 0,86+0,38
91 0,31+0,01 23,43%+1,64 2,74+0,11 0,24+0,01 1,92+1,52
101 0,38+0,02 29,92+0,52 4,48+0,11 0,32+0,01 0,94+0,11
111 0,35+0,03 = 28,38+0,41 3,37+0,19 0,31+0,03 1,13+0,31
121 0,35+0,03 28,08+1,57 3,18+0,35 0,29+0,05 1,32+0,75
131 0,29+0,01 | 27,29+0,12 3,61+0,41 0,35+0,05 1,92+0,61

Analizom sastava identificiranih nezasi¢enih masnih kiselina uzoraka tamnih ¢okolada vidljivo
je da je oleinska kiselina (C18:1n9) dominantna nezasi¢ena masna kiselina kod svih analiziranih
uzoraka (Tablica 4.). Suzuki i suradnici (2010) kao i Susin i suradnici (2015) analizom uzoraka
tamnih i mlije¢nih Cokolada pokazali su da je od nezasi¢enih masnih kiselina u uzorcima
najzastupljenija oleinska kiselina (C18:1n9) Sto je u skladu sa rezultatima dobivenim u ovom

istrazivanju.

Tamna cokolada s dodatkom palminog ulja (uzorak 41) te mlije¢na ¢okolada s dodatkom
palminog ulja (uzorak 101) isti¢u se ve¢om koli¢inom linolne kiseline (C18:2n6), 4,37£0,16 %
odnosno 4,48+0,11 % (Tablica 4.), te se, prema dobivenim rezultatima, udio linolne kiseline
moze koristiti kao jedan od pokazatelja dodanog palminog ulja u ¢okolade. Zambiazi i suradnici
(2007) ispitali su sastav masnih kiselina 20 biljnih ulja i masti, a rezultati su pokazali da je
palmino ulje bogato linolnom kiselinom (C18:2n6c¢), prosje¢no 11 %, Sto se moZe povezati sa

rezultatima analize sastava masnih kiselina u ¢okoladama u kojima je dodano palmino ulje.
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Uzorci analiziranih c¢okolada u kojima je kao emulgator dodan PGPR imaju veéi udio
dokozadienoi¢ne kiseline (C22:2) 3,91+2,40 % (uzorak 21) i 3,1943,09 % (uzorak 71) u odnosu

na udio iste masne kiseline u ostalim analiziranim uzorcima ¢okolada (Tablica 4.).

Udio identificiranih mononezasi¢enih masnih kiselina (MUFA) u uzorcima tamnih ¢okolada

kreée se od 26 % do 32 %, a u mlijecnim ¢okoladama udio MUFA je od 24 % do 31 % (Slika 9.).
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Slika 9. Udio mononezasic¢enih masnih kiselina analiziranih uzoraka cokolada

Najveci udio MUFA imaju uzorci ¢okolada sa dodatkom 5 % palminog ulja (uzorci 41 i 101) sto
je bilo za ocekivati jer je u tim uzorima utvrden i visok udio oleinske kiseline (Tablica 4.) koja
se pokazala kao dominantna MUFA u analiziranim uzorcima. U navedenim uzorcima oleinska
kiselina (C18:1n9) nalazi se u ve¢em udjelu i od zasi¢enih masnih kiselina, palmitinske (C16:0)
i stearinske (C18:0) (Tablice 3.i 4.). S druge strane, Cokolade sa dodatkom 5 % kokosovog ulja
imaju nizak udio MUFA (27,22+1,41 % i 23,89+1,66 %) Sto je u skladu sa rezultatima analize
sastava masnih kiselina palminog i kokosovog ulja koje su proveli Bhatnagar i suradnici (2009),
a koji su dobili da je udio MUFA kokosovog ulja 6,1+0,3 %, a postotak MUFA palminog ulja

visestruko veciiiznosi 42,4+1,1 %.

Udio identificiranih polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA) analiziranih uzoraka cokolada
krece se od 4 % do 6 % (Slika 10.). Visoki udio polinezasi¢enih kiselina imaju uzorci ¢okolada s
dodatkom palminog ulja uzorak 41 (5,43+0,28 %) i uzorak 101 (5,74+0,24 %) Sto je rezultat
prisutnosti veé¢eg udjela linolne kiseline (C18:2n6) u uzorcima ¢okolada te uzorci 21 i 71 gdje

je kao emulgator dodan PGPR.
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Slika 10. Udio polinezasi¢enih masnih kiselina analiziranih uzoraka ¢okolada

