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RAZLICITIH VRSTA COKOLADA SA PROBIOTICIMA

Doktorska disertacija

Mr Jovanka Lali¢i¢-Petronijevié

SAZETAK

Prehrambeni proizvodi koji sadrze probiotske mikroorganizme, uglavnom bakterije
mlecne kiseline, sa pozitivhim ucincima po zdravlje, predstavljaju jedno od najvecih trzista
funkcionalne hrane, medu kojima su proizvodi od mleka najdostupniji. Teznja da korisne,
probiotske bakterije bezbednije i lakse prezive uslove gastrointestinalnog trakta, kao i
potreba da budu dostupne tokom duzeg vremenskog perioda u odnosu na onaj koji je
ogranicen trajnoscu proizvoda od mleka, nametnula je ideju da se obave opseznija
ispitivanja primene probiotika na cokoladi kao nosacu. Program istrazivanja u okviru ove
doktorske disertacije bio je usmeren na ispitivanje mogucénosti primene probiotika u
razli¢ite vrste ¢okolada, zbog njihove osetljivosti prema velikom broju procesnih faktora i
uslovima okoline, a imajuci u vidu da je odrzivost esencijalno svojstvo koje uslovljava
njihovu efikasnost. Inkluzijom probiotskih kultura uvodi se dodatna disperzna faza u sastav
cokolada, $to moze imati uticaja na njihovu mikrostrukturu i usloviti promene izgleda -
boje, teskture, topivosti i reoloskih svojstava. Pored navedenog, pojedina istrazivanja
ukazuju na moguénost postojanja interakcija izmedu probiotskih mikroorganizama i
polifenolnih komponenata namirnice u koje su dodati, $sto moze dovesti do promene
njenog antioksidativhog kapaciteta. Kako bi se ustanovilo u kojoj meri je inkorporiranje
probiotika uticalo na dominantna svojstva razli¢itih vrsta ¢okolada, obavljeno je ispitivanje
njithovih  senzornih, antioksidativnih 1 reoloskih karakteristika neposredno nakon
proizvodnje (0-30 dana) i tokom skladistenja od 90, odnosno 180 dana. Radi utvrdivanja
svih faktora koji mogu uticati na funcionalnost cokolada sa probioticima obavljene su i
analize upotrebljenih ambalaznih materijala, koje su obuhvatale ispitivanje fizicko-

mehanickih 1 barijernih svojstava.



Konkretno, u cokolade razlicitog sastava (mlecne, crne sa 44 % 1 crne sa 75 %
kakao-delova) dodati su liofilizovani probiotski sojevi Lactobacillus acidophilus NCFM® i
Bifidobacterium lactis HNO19, kao 1 DUOLAC MIX L3 - mikroinkapsulisana mesavina tri
probiotske kulture: Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus i Bifidobacterium breve.
Proizvodnja ¢okolada sa probioticima obavljena je u pogonu fabrike “Stark”, a.d., Beograd,
uz izvesne modifikacije standardnog tehnoloskog postupka. Inkapsulisani sojevi L3, kao 1
liofilizovana kultura L. acidophilus NCFM® imali su veoma dobru vijabilnost tokom 180
dana skladistenja (10”tj. 10° cfu/g). Kod probiotskog soja B. /actis HN019 doslo je do brzeg
opadanja broja aktivnih ¢elija u svim ispitivanim uzorcima (sa 10° na 10° cfu/g), te je
funkcionalnost cokolada sa navedenim sojem ogranicena na period od 90 dana od
momenta proizvodnje. Na bazi podataka o vijabilnosti probiotskih bakterija ¢uvanih na
razlicitim temperaturama (4°C 1 20°C), utvrdeno je da se cokolade sa probioticima mogu
skladistiti 1 na sobnoj temperaturi, bez bojazni od drasticnog pada funkcionalnosti
proizvoda.

Osnovni hemijski sastav ¢okolada sa probioticima bio je nepromenjen u odnosu na
kontrolne uzorke koji nisu sadrzali probiotske bakterije. Obogacivanje razlicitih vrsta
cokolada probiotskim sojevima, bilo u liofilizovanom ili inkapsulisanom obliku, nije dovelo
do remecenja njihovih senzornih svojstava, a svi analizirani uzorci ¢okolada zadrzali su
odli¢an senzorni kvalitet tokom skladistenja od 180 dana. Ispitivanja karakteristike kvaliteta
boje primenom tristimulusne kolorimetrije (u CIE, CIE L"a" b i Hiinter Lab sistemu),
pokazala su da dodatak probiotskih bakterija nije izazvao promene boje, pogotovo u smislu
pojave sivljenja, koje nije detektovano ni po vremenskoj koordinati, ve¢ su utvrdene
vrednosti sjajnosti (Y), psihometrijske svetlosti (', L), tona (a’, a,) i hrome (b, by,)
odgovarale tipu ¢okolada prema sastavu kakao-delova. Termodinamicki parametri topljenja
1 kristalizacije, odredeni primenom diferencijalne skenirajuée kalorimetrije, sugerisu da se
profil topljenja ¢okolada sa probioticima nije znacajnije razlikovao od kontrolnih uzoraka,
nego je pre svega bio uslovljen sadrzajem masti u sastavu mlecnih i crnih ¢okolada. Sadrzaj
ukupnih 1 pojedinac¢nih grupa fenola (ukupnih flavonoida, flavan-3-ola i proantocijanidina)
bio je u skladu sa sastavom ispitivanih vrsta ¢okolada, pre svega, sa udelom kakao-delova.
U ovom doktorskom radu nova, polarografska metoda (HPS) po prvi put je primenjena za
odredivanje AO kapaciteta ekstrakata cokolada. Utvrdeni su visoki koeficijenti korelacije
HPS metode sa primenjenim standardnim metodama (Ferric Reducing Antioxidant Power

- FRAP i 2,2-Azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic Acid - ABTS) i1 sadrzajem



polifenolnih jedinjenja, ¢ime je potvrdena njena validnost i moguénost primene i na kakao-
proizvode. Konstatovano je da prisustvo probiotskih kultura nije imalo uticaja na
antioksidativnu aktivnost ispitivanih uzoraka cokolada unutar iste vrste. Navedeno, zajedno
sa odsustvom vremenske zavisnosti antioksidativne aktivnosti, predstavlja jos jednu
potvrdu da probiotske bakterije ne menjaju AO potencijal cokolada u koje su
inkorporirane. Slicno se odnosi 1 na parametre oksidativne stabilnosti masti ekstrahovanih
iz analiziranih uzoraka cokolada, dobijenim primenom DSC, s obzirom da su podaci za
indukciono vreme oksidacije (OIT) i temperature pocetka oksidacije (OOT) korespondirali
sa sadrzajem polifenolnih jedinjenja, bez znacajnijih variranja u zavisnosti od dodatka
probiotika. Upotrebljene probiotske bakterije, generalno, nisu imale veci uticaj na reoloske
karakteristike toka razlicitih cokoladnih masa, pogotovo na vrednosti plasticnog i prividnog
viskoziteta. Povecéanje vrednosti prinosnog napona, konstatovano u pojedinim slucajevima,
se, osim granulacije probiotika kod kojih je uoceno, moze pripisati nedovoljnoj
homogenosti proizvedenih uzoraka. U tom smislu bi dalja istrazivanja trebalo usmeriti na
iznalazenje efikasnijih tehnika dispergovanja probiotika, $to bi doprinelo otklanjanju
navedenih pojava i omogucilo kontinualnu proizvodnju u industrijskim uslovima.

Analize ambalaznih materijala, pokazale su da je aluminjumska folija kao primarna
ambalaza za pakovanje cokolada sa probioticima, pogodna sa aspekta svih ispitivanih
svojstava, osim u pogledu hermeti¢nosti vara. Ovaj nedostatak je oznacen kao jedan od
mogucih uzroka opadanja broja aktivnih celija pojedinih probiotika u razli¢itim vrstama
cokolada, koji je potrebno otkloniti u cilju odrzanja funkcionalnosti proizvoda tokom
celokupnog perioda skladistenja.

Na osnovu svega navedenog, moze se konstatovati da mlec¢ne i crne cokolade
razli¢itog sastava predstavljaju dobar matriks za dostavu probiotika, a zbog dodate
vrednosti istovremeno doprinose prosirenju asortimana konditorskih proizvoda i trzista

funkcionalne hrane.

Klju¢ne re¢i:  Mlecne 1 crne cokolade, probiotici, senzorna, antioksidativna 1 reoloska
svojstva, ambalaza, funkcionalnost.

Naucna oblast: Prehrambena tehnologija

UZa naucna oblast:  Tehnologija ratarskih proizvoda
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Mr Jovanka Lali¢i¢-Petronijevié

ABSTRACT

Food products containing beneficial microorganisms, mostly lactic acid bacteria
which effectively affect human health, represent one of the largest market of functional
foods, with dairy products as the most accessible ones. Tendency that useful probiotic
bacteria safer and easier survive the conditions of the gastrointestinal tract, and the need to
make them available over a longer period of time compared to durability of dairy products,
imposed the idea to conduct the extensive testing of probiotics in chocolate as a carrier.

Research program in the scope of this dissertation was aimed at investigating the
possibility of application of probiotics in different types of chocolate, because of their
sensitivity to a large number of process factors and environmental conditions, and bearing
in mind that sustainability is an essential property that determines their effectiveness. By
including of probiotic cultures in the chocolate composition, an additional dispersed phase
is introduced, which can influence the microstructure and cause a change in appearance -
colour, texture, melting and rheological properties of the product. In addition, some studies
suggest the possibility of an interaction between probiotic microorganisms and polyphenol
components in food containing them, which may lead to a change of its antioxidant capacity.

In order to establish the extent to which the incorporation of probiotics affect the
dominant characteristics of different types of chocolate, an examination of their sensory,
antioxidant and rheological properties was carried out immediately after production (0-30
days) and during storage of 90, ie 180 days. With the aim of determination of all factors
that may affect the functionality of chocolate with probiotics, the analysis of used
packaging materials, which included testing of physical-mechanical and barrier properties,
were also conducted.

In particular, the freeze-dried probiotic strains Lactobacillus acidophilus NCFM® and
Bifidobacterinm lactis HNO19, as well as DUOLAC MIX L3 - microencapsulated mixture of



three probiotic cultures: Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus and Bifidobacterium
breve, were added into chocolates of different composition (milk, dark with 44% and dark
with 75% cocoa solids). Production of chocolates with probiotics was carried out in factory
"Stark" a.d., Belgrade, with minor modifications of the standard technological procedute.
Microencapsulated strains 1.3, and freeze-dried culture L. acidophilus NCFM®
exhibited a very good viability during 180 days of storage (10” ie 10° cfu/g). In the case of
probiotic strain B. /actis HNO19 faster decline of the number of active cells was observed in
all samples tested (from 10° to 10° cfu/g), hence the functionality of chocolates containing
this strain is limited to a period of 90 days. Based on the data related to viability of probiotic
bacteria stored at different temperatures (4°C and 20°C), it was found that the chocolates
with probiotic can be stored at room temperature, without drastic functionality reduction.
The basic chemical composition of chocolates with probiotics was unchanged
compared to control ones that did not contain probiotic bacteria. Enrichment of different
types of chocolates with probiotic bacteria, either lyophilized or in microencapsulated
form, did not lead to disruption of sensory properties, and all analyzed samples maintained
excellent sensory quality during storage of 180 days. Examination of colour characteristics,
using tristimulus colorimetry (CIE, CIE L'a’b" and Hunter Lab system), showed that
addition of probiotic bacteria did not cause changes of colour, especially in terms of bloom
development, which is not detected even in the time coordinate, but the measured values
of the luminance (Y), psychometric light (I.', L), tone (a’, ay,) and chroma (b’, by)
corresponded to the composition of chocolate type according to cocoa solids content.
Thermodynamic parameters of melting and crystallization, determined by differential
scanning calorimetry, suggested that the melting profile of the chocolates with probiotics
did not significantly differ from the control samples, but was primarily caused by amount
of fat in the composition of milk and dark chocolates. The content of total and individual
phenolic compounds (total flavonoids, flavan-3-ols and proanthocyanidins) was consistent
with the composition of the examined kinds of chocolate, above all, with the proportion of
cocoa solids. In this PhD thesis a new polarographic method (Hydrogen Peroxide
Scavenging - HPS) was applied for the first time to determine the antioxidative capacity of
chocolate extracts. High correlation coefficients of HPS method compared to standard
methods used (Ferric Reducing Antioxidant Power - FRAP and 2,2-Azino-bis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic Acid - ABTS) and the content of polyphenolic

compounds, were established, thus confirming its validity and possibility of application in



cocoa products. It was found that the presence of probiotic cultures did not affect the
antioxidant activity of chocolate samples within the same type. Together with the absence
of time dependence of antioxidant activity, above-mentioned represents another
confirmation that the probiotic bacteria do not change AO potential of chocolate in which
they are incorporated. Likewise applies to the parameters of the oxidative stability of fats
extracted from the analyzed samples of chocolate, obtained by DSC, given that the data
for the oxidation induction time (OIT) and oxidation onset temperature (OOT)
corresponded with the content of polyphenolic components, with no significant variation
depending on the probiotic addition. Applied probiotic bacteria, in general, had no
significant effect on the rheological characteristics of various chocolates, especially on the
values of apparent and plastic viscosity. Increased value of the yield stress, noted in some
cases, beside granulation of probiotics in which it was observed, can be attributed to the
lack of homogeneity of the produced samples. In this respect, further research should
focus on finding efficient techniques of probiotic dispersion into chocolate mass, which
would contribute to the elimination of the above issues and enable continuous production
on industrial scale.

Analysis of packaging materials, have shown that the aluminum foil as primary
packaging for chocolate with probiotics, can be considered as suitable in terms of all
examined properties, except for the hermetic seal. This drawback was identified as one of
the possible causes of active cells number decline of certain probiotics in different types of
chocolate, that should be eliminated in order to maintain the functionality of these
products during the entire period of storage.

Based on the above, it can be concluded that both milk and dark chocolate with
different composition represent a good matrix for probiotics delivery, and because of the
added wvalue, at the same time, also contribute to expanding of the assortment of

confectionery products, as well as the market of functional food.

Keywords:  Milk and dark chocolates, probiotics, sensory, antioxidant and rheological

properties, packaging, functionality

Scientific field: Food technology

Specific scientific field: Technology of crop products
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1. UVOD

Cokolada — kompleksana suspenzija — je luksuzna namirnica koja prilikom konzumiranja
poduduje citav niz stimulanasa koji aktiviraju centre za zadovoljstvo u ljudskom mozgu, $to
je ¢ini jednom od najomiljenijih prehrambenih proizvoda u svetu.

Mada se osnovne energetske potrebe organizma cokoladom mogu zadovoljiti relativno
brzo, savremeni koncept ishrane nalaze upotrebu namirnica sa dodatom vrednoscu, koje imaju
terapeutski ili preventivni znacaj. Razvoj novih tehnologija omogucéava izmenu sastava
hrane na takav nacin da se njome ostvaruju dodatni benefiti po zdravlje ljudi. Takva funkcionalna
hrana omogucava poboljsanje rada ciljanih fizioloskih funkcija u organizmu coveka.

Uloga probiotskog koncepta u promovisanju zdravlja, mada poznata jos od
davnina, tek u poslednje dve decenije dozivljava svoju punu ekspanziju. Prema definiciji
FAO/WHO (2001) probiotici su zivi mikroorganizmi koji, primenjeni u adekvatnim
koli¢inama, ispoljavaju pozitivne efekte po zdravlje domacina. Najcesce su to bakterije
mlecne kiseline iz roda Lactobacillus spp., kao 1 neki sojevi Bifidobacterium spp. Dobrobiti koje
donosi upotreba probiotika danas su valjano dokumentovane nau¢nim i klinickim
dokazima, medu kojima se istice poboljsanje zdravlja gastrointestinalnog sistema putem
modulacije mikroflore, sto moze obezbediti zastitu od ¢itavog niza poremecaja i bolesti
probavnog trakta, ukljucujudi razlicite vrste infekcija, upalnih procesa, pa c¢ak i pojave
kancera. Dodatni povoljni uticaji na zdravlje probiotika obuhvataju jacanje imunog sistema
organizma, povecanje dostupnosti nutrijenata, antibakterijsku aktivnost, smanjenje nivoa
holesterola u krvi, ublazavanje simptoma intolerancije na laktozu i reakcija izazvanih
alergijama na pojedine vrste hrane.

Zahvaljuju¢i navedenom podruéje primene probiotika se prosiruje. Da bi ostvarile
svoju terapeutsku ulogu probiotske bakterije u proizvodu moraju biti zastupliene u
odgovaraju¢em broju, odnosno odrzati neophodnu vijabilnost u okviru proizvodnje i roka
odrzivosti, ukljucujudi i period konzumiranja. U tom smislu, za postizanje potrebne vijabilnosti
probiotika veoma je vazan odabir odgovarajucih sojeva kao 1 njihova kompatibilnost sa

sastavom 1 uslovima tokom proizvodnje odredenog prehrambenog proizvoda.
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Tradicionalni nosaci bakterija mlecne kiseline su proizvodi od mleka. Medutim, za
odredeni, ne tako zanemarljivi deo populacije, upotreba proizvoda od mleka je limitirana,
bilo zbog nacina ishrane, tradicionalnih ili ekonomskih razloga, ili zbog intolerancije na
laktozu, podizanja nivoa holesterola ili, pak, pojave alergije na mlecne proteine. Nadalje, ovi
proizvodi se moraju ¢uvati na temperaturi hladenja i odlikuju se relativno kratkim rokom
odrzivosti. U tom kontekstu, razvoj novih ne-mlecnih namirnica koje bi sadrzale
probiotike, sve viSe dobija na vaznosti. Alternativna strategija za povecanje efikasnosti
dejstva probiotika bi bila upotreba prehrambenih matriksa koji prirodno sadrze visok nivo
komponenata sa protektivnim svojstvima. Cokolada je jedna od namirnica koja ispunjava
mnoge od ovih zahteva, za koju se pretpostavlja da bi mogla da bude znatno superiorniji
sistem za intestinalnu dostavu probiotika. Nedavna istrazivanja su pokazala da 80 %
probiotika u ¢okoladi kao nosacu bezbedno prode kroz Zeludac u poredenju sa samo 20 %
kada su nosaci fermentisani proizvodi od mleka (jogurt/kiselo mleko). To, takode, znaci da
je za postizanje terapeutskih efekata potrebna manja koli¢ina namirnice. Kakao-maslac iz
cokolade obezbeduje zastitu probiotskim bakterijama, pa nije potrebno cuvanje u frizideru,
a rok odrzivosti samog proizvoda daleko premasuje onaj kod proizvoda od mleka.

Medutim, inkorporiranje probiotika u hranu vezano je, pre svega, za ozbiljnu
prepreku koja proistice iz same definicije probiotika: do probavnog trakta, mesta njthovog
delovanja, probiotske bakterije moraju dospeti — zive i u dovoljnom broju. Njihovo
prezivljavanje povezano je sa brojnim faktorima: svojstvima izabranog probiotskog soja,
okruzenjem u koje se dodaju (karakteristikama ostalih sastojaka hrane, sadrzajem vlage,
temperaturom, kiseonikom, ...), digestivhim procesom (zeludacnom kiselinom, zuénim
solima), kao i sa mehanickim stersom i1 nizom Cdcinilaca kojima su izloZzeni tokom
proizvodnje hrane. Prevazilazenje ovih ograni¢enja zahteva inplementaciju novog ili, pak,
prilagodavanje postojeceg tehnoloskog postupka, kako bi se omogucilo, ne samo
prezivljavanje uslova tokom proizvodnje, ve¢ i dovoljna odrzivost probiotskih bakterija
tokom dugotrajnog skladistenja, Sto svakako predstavlja svojevrstan izazov.

Obogacivanje razli¢itih vrsta cokolada bakterijama mlecne kiseline sa probiotskim
svojstvima doprinelo bi povoljnijem uticaju ovih proizvoda na zdravlje ljudi. Ovakav
pristup je od izuzetne vaznosti, posebno ukoliko se ima u vidu da se cokolada cesto

konzumira medu decom.
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Potrebno je naglasiti da zbog jedinstvenog ukusa i specificne teksture, senzorna
svojstva cokolada ne smeju biti promenjena niti na bilo koji nacin poremecena, uprkos
dodatku probiotskih bakterija. Ovo s toga §to senzorna svojstva cokolada predstavljaju
jedan od najvaznijih parametara u definisanju njihovog ukupnog kvaliteta. Opsta, senzorna
prihvatljivost od strane potrosaca, predstavlja kljucni faktor pri plasiranju novog proizvoda
na trziste, pa tako, pored obogacivanja probioticima, ¢okolade moraju zadrzati privlacan
izgled (boja, sjaj, oblik, povrsina), pravilan prelom, homogenu teksturu, postepenu topivost,
svojstven miris i ukus i dobru odrzivost tokom skladistenja. Procesi rafinacije razlicitih
vrsta Cokolada se izvode tako da krajnja velicina cCestica bude < 30 um, jer prisustvo
krupnijih cestica dovodi do pojave osecaja peskovitosti ili zrnavosti pri konzumiranju. Sa
druge strane, ukoliko ¢okolade imaju povecani viskozitet javlja se pastozan osecaj u ustima
koji se dugo zadrzava. S tim u vezi, vazno je ocuvanje i reoloskih karakteristika toka
cokoladnih masa, jer pruzaju informacije vezane za njihova senzorna svojstva.