Na Slici 11 prikazan je udio zasi¢enih masnih kiselina (SFA) u analiziranim uzorcima ¢okolada.
Vidljivo je da se udio SFA u uzorcima tamnih ¢okolada kre¢e od 57 % do 64 %, dok je udio SFA
u mlije¢nim ¢okoladama izmedu 60 % i 64 %. Najveci udio SFA odreden je u uzorcima ¢okolada
u kojima je dodano kokosovo ulje (uzorak 51 63,86+3,12 % i uzorak 91 64,05+4,70 %) Sto se
moze pripisati visokom udjelu srednje lan¢anim masnim kiselinama, laurinskoj i miristinskoj

koje su karakteristicne za kokosovo ulje (Bhatnagar i sur., 2009; MP, 2012).
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Slika 11. Udio zasi¢enih masnih kiselina svih analiziranih uzoraka
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Analiza zasi¢enih (SFA) i ukupnih nezasi¢enih masnih kiselina (UFA) pokazala je da nema
znacajnijih razlika u udjelima istih obzirom na vrstu ¢okolada (Slika 13.). Udio UFA u tamnim
¢okoladama iznosi 28,80 — 36,20 % dok se u mlije¢nim ¢okoladama UFA nalaze u udjelu od
31,48 — 37,18 %. Nadalje, udio SFA su takoder podjednaki za obje vrste ¢okolada, tamne
cokolade (57,32 — 63,86 %), mlijecne (60,08 — 64,05 %).
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Slika 13. Udjeli SFA i UFA analiziranih uzoraka

Epidemioloska istraZivanja pokazuju direktnu povezanost zdravlja i sastava masnih kiselina u
hrani. Prihvaceno je da nezasi¢ene masne kiseline (UFA) imaju uéinak smanjivanja koli¢ine
ukupnog kolesterola u krvi dok je za SFA ucinak obrnut. SFA povecavaju ukupnu razinu
kolesterola i lipoproteina niske gustoce. Najnovije prehrambene preporuke kazu da ukupan
unos masti treba Ciniti 20 — 35% ukupnog energetskog unosa s tendencijom na $to manji unos

SFA i Sto veéi unos MUFA (Torres-Moreno i sur., 2015.).

Buduci da je pozeljno da namirnica ima veci udio UFA od SFA kako ne bi imao Stetan utjecaj
na zdravlje, rezultati dobiveni u ovom istrazivanju pokazuju da ¢okolade ne pripadaju skupini
namirnica sa povoljnim omjerom masnih kiselina. Usporedujuéi navedene udjele moze se reci
da ¢okolade koje imaju najpovoljniji udio su uzorci 41 i 101 (objema je dodano palmino ulje)
Sto je vidljivo i u prijasnjim grafi¢ckim prikazima u kojima je prikazano da upravo ti uzorci imaju
najvece udjele nezasi¢enih masnih kiselina. Nepovoljan omjer udjela UFA i SFA u ¢okoladama
dokazan je i u istrazivanju provedenom u Turskoj u kojem rezultati pokazuju da u prosjeku

uzroci sadrze oko 70 % SFA i 30 % UFA (Ergondil i sur, 2017).
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5. Zakljucci

Na temelju rezultata ovog istrazivanja mogu se donijeti sljededi zakljucci:

Udio ukupnih lipida u tamnim ¢okoladama znacajnije je veéi od udjela ukupnih lipida u
mlije¢nim c¢okoladama $to se moze pripisati razlici u recepturama odnosno udjelu

kakaove mase koja se dodaje u pripremi tamnih ¢okolada.

Najznacajnije masne kiseline u svim analiziranim uzorcima ¢okolada su palmitinska

(C16:0), stearinska (C18:0) i oleinska kiselina (C18:1n9).

Kod uzoraka ¢okolada s dodatkom kokosovog ulja utvrden je viSestruko vedéi udio
laurinske kiseline (C12:0) te veci udio miristinske kiseline (C14:0) u odnosu na ostale
analizirane uzorke Sto se moze koristiti kao pokazatelj dodatka kokosovog ulja u
¢okolade i pokazatelj sukladnosti sa zakonskom regulativom budu¢i da se kokosovo
ulje ne nalazi na popisu dozvoljenih zamjena za kakaov maslac pri proizvodnji ¢okolade

(izuzev ¢okoladnih masa za zamrznute proizvode).

Tamna ¢okolada s dodatkom palminog ulja te mlijec¢na ¢okolada s dodatkom palminog
ulja isticu se ve¢om koli¢inom linolne kiseline (C18:2n6) u odnosu na udio iste u ostalim
analiziranim uzorcima c¢okolada, te se udio linolne kiseline moZze koristiti kao jedan od

pokazatelja dodanog palminog ulja u ¢okolade.

Gledajuci s nutricionisti¢kog stajaliSta, tamna ¢okolada je bolji izbor uvodenja ¢okolade

u prehranu zbog nesto nizeg udjela SFA i veée nutritivne gustoce.
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