U XXI veku ¢okolada se ne smatra samo “poslasticom za povladivanje”, vec je sve
viSe priznata zbog visokog sadrzaja polifenolnih komponanata sa antioksidativnim,
antiradikalskim 1 antikancerogenim dejstvom, za koje se veruje da ispoljavaju vazan
doprinos u prevenciji kardiovaskularnih oboljenja, ublazavanju inflamatornih procesa i u
funkcionisanju imunog sistema. Navedeno se posebno odnosi na crne cokolade, koje zbog
veceg udela kakao-delova, poseduju vise fenolnih komponenata u poredenju sa mlecnim, ali
isto tako 1 u odnosu na druge namirnice poznate po sadrzaju bioakivnih materija, kao §to su
neke vrste voca, zeleni ¢aj ili crveno vino. Postizanje izrazenih funkcionalnih svojstava
cokolada koja ne poticu samo od probiotskih mikroorganizama, predstavlja dopunsku
vrednost u kreiranju kategorije ovakvih proizvoda koji bi bio prihvatljiv Sirokom krugu
potrosaca. U tom svetlu od posebnog znacaja je antioksidativni kapacitet cokolada, koji se
moze odrediti pomocu nekoliko metoda.

Opravdanost razvoja ovakve vrste proizvoda nalazi se u cinjenici da na nasem
trziStu ne postoje cokolade sa probioticima i da nisu razvijene tehnoloske linije za njthovu
proizvodnju, koje bi se, uz odgovaraju¢e modifikacije sadasnjih tehnoloskih postupaka,
mogle osvojiti. Pored navedenog ne treba zanemariti ni podatke o potrosnji cokolada, koje
prednjac¢e u odnosu na ostale grupe konditorskih proizvoda, te se moze ocekivati da bi
nova vrsta ¢cokolada 1 te kako bila privlacna savremenom potrosacu koji vodi racuna o

svojoj ishrani.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. VRSTE I HEMIJSKI SASTAV COKOLADE

Cokolada predstavlja jedinstvenu namirnicu, koja se odlikuje time da je ¢vrsta na
sobnoj temperaturi, ali se lako topi u ustima. To je zbog toga §to je mast u cokoladi -
kakao-maslac, uglavnhom ¢vrst na temperaturama ispod 25°C, kada objedinjuje ¢Evrste
Cestice $ecera i kakaa, medutim, skoro potpuno tecan na telesnoj temperaturi ¢oveka,
omogucavajuci time cesticama da proticu jedne mimo drugih, tako da cokolada postaje
glatki fluid kada se zagreje u usnoj duplji. Osim toga, cokolada je slatkog ukusa, $to je
privla¢no za vecinu ljudi. U stvari, u samim zacecima njene upotrebe, u doba dominacije
civilizacija Maya 1 Asteka, ¢okolada je koris¢ena kao prilicno oporo, masno pice, ne
narocito prijatnog ukusa, a ¢injenica da je uopste i razvijena do oblika u kojem je danas
poznajemo, predstavlja jednu od misterija istorije.

Cokolada je slozena, gusta suspenzija ¢vrstih Cestica sa prose¢nim udelom vrste
faze oko 60-70 % koju ¢ine Secer, nemasne kakao-cestice i mleko (zavisno od vrste), a koje
su dispergovane u kontinualnoj masnoj fazi sastavljenoj uglavnom od kakao-maslaca. Dve
prisutne faze su uzajamno tako povezane da formiraju prostornu reSetku koja masu drzi
¢vrsto na okupu.

Vrsta ¢okolade (mlecna ¢okolada, cokolada sa visokim sadrzajem mleka, cokolada
za jelo 1 kuvanje, 1 druge), odreduje se na osnovu sirovinskog sastava i tehnoloskog
postupka proizvodnje (Gavrilovic, 2003). lako je Pravilnikom o kvalitetu 1 drugim zahtevima
za kakao-proizvode, ¢okoladne proizvode, proizvode slicne ¢okoladnim i krem-proizvode
("Sluzgheni list SCG", br.1/2005) definisan veliki broj vrsta cokolade, u prometu se najcesce
izdvajaju tri najprisutnije vrste, a to su: crna, mlec¢na i bela cokolada, koje se razlikuju po
sadrzaju ¢vrstih nemasnih kakao-cestica, kakao-maslaca 1 mleka.

Uprkos razlicitom hemijskom sastavu, konzumiranje cokolade doprinosi zdravlju

putem obezbedivanja makronutrienata: ugljenih hidrata, masti i proteina, potrebnih za

energetske 1 druge metabolicke funkcije organizma. U crnoj, mle¢noj i beloj ¢okoladi

Pregled literature 4 -




Doktorska disertacija Mr Jovanka G. Lalicié¢-Petronijevié¢

osnovne grupe jedinjenja zastupljene su u razlicitim udelima ¢iji sastav navodi Afoakwa
(2008): crna ¢okolada (ugljeni hidrati: 63.5 %; masti: 28 %; proteini: 5 %); mlecna cokolada
(ugljeni hidrati: 56.9 %; masti: 30.7 %; proteini: 7.7 %o); bela ¢okolada (ugljeni hidrati: 58.3 %b;
masti: 30.9 %; proteini: 8 %).

Od wugljenihy hidrata cokolade najvaznija je, pre svega, saharoza, ali i drugi ugljeni
hidrati, kao 1 Seceri kakao-Cestica: monosaharidi, disaharidi, skrob i sitova vlakna.

Saharoza je disaharid i sastoji se od a-D-glukopiranoze i B-D-fruktofuranoze,
povezanih glukozidnim vezama. Sadrzi najmanje 99.7 % ciste saharoze 1 prateée sastojke:
vodu, redukujuée $ecere i mineralne materije (Susic i sar, 1995; Popov-Raljit, 2011). Od
posebnog znacaja za primenu u tehnologiji konditorskih proizvoda je ¢istoc¢a saharoze, kao
1 njena fizicko-hemijska svojstva. U pripremi za proizvodnju c¢okoladne mase konzumni
rafinisani Secer se melje u prah (Gavrilovic, 2003) zbog uticaja na svojstva proticanja (Beckett,
2002). Tokom procesa prerade, saharoza moze preé¢i u amorfno stanje, sto se odrazava,
kako na svojstva toka cokoladne mase i ukus cokolade, tako i na sprecavanje pojave
sivljenja zbog formiranja kompaktnije mikrostrukture od strane sitnih sfernih cestica
amorfnog Secera (Bricknell i Hartel, 1998, Svanberg i sar., 20117).

Slicno saharozi, i laktoza je disaharid, sastavljen od monosaharida glukoze i
galaktoze. Laktoze ima u kravljem mleku pa je, prema tome, ima i u mle¢noj cokoladi.
Ponekad se koristi u kristalnom obliku kao zamena dela saharoze, a u mleku u prahu dobijenom
rasprsivanjem nalazi se u amorfnom stanju. Posto je mnogo manje slatka u odnosu na
saharozu, smanjuje ukupnu slatko¢u cokolade. Kao redukujuéi secer, laktoza ucestvuje u
Maillard-ovim reakcijama kao 1 u procesima karamelizacije, koji doprinose formiranju
bogatog, karamelizovanog, mlecnog ukusa tipicnog za mlec¢ne cokolade (Beckett, 2009).

Od dijetalnih vlakana koja poticu iz kakao-zrna, u poslednje vreme aktuelno je
ispitivanje sadrzaja lignina kome se pripisuje pozitivan uticaj na smanjenje krvnog pritiska 1
holesterola u krvi (Ashitani i Kamiwaki, 2005). Smatra se da kakao-ljuska moze biti dobar
izbor dijetalnih vlakana (38-44 %), ukljucujudi i lignin. Osim toga, u njoj je detektovano i
prisustvo supstanci sa kariostatskim svojstvima koje sprecavaju nastanak naslaga na zubima
1 pojavu kariesa (Osawa i sar., 2001; Ferrazzano i sar., 2009). Imajuéi u vidu benefite po

zdravlje koji su povezani sa konzumiranjem dijetalnih vlakana i polifenola, prisustvo obe
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bioaktivhe komponente u kakao-zrnu sa ljuskom moglo bi privudi interes za ovaj integralni
proizvod kao potencijalni sastojak industrije funkcionlne hrane (Lecumberri i sar., 2007).

Kakao-maslac je karakteristicna mast kakao-zrna, 1 ¢ini osnovnu mast u cokoladi.
Dobija se mehanickim postupcima iz kakao-zrna ili delova kakao-zrna u hidraulickim ili
ekspeler presama, nakon cega se izlaze neutralizaciji i delimi¢nom ili potpunom uklanjanju
boje. Iz kakao-zrna neodgovarajuceg kvaliteta, od slabih konzumnih sorti, kakao-maslac se
dobija ekstrakcijom pomocu organskog rastvaraca i, nakon rafinacije, koristi u
farmaceutskoj i kozmetickoj industriji. Moguénost ekstrahovanja masti iz kakao-zrna
razvijena je 1828. godine kada je holandski hemicar Coenraad Van Houten svojim izumom
po prvi put omogucio odmascivanje kakao-mase.

Kakao-maslac za proizvodnju ¢okolade je svetle, do tamno zute boje, specificnog —
svojstvenog mirisa i ukusa, sjajne povrsine, krtog preloma. Tacka topljenja kakao-maslaca je
niza od telesne temperature coveka i zato prilikom otapanja u ustima ne daje ukus loja, veé
se otapa uz vezivanje male koli¢ine toplote, ostavljajuci utisak slabog hladenja.

U kakao-maslacu dominiraju tri masne kiseline, koje ¢ine preko 95 % od svih
prisutnih kiselina. Skoro 35 % ¢ini oleinska kiselina (C19:1), oko 34 % stearinska kiselina
(C18:0), a oko 26 % je palmitinska kiselina (C16:0) (Beckett, 2002). lako spada u zasi¢ene
masti, u seriji istrazivanja o ljudskoj ishrani, pokazano je da visok sadrzaj stearinske kiseline
u kakao-maslacu iz ¢okolade ne utice $tetno na lipide krvne plazme (Kris-Etherton i Mustad,
1994). Stearinska kiselina se losije apsorbuje od drugih masti i tezi da bude izbacena iz
organizma, a masti kakao-zrna imaju manju biodostupnost, te ispoljavaju neutralan uticaj na
nivo lipida u krvi, odnosno ne dovode do povecanja sadrzaja holesterola (Cogper i sar.,
2008a).

Vazna osobina kakao-masti je odrzivost, §to je, isto tako, posledica sastava masnih
kiselina, strukture triglicerida, ali 1 prisustva prirodnih antioksidanasa. Smatra se da je velika
otpornost kakao-masti ka oksidaciji uzrokovana strukturom njegovih triglicerida, jer oko 80
% ukupnih triglicerida sadrzi oleinsku kiselinu estarski vezanu u polozaju 2. Od znacaja je 1
podatak da trigliceridi kakao-masti sadrze esencijalnu linolnu masnu kiselinu. Lipidi kakao-
masti sastoje se od fosfolipida 1 glikolipida. Od neosapunjivih materija prisutni su steroli,

vitamini A 1 D, B 1y tokoferoli i fosfatidi. Bitni su i biljni pigmenti karotinoidi od kojih
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poti¢e boja masti, kao i aromati¢na jedinjenja: pirazini, tiazoli, oksazoli, piridini i masne
kiseline kratkih lanaca koje daju ukus.

Kakao-maslac, osim energetske vrednosti, ima 1 visok stepen iskoris¢enja u
organizmu, lako je svarljiv i, u odnosu na druge masti, manje opterecuje organe za varenje
(Gavrilovié, 2003).

Proteini cokolade poticu od sastojaka kakao-Cestica, a ¢ine ih albumini, globulini,
prolamini 1 glutenini. Oni mogu biti u makromolekularnim jedinjenjima sa
polihidroksifenolima. Iako je prisustvo produkata hidrolize proteina nepozeljno, izvesna
kolicina peptida i aminokiselina je potrebna zbog postizanja odgovarajucih senzornih
svojstava cokolade, tj. arome (Goldoni, 2004).

Pored prethodno navedenih osnovnih sastojaka ¢okolade, vazni su i ostali sastojci
kakao-cestica kao $to su: taninske i mineralne materije 1 karbonske kiseline.

Cokolada je znacajan izvor antioksidanasa, prvenstveno polifenola, ukljucujudi i
flavaonoide kao sto su epikatehin i katehin, a posebno procijanidina, za koje su smatra da
obezbeduju dodatne zdravstvene benefite. U mnogim istrazivanjima polifenoli kakaa su
oznaceni kao bioaktivne komponente sa antioksidativnim, antiradikalskim i
antikancerogenim svojstvima (Rex 7 sar., 2003; Abbe Maleyki i Amin, 2008). Pokazalo se da
oligomerni procijanidini izolovani iz kakaa poseduju bioloska svojstva potencijalno vazna
za odbranu od oksidanasa i za imunitet (Ke/shadi, 2005). Koli¢ina navedenih komponenata
varira od sastava kakao-zrna, nac¢ina obrade, tehnoloskog postupka i vrste ¢okolade. Tako
vecina crnih ¢okolada ima visi sadrzaj polifenola u odnosu na mlecne (Steinberg i sar., 2003),
dok u beloj ¢okoladi nema polifenola buduéi da ona ne sadrzi kakao-cestice. Referentna
koli¢ina cokolade koja se najces¢e konzumira iznosi 40 g, ¢ime se unosi 394 mg
polifenolnih antioksidanasa sa mle¢nom, odnosno 951 mg sa crnom ¢okoladom. Poredenja
radi, crni ¢aj u prosecnoj kolicini konzumiranja od 240 ml sadrzi 943 mg, a crveno vino 431
mg polifenolnih jedinjenja (Vznson i sar., 1999; Afoakwa, 2010).

Cokolada i sli¢ni proizvodi bogati su sadrzajem jo§ jedne grupe bioaktivnih
komponenata sa fizioloskim delovanjem — metilksantinima, od kojih su najvise zastupljeni
teobromin i kofein. Teobromin stimulativno deluje na rad srca, te se Siroko koristi u izradi

lekova za srcana obolenja. Teobromin je slabije topiv od kofeina tako da je njegovo delovanje na
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rad sr¢anog misica blaze (Gobec, 1965) i manje je stimulativan od kofeina, pa je potrebno
duze vreme da dostigne maksimalni farmakoloski efekt (Tarka, 71982). Koli¢ine navedenih
alkaloida variraju u zavisnosti od vrste cokolade. Sadrzaj teobromina u ¢okoladi sa 60 %
kakao-mase iznosi oko 0.9 %, dok mle¢na ¢okolada sadrzi izmedu 0.15 1 0.20 % teobromina
(Gavrilovié, 2003). Belstak i sar. (2009a) su u svojim istrazivanjima utvrdili da su proizvodi sa
visim sadrzajem kakao-delova imali i veci udeo metilksantina. Tako je kod crnih ¢okolada
sa 72 % kakao-delova nadeni sadrzaj teobromina bio 9.5 mg/g, a kofeina 0.7 mg/g, dok je
kod mlec¢nih ¢okolada pronadeno 1.86 mg/g teobromina i 0.15 mg/g kofeina, racunato na
masu obezmasc¢enog uzorka. Pozitivan sinergisticki efetak i interakcija izmedu flavonoida i
metilksantina nisu jo$ uvek dovoljno razjasnjeni i zahtevaju dalja proucavanja.

Mineralne materije prisutne u cokoladi u znatnim kolicinama su kalijum, fosfor,
magnezijum i kalcijum, mada ima i cinka, natrijuma, bakra i gvozda (tabela 1). Mnogi od
ovih minerala su od vitalne vaznosti za organizam, jer doprinose prevenciji hipertenzije i
smanjuju rizik od kardiovaskularnih bolesti (Appel 7 sar., 1997).

Karbonske kiseline odreduju pH vrednost ¢okolade. Prisutne su limunska, mlecna,
vinska i oksalna. Limunska kiselina utice na svezinu cokolade (Gawrilovic, 2003), a visi sadrzaj ove

kiseline ukazuje da je ¢okolada dobijena od plemenitih sorti kakaovca (Goldoni, 2004).

Tabela 1. Nutritivni sastav cokolade (Afoakwa, 2010)

Sastojak Crna cokolada Mle¢na ¢okolada
Energetska vrednost (k] /100 g) 2218 2168
Proteini (g/100 g) 5 7
Ugljeni hidrad (g/100 g) 55 57
Masti (g/100 g) 32 33
Kalcijum (mg/44 g) 14.1 84
Magnezijum (mg/44 g) 90 26.4
Gvozde (mg/44 g) 1.4 0.6
Bakar (mg/44 g) 0.3 0.2
Fosfor (mg/44 g) 58.1 95
Kalijum (mg/44 g) 160.6 169.4
Natrijum (mg/44 g) 4.8 36.1
Cink (mg/44 g) 0.7 0.6

Osnovni sastojci ¢okolade (kakao—masa, kakao—maslac i Secer) mogu se uspesno
kombinovati sa velikim brojem drugih prehrambenih sastojaka, cineéi tako asortiman
cokoladnih proizvoda jednim od najbogatijih. Jo$ od kada je 1875. godine $vajcarski

hemicar Henri Nestle, po zamisli Daneila Petera, uspeo proizvesti prvu mlecnu cokoladu,
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dodavsi kondezovano mleko osnovnoj smesi, mleko je jedna od komponenata koja se
najcesée kombinuje sa ¢okoladom i to u razli¢itim oblicima (ugu$¢eno mleko, mleko u
prahu, obrano mleko u prahu, supermasno mleko u prahu, maslac, slatka pavlaka, surutka u
prahu) (Bolenz i sar., 2003).

Po hemijskom sastavu, mleko spada u najsloZenije bioloske tecnosti 1 sadrzi
nekoliko stotina razli¢itih supstanci. Sastavu cokolade doprinosi prvenstveno sadrzajem
visokovrednih proteina (Gavrilovié, 2003), svih grupa vitamina, kao 1 mlecne masti koja je
kompatibilna sa kakao-maslacem (Pgjin, 2004). Osim toga, mlecna mast predstavlja jedan
od prekusora mle¢no-kremaste arome karakteristicne za mlec¢ne cokolade, a zajedno sa
svojim frakcijama visoke tacke topljenja priznati je inhibitor pojave sivljenja (Minifie, 1989,
Torbica, 2003, Pajin, 2004).

U proizvodniji cokolada najcesée se upotrebljava mleko u prahu (Bolnz i sar., 2003).
Izbor mleka u prahu je vrlo bitan bududi da udeo slobodne mle¢ne masti, velicina cestica i
volumen vakuola mleka u prahu utice na tehnoloske parametre proizvodnje cokolade, a
posebno na njena fizicko-hemijska, reoloska i1 senzorna svojstva (Liang i Hartel, 2004).
Tradicionalno se najcesce koristilo punomasno mleko u prahu suseno na valjcima, zbog
velikog udela slobodne mle¢ne masti, no buduci da je danas susenje na valjcima zastareli
postupak, sve viSe se paznje usmerava na susenje mleka u prahu rasprsivanjem. Medutim,
njegova primena predstavlja izazov jer zbog nizeg udela slobodne mlec¢ne masti i prisustva
vakuola ova vrsta mleka u prahu dovodi do promene nekih procesnih parametara, u prvom
redu viskoziteta ¢okoladne mase (Bekak-Cvitanovié i sar., 2009b). Sa druge strane, mleko
dobijeno na rasprsivacu zadrzava svoju strukturu, bolje se rasporeduje, ima vecu otpornost
prema kvarenju i njegova proizvodnja je ekonomicnija (Gavrilovii, 2003). Zbog svega
navedenog, danas se ¢ine napori da se u tehnologiji rasprsivanja razviju nove metode sa
ciljem postizanja veceg sadrzaja slobodne mlecne masti (Attaie i sar, 2003; Franke i
Heingelmann, 2008). Obezbedenje visokog nivoa kristalne laktoze u finalnom prahu
predstavlja jedan od nacina da se poveca sadrzaj slobodne masti, zbog toga sto kristali
laktoze tokom nastajanja stvaraju mrezu finih pukotina na cesticama mleka u prahu, ¢ime

se omogucava migracija masti iz unutrasnjosti cestice mleka na povrsinu (Koc 7 sar., 2003).
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2.1.1. Kakao-maslac

Od kakao-zrna do gotove table — kakao-maslac je esencijalni sastojak ¢okolade.

Kakao-maslac je najznacajnija sirovina u c¢okoladi za koju se odavno zna da
poseduje izrazito vredne sastojke. Struktura triglicerida kakao-maslaca daje mu specificna
svojstva ocvr§éavanja i topljenja, bitna za tehnoloski postupak proizvodnje (Morgan, 1994).

U cokoladi je kakao-maslac jedina ili dominantna masnoca, tako da njegova svojstva
ocvrscavanja i topljenja moraju udovoljiti svim zahtevima izrade i kvaliteta proizvoda jer
uticu na izgled povrsine, boju, vreme oc¢vrscavanja i odrzivost ¢okolade (Goldoni, 2004), kao
1 na teksturu i svojstva topljenja u ustima (Torbica i sar., 2005).

Kakao-maslac je na temperaturi ispod 27°C c¢vrsta i krta mast. Omeksava na
temperaturi od 27-29°C (tacka omeksavanja ili mutnog topljenja), a potpuno je otopljen u
intervalu od 33-35°C, odnosno 36°C (tacka bistrog topljenja) (Gobec, 1965; Gavrilovié, 2003).

Razlog ovakog postepenog topljenja kakao-maslaca je njegov sastav. Kakao-maslac
je sastavljen od mesovitih triglicerida sa razlicitim tackama topljenja (Gobes, 1965). Ukupna
koli¢ina triglicerida u kakao-maslacu iznosi od 97-99 %, od ¢ega priblizno 80 % cine tri
simetricna, medusobno sli¢na triglicerida, sa oleinskom kiselinom vezanom u sredini, koji
se Cesto oznacavaju kao SOS trigliceridi, pri ¢cemu S predstavlja bilo koju zasi¢enu masnu
kiselinu. Posledica ¢injenice da je ova mast relativnog jednostavnog sastava i da sadrzi samo
nekoliko glavnih komponenti, je da se ona brzo topi u vtlo uskim temperaturnim
granicama, koje su izmedu sobne temperature i temperature u ustima.

Izmedu 11 2 % kakao-maslaca je potpuno zasiceno (SSS, dugacki lanci trizasicenih
triglicerida, kod kojih je zasicena kiselina uglavnom palmitinska ili stearinska), i topi se na
znatno visoj temperaturi nego obicni trigliceridi SOS tipa. S druge strane, 5 — 20 %
triglicerida kakao-maslaca sadrzi po dve oleinske kiseline, uz nastajanje SOO tipa
triglicerida, a poznato je da je ova kiselina tecna na sobnoj temperaturi. Kada se ovakva dva
tipa triglicerida kombinuju, na nacin kako je to slucaj u kakao-maslacu, dobija se mast koja
je na sobnoj temperaturi jednim delom te¢na. Ukoliko je prisutna i mle¢na mast, povecava
se navedena proporcija i cokolada postaje meksa. Sa povisenjem temperature, ova mast se

topi u zavisnosti od udela razliciti tipovi triglicerida (Beckett, 2002).
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2.1.1.1. Kristalizacija

Iznad tacke topljenja neke masti molekuli se nalaze u stanju nasumicnog termalnog
kretanja i stalno se udruzuju i razdvajaju. Sa smanjenjem temperature molekuli teze da se
grupiSu. Kada tako formirana grupa molekula dostigne odredenu veli¢inu sa kriticnim
radijusom, molekuli su u stanju da oforme stabilno kristalizaciono jezgtro tj. nukleus (Sazo,
20017). Kriticna vrednost radijusa zavisi od povrsinske energije i od slobodne energije
prelaska tecnog u ¢vrsto stanje. U procesu formiranja jezgra postoje dve suprotne sile.
Nukleacija je favorizovana posto se pri udruzivanju molekula energija oslobada. Medutim,
na dodirnoj povrsini tecno-¢vrsto potreban je unos energije kako bi se savladao povrsinski
napon. Stabilno jezgro se formira samo kada je toplota kristalizacije ve¢a od povrsinskog
napona (Timms, 1995 citat: McGauley, 2001).

Proces nukleacije masti je slozen i indukuju ga nepravilnosti u otopljenom, te¢cnom
stanju, kao §to su npr. grube povrsine proizvodnih uredaja, cestice prasine i sl., koje
smanjuju potrebnu slobodnu energiju (aktivacije). Sekundarna nukleacija nastupa onda kada
su formirani kristali putem primarne nukleacije. Ona nastaje usled slamanja rastucih kristala
u manja stabilna jezgra ili nukleuse. Ukoliko su ovi delovi kristala maniji od kriticne velicine,
oni se ponovo otapaju. Kada predu odredenu velicinu, jezgra postaju aktivni rastuci kristali.
Kristali tada flokuliraju usled dejstva privlacnih Van der Waals-ovih sila. Za rast kristala je
neophodno da kristalisu¢i molekuli difunduju iz te¢ne faze na povrsinu rastuceg kristala 1
nadu svoj put na samoj resetci. Ovaj proces rezultuje istim emitovanjem latentne toplote
kao 1 nukleacija (Metin i Hartel, 2005).

Faza rasta kristala je sporija od faze nukleacije uglavnom iz dva razloga:

— za rast kristala neophodna je organizacija strukture i stoga je potrebno dosta
vremena da se molekuli triglicerida uklope u kristalnu reSetku u ispravnoj
konfiguraciji na pravom mestu;

— za odredeno mesto u kristalnoj resetci molekulima triglicerida mogu da konkurisu i
druge komponente, kao s$to su mono- ili digliceridi; ovakva kompeticija je
dugotrajna i to je razlog sto slozene masti kristalizuju sporije od cistih komponenata

(eutekticki efekat) (Metin i Hartel, 2005).
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Brzina rasta kristala proporcionalna je stepenu hladenja a obrnuto proporcionalna
viskozitetu, posto je sa porastom viskoziteta tecne faze smanjena difuzija molekula. Kako
se temperatura kristalizacije smanjuje, viskozitet se povecava, pa brzina rasta kristala doseze
svoj maksimum, nakon ¢ega opada sa nastavkom hladenja (Izmms, 1995, citat: McGanley,
2001).

Intenzivnije hladenje rezultira brzom kristalizacijom ali sa manje nastalih kristala
zbog toga sto molekuli koji se iz te¢ne faze vezuju na kristalnu reSetku nemaju dovoljno
vremena da budu optimalno uredeni pre nego $to dode do sledecih vezivanja. Usled toga
dolazi do formiranja termodinamicki nestabilne metafaze tj. manje stabilnog oblika.
Kineticki gledano, nastajanje najmanje stabilnog oblika kristala je favorizovano zbog manje
razlike u slobodnoj povrsinskoj energiji izmedu tecne faze i povrsine nestabilnog kristala
(Le Reverend i sar., 2011).

Pri umerenijim brzinama hladenja veéa je verovatnoca inkorporiranja novih
molekula u optimalnoj konfiguraciji u kristalnu resetku, zbog toga §to molekuli imaju vise
vremena da se otijentiSu pravilno (Izmms, 1995, citat: McGauley, 2001). Kao rezultat toga
mast kristaliSe u stabilnijim polimorfnim oblicima. Kako se nastavlja rast kristala, dolazi do
zasi¢enosti, §to uzrokuje povecanje njihove kriticne velicine. Zbog toga nastaje rast vecih
kristala na racun manjih.

Kada se izmedu c¢vrste i tecne faze postigne ravnoteza, rast kristala prestaje, $to
oznacava kraj kristalizacije (Le Reverend, 2009).

Medutim, u slozenom sistemu kakav je kakao-maslac, kristalizacija nikada ne mora
biti potpuna, zbog toga $to se stalno desSavaju rearanziranja molekula i ne dostize se
termodinamicka ravnoteza.

Tokom vremena sastav kristala se moze menjati uz nastajanje Cistijth kristala.
Nestabilni polimorfi prelaze u stabilnije pri ¢emu do transformacije moze dodi bilo preko
¢vrste ili tecne faze. Tranzicija preko cvrste faze je funkcija vremena i, posebno,
temperature. Prelaz preko tecne faze ukljucuje otapanje manje stabilnih kristala, nukleaciju i
rast stabilnijih oblika uz tranfser mase u tecnom stanju usled topljenja najlabilnije forme.
Ovaj nacin tranzicije odvija se brze u odnosu na polimorfnu transformaciju u ¢vrstoj fazi

(McGanley, 2001).
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2.1.1.2. Polimorfizam

Sastav i struktura triglicerida odreduju specificna kristalizaciona svojstva kakao-
maslaca - polimorfizam monotropnog tipa.

Postojanje dva ili viSe kristalnih oblika u istoj materiji, ili polimorfizam, poznato je jos
od 1820. godine. Jedan od indikatora prisustva razli¢itih polimorfnih oblika je postojanje
vide tacki topljenja iste masti, $to je primeceno 1849. godine. Ove pojave proucavane su
viSe od jednog veka, a do potpunijih saznanja doslo se primenom difrakcije pomocu X-
zraka (XRD) 1 infracrvene spektroskopije. U savremenim uslovima, za proucavanje kristalne
strukture kakao-maslaca, uspesno se kombinuju 1 druge tehnike, medu kojima su i nuklearna
magnetna rezonanca, diferencijalna termalna analiza (DTA), diferencijalna skenirajuca
kalorimetrija (DSC), kao i mikroskopija (Narine i Marangoni, 1999; McGanley, 2001).

Poznata su dva modela polimorfnih kristalizacionih procesa u trigliceridima:
jednostavno hladenje i kristalizacija posrednim topljenjem. U prvom slucaju se tecni
trigliceridi brzo hlade do temperatura kristalizacije, dok je u drugom modelu kristalizacija
stabilnijih formi indukovana brzim otapanjem manje stabilnih oblika (Ueno 7 sar., 1999).

Polimorfne forme triglicerida se razlikuju po rastojanju izmedu lanaca masnih
kiselina, uglu nagiba u odnosu na horizontalnu ravan i nacina na koji se pakuju pri
kristalizaciji.

Polimorfizam nastaje zbog moguénosti razli¢itih pakovanja ugljovodoni¢nih lanaca.
Nacin pakovanja ugljovodoni¢nih lanaca se moze objasniti podcelijskim konceptom.
Naime, kada dode do kristalizacije masti, molekuli triglicerida usvajaju odredenu
konformaciju i odredeni raspored prilikom pakovanja kako bi optimizovali unutrasnje i
spoljasnje interakcije i postigli $to efikasnije pakovanje. Najmanja gradivna jedinica kristala
naziva se jedinicna éelija a ponavljanje ove celije u tri aksijalna pravca dovodi do rasta
kristala. Sa druge strane, podcelija je manja jedinica koja se ponavlja u okviru jedinicne
celije. Potrebno je samo sedam razlicitth podcelija da bi nastale sve moguce strukture

kristala. U literaturi se pominju tri nacina pakovanja triglicerida: heksagonalno-$estougaono

(), ortorombicko-normalno (B,) 1 triklinicko-paralelno (B) (Aronbime i sar., 1988; Guth i sar.,

1989; McGanley, 20017) (slika 1 (b)).
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Trigliceridi se takode odlikuju i razlikama u nagibu ugljenohidratnih molekula. Ovo
je fenomen poznat kao politipizam, a kao rezultat toga postoji vise od jedne forme svakog
polimorfa, $to za posledicu ima da se u okviru grupe sa istim podcelijama mogu javiti
razlicite tacke topljenja.

Smatra se da se trigliceridi dugih lanaca pakuju uporedo, jedni pored drugih,
formirajuci zasebne slojeve. Pri tome molekuli triglicerida formiraju konformaciju stolice, 1
pri kristalizaciji, pakuju se u parovima, antiparalelno, po sistemu “glava-na-rep”, pri cemu
su moguce dve vrste strukture: dvoslojna — koja se formira kada su masne kiseline slicne
hemijske strukture i troslojna, koja nastaje kada je jedna od masnih kiselina znatno razlicite
strukture od drugih ili ima drugaciju duzinu lanca (slika 1 (d)). Tokom polimorfnih
transformacija dvoslojna struktura moze preéi u troslojnu, a u nekim slucajevima se desava
1 obrnut proces. Dvoslojna 1 troslojna struktura se oznacavaju brojevima -2 i -3 koji stoje
uz oznaku odgovarajuceg polimorfa. Bududi da ovakvo obelezavanje moze biti konfuzno,
treba voditi racuna da se razlikuju, na primer 3, 1 3-2 jer predstavljaju dve razlicite stvari:
prva oznaka se odnosi na manje stabilnu od dve 8 polimorfne kristalne modifikacije kakao-
masti, dok druga oznacava bilo koju 8 modifikaciju sa dvoslojnom strukturom (Saze, 2001,
McGanley, 2001; Beckett, 2009)(slike 1 1 2).

(a) Molekul triglicerida () SSS trigliceridi u ﬁ obliku
el o
[] - ! = 1
o A
R, R, Rg

(b) Polimorfizma i tri na¢ina pakovanja

o ﬂ' B e
@) jj

88.8 °§° @‘; (d) Nacin pakovanja lanaca
H O 1 T” \

1 1
e " =
F
podéelija dvostruko trostruko

Slika 1. Prikaz molekula triglicerida (a), polimorfizma i tri nacina pakovanja triglicerida (b),

jedini¢ne strukture SSS triglicerida u § obliku (c) nacina pakovanja lanaca (d) (Saz, 2007)
Tako je kristalizacija kakao-maslaca bila predmet istrazivanja tokom dugog niza

godina, jo§ uvek ne postoji uniformna nomenklatura za razlicite kristalne oblike koiji se

formiraju. Sta viSe, i samo postojanje odredenih polimorfnih oblika je i dalje predmet
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Trenutno je mozda najispravnije smatrati da kakao-maslac moze oc¢vrsnuti u vise
razlicitih kristalnih oblika, pri ¢emu se pet prepoznatljivih polimorfnih oblika mogu
razlikovati, Sesti je pod sumnjom, a Cetiri oblika su osnovana (Goldonz, 2004) .

Konditorska industrija tradicionalno prihvata postojanje Sest polimorfnih oblika u
kakao-maslacu definisanih prema modelu Wille-a 1 Lutton-a 1966. godine, po kome se
polimorfi obelezavaju rimskim brojevima od I do VI po redosledu rastuce stabilnosti. U
industriji ulja 1 masti, konvencionalno se za definisanje polimorfnih oblika upotrebljavaju

grcka slova y, o i B, predloZena od strane Larsson-a iste godine. Kristalni oblik B je, pri

tome, podeljen na Bvi B oblike ((31' i (32', odnosno B, 1 8,) (Beckett, 2002; Schenk i Peschar,
2004, Beckett, 2009).

-l Eﬁ% - - &

Slika 2. Kristalne forme kakao-maslaca (Sazo, 20017)

Svaka od polimorfnih kristalnih modifikacija kakao-maslaca odlikuje se razlicitim
fizickim karakteristikama, kao $to su interval otapanja i relativna stabilnost. Polimorfne
transformacije mogu prelaziti jedna u drugu, i to iz manje stabilnog u vise stabilan oblik.
Taj prelaz nastaje u odredenim temperaturnim intervalima, i ireverzibilan je za dati interval
(Schenk i Peschar, 2004).

Pored navedenog, kristalne modifikacije razlikuju se medusobno i po obliku i
volumenu kristala, kao 1 po brzini prelaska u naredni oblik.

I ili y-oblik (pod a-oblik) nastaje vrlo brzim hladenjem tecne ¢okoladne mase; to je
amorfna gusta masa koja zauzima najvecu zapreminu; ovaj oblik je daleko najnestabilniji od svih
prisutnih (Van Malssen i sar., 1999) i veoma brzo (za oko 60 sekundi) prelazi u a-oblik
(Goldonz, 2004);

IT ili a-oblik se javlja 1 kod niskih temperatura hladenja, nastaje iz y-oblika, ima krupne i

zrakaste kristale, stabilniji je od y-oblika, ali nedovoljno stabilan da bi se sprecio njegov
prelazak u Bv—oblik nakon, priblizno, sat vremena (IVan Malssen i sar., 1999; Goldoni, 2004 );

III 1 IV, odnosno B'—oblik (B1' 1 [32') moze nastati iz a-oblika ili direktnim
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ocvricavanje cokoladne mase na temperaturama izmedu tacke topljenja y- 1 «-oblika;
stabilniji je od a-oblika i prelazi u 3-oblik posle duzeg vremenskog perioda od vise nedelja
(Goldonz, 2004); ovaj tip polimorfa odlikuje se veoma sitnim (~1um), iglicastim kristalima
(Narine : Marangoni, 1999);

V, B oblik (ili §,) nastaje iz 3'-oblika ili direktnim oc¢vr$¢avanjem cokoladne mase na
temperaturi iznad navedene za a-oblik; moze prelaziti u druge oblike samo otapanjem; ovaj
kristalni oblik je trajno stabilan i nastaje uz najveci stepen kontrakcije zapremine (Goldoni,
2004);

VI, B -oblik (ili 8,), kakao-maslaca, nastaje veoma sporo i pojavljuje se na povrsini
cokolade nakon dugotrajnog skladistenja (Gavrilovié, 2003).

U proizvodnji cokolade optimalnim se smatra kakao-maslac u formi 3 (V) (i B,
jer daje cokoladi sjajnu povrsinu, Cist prelom i, kao posledica vise tacke topljenja, omogucava
topljenje ¢okolade u ustima, a ne u ruci (Svenstrup i sar., 2005). Pored toga, smatra se da navedeni
kristalni oblik kakao-masti ima sposobnost da ,,zarobi® tecnu mast u svojoj kristalnoj
reSetki, ¢cime obstruira migraciju tecnih triglicerida na povtsinu (Dibildox-Alvarado i sar.,
2004).

Medutim, prema nekim autorima (1an Malssen i sar., 1996, Loisel i sar., 1998, Beckett,
2009) oblik 111 u stvari, odgovara mesavini oblika II 1 IV i1 ne predstavlja posebnu kristalnu
formu. Takode, zbog velike brzine transformacije u naredni polimorf, oblik I (y) se smatra
podoblikom forme «, a oblik VI moze nastati zbog fazne separacije, drugim rec¢ima, ne
predstavlja zaseban polimorf, ve¢ je identi¢na obliku V samo bez tecne trigliceridne frakcije
(McGanley, 2001).

Van Malssen i sar. (1996; 1999), kao 1 Marangoni i McGanley (2003) opsezno su se
bavili proucavanjem kristalnih oblika i faznih transformacija u kakao-maslacu, sluzeci se pri
tome DSC i XRD kao korisnim tehnikama za istrazivanje cvrsto-cvrsto i te¢no-cvrsto-
tecno faznih prelaza (slika 3). Za razliku od podataka prisutnih u literaturi koji podrzavaju

tradicionalno shvatanje polimorfizma kakao-masti, ova grupa autora negira postojanje samo
dva ﬁ' oblika (III i IV), ve¢ naglasava da se navedeni oblik javlja u vidu opsega formi,
sugeriSuci time postojanje pet polimorfnih oblika (ukoliko se ceo opseg tretira kao jedan

oblik) ili mnogo viSe razlicitth oblika (ukoliko se polimorfne forme u okviru opsega

Pregled literature 16 .




Doktorska disertacija Mr Jovanka G. Lalicié¢-Petronijevié¢

posmatraju pojedinacno). Nadalje, navodi se da polimorfi v, o i B' mogu kristalisati direktno

'
iz otopljenog maslaca, a nastajanje oblika 3 transformacijom preko o forme je mnogo brze

nego direktno iz istopljene kakao-masti. Sa druge strane, dva 3 oblika, mogu da nastanu

'
samo faznom transformacijom preko § oblika.
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Slika 3. Karakteristicni profil topljenja razlicitih polimorfnih oblika
kakao-maslaca dobijen pomocéu DCS (Marangoni i McGanley, 2003)

Veliki broj autora u svojim radovima navodi Cetiti osnovna kristalna oblika u kojima

kakao-maslac moze da kristalise: vy, o, Bv 1B (Gobec, 1965, Ueno i sar., 1999; V'an Malssen i sar.,
1999, Gavrilovié, 2003, Brunello i sar., 2003; Tobica, 2003, Goldoni, 2004, Schenk i Peschar, 2004,
Pajin, 2004, Svenstrup i sar., 2005). Schlichter-Arnhime i sar. (1988) navode postojanje samo tri
oblika kristala kakao-maslaca. Postoji, medutim, mogucnost da neki od istrazivaca nisu
primetili odredene forme kristala zbog toga $to uzorci nisu bili temperirani kako bi se
oformio odredeni oblik ili je koris¢en samo jedan uzorak kakao-masti (McGauley, 2001).

Pregled kristalnih oblika kakao-maslaca nadenih od strane razlicitth grupa
istrazivaca, njihova nomenklatura zajedno sa tackama topljenja i pakovanjem triglicerida
prikazan je u tabeli 2.

Smatra se da utvrdivanje razlic¢itih polimorfnih formi kakao-maslaca predstavlja
jedno od najkontroverznijih podrucja nauke o konditorskim proizvodima koje svakako,

zahteva dalja istrazivanja.
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Tabela 2. Pregled polimorfnih oblika kakao-maslaca, njihovih tacaka topljenja (°C) i struktura pakovanja triglicerida

Autori

Wille i Chapman | Lovegren Merken i Hicklin Davis i Dimick i Van Malssen
Vaeck Vaeck Duck Larsson Windhab i Zeng Struktura/
Lutton isar. isar. Vaeck isar. Dimick Manninig isar. )
(1951) (1960) (1964) (1966) (1998) Pakovanje
(1966) (1971) (1976) (1980) (1985) (1986) (1987) (1999)
18.0 y 17.0 y 180 1 17.3 82 1 VI 13.0 Y 16-18 I 179 | 1 131 13.1-17.6 y 13.0-18.0 y/pod a-5-+5 dvoslojna
235 | « 2124 | o 235 I 233 o 11 Vo200 o 20.7-24.2 I 244 I 171 17.6-19.9 o« 18.0-22.5 o 17-22 dvoslojna
I 255 mesavina II1 IV 23.0 nr 27.7 1 224 22.4-24.5 1T 22.5-27.0 Bopseg 20-27 dvoslojna
28.0 g 280 gn 280 v 275 g1 IV 250 | I 25.0 g 26-28 IV 284 | IV 264 26.4-27.9 Biv 27.0-29.0 dvoslojna
345 B 34-35 g 330 vV 338 B2 Vo 308 I 300 B 33.7-34.9 Vo 330 Vo307 30.7-34.4 Bv  29.0-33.5 gy 29-34 troslojna
B 344 VI 363 B VI 322 | I 335 VI 346 | VI 338 33.8-34.1 Bvi 33.5-37.5 gVt troslojna
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2.2. TEHNOLOSKI POSTUPAK PROIZVODN]JE COKOLADE

Cokolada poseduje dve znacajne senzorne karakteristike po kojima se izdvaja od
drugih namirnica: to su ukus i tekstura. Iako postoji mnogo razlicitih ukusa cokolade, svaki
od njih mora biti bez nepozeljnih nota 1 sadrzati one prijatne, koje ¢e potrosaci povezivati
sa proizvodom. Primarna odlika teksture jeste da cokolada mora biti ¢vrsta na sobnoj
temperaturi (20-25°C), a da se ipak brzo topi u usnoj duplji na 37°C, stvarajuci glatki fluid
na receptorima jezika. Proces proizvodnje cokolade ima za cilj dobijanje navedenih
karakteristika, te je zbog toga, okrenut ka razvijanju ukusa proizvoda od sirovih kakao-zrna
1 tretiranju istih, kako bi se dobila ¢okoladna masa sa dobrim svojstvima proticanja bez
prisustva vecih, grubih Cestica (Beckett, 2009).

Tehnoloski postupci proizvodnje ¢okolade u svetu se razlikuju pre svega zbog
variranja u preferencama potrosaca u pojedinim zemljama, kao i usled razlika u
proizvodackoj praksi (Afoakwa, 2010).

Postoji mnogo razli¢itih postupaka proizvodnje cokolade, a oni tradicionalni

bazirani su na operacijama prikazanim na slici 4.

Slika 4. Sema tehnoloskog postupka proizvodnje ¢okolade:

1. Cisc¢enje kakao-zrna; 2. Termicka obrada; 3. Drobljenje (odvajanje jezgra i ljuske); 4. Mlevenje — kakao-
masa; 5. Presovanje (odvajanje kakao-maslaca); 6. Mesanje kakao-mase sa Se¢erom i /ili mlekom u prahu;
7. Isparavanje vlage; 8. Usitnjavanje (petovaljak); 9. Dodavanje arome i mesanje; 10. Konciranje;

11. Temperiranje; 12. Izlivanje u kalupe, hladenje; 13. Pakovanje; 14. Distribucija

Pregled literature 19 .

4




Doktorska disertacija Mr Jovanka Lalicié¢-Petronijevié¢

Da bi se mogao zvati cokoladom, neophodno je da proizvod sadrzi odgovaraju¢u
koli¢inu kakaa. Kakao ili kakao-zrno predstavlja plod kakao-drveta koje vodi poreklo iz
topskih suma Amazona i Orinoka u Juznoj Americi. Drevni narodi americkog kontinenta
su ga rasirili sve do Centralne Amerike, a dolaskom §panskih osvajaca, kakao dospeva i u
ostale tropske krajeve Sirom sveta. Danas se komercijalno uzgaja podrudjima izmedu 20°
severno 1 juzno od ekvatora, pri cemu se izdvajaju tri glavna regiona gajenja: Zapadna
Afrika, Severoisto¢na Azija i Juzna Amerika.

Svedski nau¢nik Carl Von Linne dao je botani¢ko ime kakao-drvetu - Theobroma
cacao 1.. Naziv potice od grcke reci ,,theobroma’ (Teos-Bog i broma-hrana) i vise je nego
adekvatan, ako se ima u vidu rasprostranjena uporeba 1 veliko postovanje koje cokolada,
najpoznatiji proizvod od kakaa, uziva ve¢ decenijama.

U plodu kakao-drveta nalazi se od 20 do 50 ljuskom pokrivenih kakao-zrna. Plod se
nakon branja rasece po duzini na dve polovine a zrna se pazljivo vade zajedno sa pulpom koja ih
okruzuje 1 ostavljaju da fermentisu na gomilama ili u drvrnim kutijama (Gawvrilovié, 2003).

Tokom fermentacije koja podrazumeva intenzivne enzimske i mikrobioloske
aktivnosti u periodu od 5 do 7 dana, desavaju se brojne hemijske i biohemijske promene, a
pre svega dolazi do promene boje zbog reakcija polifenola sa proteinima i peptidima, kao i
do razvoja prekusora kakao-arome u kojem ucestvuju polifenolna jedinjenja, slobodne
amino- 1 druge kiseline, Seceri i alkaloidi. Takode se unistava bioloska aktivnost klice, dolazi
do hidrioloze stzi kakao-ploda, te smanjenja gorcine. Nakon zavriene fermentacije kakao-
zrna se suse na suncu ili u susarama, uz smanjenje sadrzaja vlage sa oko 60 % na ispod 8 %,
¢ime se ogranicava razvoj plesni tokom skladiStenja kakao-zrna ili transportovanja do mesta
dalje prerade (Gavrilovié, 2003; Schwan i Wheals, 2004, Afoakwa, 2010).

Pre obrade kakao-zrna prolaze kroz procese ciscenja, sortiranja i termickog
tretiranja. Stepen termicke obrade (susenje ili pecenje) zavisi od kvaliteta upotrebljene
sirovine i svojstava kakao-mase koja se Zele posti¢i. Pod dejstvom toplote formira se kakao-
boja i kakao-aroma zahvaljujudi, uglavnom, brojnim reakcijama sa monosaharidima,
isparava vlaga iz zrna, kao i deo lako isparljivih kiselina i jedinjenja koja doprinose kiselosti i
gorcini, desava se degradacija aminokiselina i delimi¢na denaturacija proteina, a broj
mikroorganizama prisutan u zrnu se znacajno smanjuje (Afoakwa, 2010). Tokom pecenja

nastaju aldehidi, ketoni, alkoholi i estri (Camu i sar, 2008). Jedinjenja koja podlezu samo
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manjim promenama su kakao-maslac, polifenoli i alkaloidi (Minifie, 1989). Vazna zadatak
tokom ovog postupka jeste da se obezbedi odvajanje kotiledonskih listi¢a od ljuske unutar
zrna kako bi se ona mogla potpuno ukloniti u fazi drobljenja, ¢ime se olaksava i izdvajanje
kakao-maslaca (Gavrilovié, 2003; Goldoni, 2004).

Nakon termicke obarde kakao-zrna izdvaja se kakao-jezgro, koje se dalje drobi u
kakao-lom, uz uklanjanje kakao-klice i kakao-ljuske. Kakao-lom se potom postepeno sitni
radi dobijanja kakao-mase (Gavrilovié, 2003). Kako-jezgro ima Celijsku strukturu sa oko 55 %
kakao-maslaca u ¢vrstom stanju zarobljenog unutar Celija. Pri sitnjenju Celije kakao-jezgra se
razaraju 1 propustaju kakao-maslac, koji se, zbog toplote trenja topi i difunduje na povrsinu
usitnjenih kakao-cestica. Kakao-masa, predstavlja stabilnu suspenziju usitnjenog celijskog
tkiva kakao-jezgra u kakao-maslacu koji ispunjava sve njegove meduprostore (Gavrilovic,
2003; Goldoni, 2004; Afoakwa, 2010).

Presovanjem kakao-loma ili kakao-mase izdvaja se kakao-maslac a zaostala kakao-
pogaca se finim mlevenjem preraduje u kakao-prah.

Kakao-masa se nadalje izlaze oplemenjivanju arome i alkalizaciji i sluzi kao osnovni
poluproizvod za dobijanje cokoladne mase, odnosno c¢okolade, kao i ostalih kakao-proizvoda.

Tehnoloski postupak proizvodnje cokolade sastoji se od niza proizvodnih operacija
od kojih su najvaznije: mesanje, rafinacija, konciranje, temperiranje, oblikovanje, hladenje i

pakovanje.

2.2.1. Mesanje

Sirovine za proizvodnju cokoladne mase su kakao-masa, Seéer u prahu, kakao-
maslac, emulgatori, arome i, u zavisnosti od vrste cokolade, mleko u prahu. Posle pripreme
sirovina, ¢okoladna masa se sastavlja u melanzeru mesanjem cvrstih i te¢nih sastojaka, pri
cemu se dodaje celokupna koli¢ina $ecera u prahu i kakao-masa, a samo deo ukupnih
iznosa lecitina 1 kakao-maslaca, dok se ostatak dodaje postepeno tokom procesa. Rezimi
sastavljanja ¢okoladne mase zavise od njenog sirovinskog sastava i vrste uredaja, a u
literaturi se pominje vreme mesanja od 10-20 minuta na 35°C (Gobec, 1965; Minifie, 1989), ili
karce : od 12-15 minuta na 40-50°C (Afvakwa, 2010).
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2.2.2. Rafinacija

Postupak rafinacije podrazumeva sitnjenje cokoladne mase na uredaju koji se naziva
petovaljak, a c¢ine ga pet Supljih, ¢eli¢nih cilindara vertikalno poredanih jedan iznad drugog,
na kojima se obavlja sitnjenje cokoladne mase.

Cilj ove faze prerade jeste dobijanje proizvoda sa konacnom raspodelom cestica po
velicini, u intervalu od 6 do 25 um. Finalna veli¢ina cestica presudno uti¢e na reoloska
svojstva 1 senzorne osobine cokolade, jer obezbeduje odgovarajuci viskozitet ¢okoladnoj
masi u narednim fazama obrade, a sprecava pojavu peskovitosti. Osim toga, tokom
usitnjavanja deo saharoze prelazi u amorfno stanje u kome apsorbuje, sem vlage, i
aromati¢ne materije iz cokoladne mase, postajuci, na taj nacin, jedan od nosilaca arome

cokolade (Gavrilovié, 2003; Afoakwa, 2010).

2.2.3. Konciranje

Konciranjem ¢okoladne mase, tokom koga se ona izlaze dugotrajnom intenzivhom
mesanju uz dejstvo toplote i vazduha, dolazi do njenog oplemenjivanja, formiranja
konac¢nog sirovinskog sastava, fizicko-hemijskih osobina, reoloskih i senzornih svojstava.
Menjaju se vlaznost, kiselost, gorcina, ¢vrstoca, povrsinski sjaj, snizava se temperatura
topljenja cokolade, a razvija se svojstvena, prijatna aroma i fina homogenost strukture
(Gavrilovi, 2003).

Naziv postupka poti¢e od $panske reci ,,concha® (konca), u prevodu skoljka, a
podseca na kamen za mlevenje oblika skoljke na kojem su drevni Asteci trljali i usitnjavali
kakao-zrno. Svajcarac Lindt prvi je uo¢io da dugotrajno mesanje ¢okoladne mase povoljno
utice na topivost i poboljsanje arome cokolade. Godine 1879. konstruisao je po svojoj
zamisli uredaj za obradu cokoladne mase — koncu, po kojoj je i postupak dobio ime.

Proces konciranja se izvodi u cilju:

— isparavanja vode i nepozeljnih lako isparljivih jedinjenja;

— formiranja zeljene arome finalnog proizvoda §to se postize kontrolom
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temperature tokom procesa, kao i dejstvom kiseonika iz vazduha koji
dovode do termickih i oksidativnih promena pojedinih sastojaka ¢okoladne
mase;

— postizanja konac¢nog viskoziteta i svojstava plasticnog proticanja cokoladne
mase, dodavanjem preostalih koli¢ina kakao-maslaca i emulgatora pred kraj
procesa;

— obavijanja svih c¢vrstih Cestica kakao-maslacem, radi dobijanja homogene
suspenzije ¢vrste i masne faze uz primenu dva tipa mesanja (smicajnog
mesanja - trenjem cestica izmedu dve povrsine i produzenog mesanja —
istiskivanjem mase kroz ili razmazivanjem preko odredene povrsine);

— obezbedivanja optimalne ¢vrstoce i topivosti cokolade sa kakao-maslacem
kao nosiocem strukture (Gavrilovié, 2003; Beckett, 2009).

Postoje tri faze procesa konciranja, mada je njihova primena uslovljena zadatom
recepturom i vrstom konce.

Suva faza: vlaga i nepozeljne, isparljive komponente se uklanjaju postepenim
povecanjem temperature, cokoladna masa postaje suva i mrvljiva, usled gnjecenja i smicanja
razvija se toplota trenja pa masa postaje vise glatka, ¢vrste Cestice se ubrzano prevlace
slojem kakao-maslaca posle ¢ega cokoladna masa prelazi u pastozni oblik.

Pastozna faza: ¢okoladna masa je u obliku guste paste, iziskuje intenzivan rad konce
1 odrzavanje stalne temperature, ¢ime se pospesuje razvoj arome i poboljsavaju svojstva
proticanja cokoladne mase.

Tecna faza: pri velikim brzinama mesanja uz dodatak preostalih porcija masti 1
emulgatora postize se dalje smanjenje viskoziteta, konacna homogenizacije mase i njen
prelazak u tecno stanje (Goldoni, 2004, Beckett, 2009).

Vreme trajanja i temperature tokom konciranja variraju: kod mle¢ne cokolade sa
punomasnim mlekom u prahu konciranje traje od 16-24 sata pri temperaturama do 60°C,
dok kod crnih cokolada temperature mogu i¢i do 70°C, pa i do 80°C. U savremenim
uslovima proizvodnje nastoji se da se vreme trajanja konciranja skrati. Ukoliko se kod

proizvodnje mlecne cokolade punomasno mleko u prahu zameni obranim mlekom ili

Pregled literature 23 .




Doktorska disertacija Mr Jovanka Lalicié¢-Petronijevié¢

puterom, mogu se primeniti i temperature do 70°C (Afoakwa, 2070). Medutim, neki autori
ne preporucuju konciranje mle¢nih cokolada na temperaturama preko 52°C, dok za

odredene vrste crnih cokolada dozvoljavaju primenu i vrlo visokih temperatura

(90°C)(Goldoni, 2004).
2.2.4. Temperiranje

Obrada ¢okoladne je u velikoj meti uslovljena kristalizacionim svojstvima masne faze.

Zbog polimorfne prirode kakao-maslaca, cokolada se mora temperirati, odnosno
predkristalisati pre prelaska iz te¢nog u ¢vrsto stanje. Temperiranje je kontrolisani proces
kristalizacije, Ciji je cilj stvaranje stabilnih polimorfnih oblika kakao-maslaca (pre svega
obllika B (V)) u cokoladnoj masi od koje ¢e se dobiti ¢okolada odgovarajuceg kvaliteta
(Pajin, 2004; Beckert, 2009). Ovo je jedna od najvaznijih faza u tehnoloskom postupku
proizvodnje cokolade, odgovorna za niz kvalitativnih svojstava finalnog proizvoda, kao $to
su: ¢vrstoca i prelom na sobnoj temperaturi, brzo i potpuno otapanje u ustima, sjaj,
kontrakcija volumena cokolade radi lakseg istresanja iz kalupa, aroma (De Oliveira i sar.,
2004). Takode, odreduje karakteristike tokom cuvanja i skladistenja ¢okolade, buduci da
ima presudan uticaj na pojavu sivljenja cokolade.

Najcesce primenjivani postupak temperiranja zapocinje zagrevanjem cokoladne
mase na 45-50°C, kako bi se postiglo potpuno otapanje kakao-maslaca tj. razrusavanje
kristalizacione memortije. Istopljena cokoladna masa se zatim hladi uz mes$anje na 32-33°C
kako bi se inicirala kristalizacija. Sledeci korak je pothladivanje na temperaturu od 27-29°C
tokom koga se formiraju kristalizacioni centri stabilnog polimorfnog oblika kakao-maslaca,
ali i manje stabilni kristalni oblici. Na kraju se ¢okoladna mase blago podgteva na 30-32°C
¢ime se omogucava otapanje eventualno nastalih nestabilnih kistala masti a zaostaje samo
stablian oblik kakao-maslaca (Briggs i Wang, 2004, Pajin, 2004; Beckett, 2009; Afoakwa, 2010,
Svanberg 7 sar., 2011 )(slika 5).

Pravilnim vodenjem postupka temperiranja dobija se c¢okoladna masa u

termostabilnom stanju sa konstantnim reoloskim svojstvima koja zadrzava u fazi

oblikovanja. Nastala optimalna kolicina kristalizacionih centara stabilnog oblika kakao-
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maslaca uslovljava formiranje trodimenzionalne mrezaste strukture kristala $to daje finu
teksturu cokoladi.
A

/ Izeg
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\ ane™
7o —zanieY

Cursta Sva mast 1apravna Nestzbilni kristali

Eokolada olopljena Rencenkale otopljen!
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%0,

-
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Slika 5. Dijagram temperiranja cokoladne mase (Afoakwa i sar., 2007)

Ispravno temperirana cokolada poseduje karakteristican sjaj usled malih dimenzija
kristala 3 (V) polimorfa kakao-masti (< 5 um) (Roussean i Smith, 2008). Nepravilan postupak
temperiranja dovodi do nastanka male kolicine kristalizacionih centara cinedi teksturu
cokolade grubom (Gavrilovii, 2003; Pajin, 2004). Isto tako, u nepravilno temperiranoj

cokoladi moze doci da pojave sivljenja (Schenk i Peschar, 2004).
2.2.5. Oblikovanje, hladenje 1 pakovanje

Oblikovanje cokoladne mase (uplo¢njavanje), podrazumeva izlivanje cokoladne
mase u zagrejane kalupe, protresanje radi ravnhomernog rasporedivanja mase 1 istiskivanja
vazduha, hladenje i istresanje iz kalupa. Vazno je da se prilikom oblikovanja sac¢uvaju
stabilne viskozne osobine temperirane cokoladne mase.

Nakon doziranja u kalupe, ¢okoladna masa je jos uvek u tecnom stanju. Kako bi
bila dovoljno ¢vrsta za dalju manipulaciju 1 pakovanje, potrebno je da se obavi zavrsna
kristalizacija kakao-maslaca u stabilnom polimorfnom obliku. Ovo zahteva oduzimanje

velike kolic¢ine latentne toplote i relativho male koli¢ine spacificne toplote (Beckett, 2002).
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Hladenje napunjenih kalupa sa ¢okoladnom masom obavlja se u vazdusnoj struji cija
temperatura iznosi 12°C na pocetku i kraju hladenja, dok je u sredini procesa u intervalu
od 4-7°C. Uslovi hladenja zavise od vrste ¢okoladne mase i debljine sloja u kalupu.
Oc¢vricavanje cokoladne mase tokom hladenja predstavlja proces spontane kristalizacije
velikog broja kristala kakao-maslaca u stabilnom obliku, pri ¢emu brzina rasta kristala zavisi
od koncentracije kristalizacionth centara i brzine oduzimanja toplote. Suvise niske
temperature hladenja dovode do nepozeljne kristalizacije kakao-maslaca. Formiranje veceg
broja kristalnih oblika sa nizim tackama topljenja rezultuje nastankom cokolade koja ima
nizi viskozitet (meksa je) na sobnoj temperaturi, pokazuje manji efekat kontrakcije
zapremine, ¢ime se otezava istresanje iz kalupa, a takode utice i na pogorsavanje svojstava
teksture cokolade 1 pojavu sivljenja (Gavrilovic, 2003, Keijbets i sar., 2010).

Nakon hladenja, cokolada se istresa iz kalupa i, posle izjednacavanja sa

temperaturom proizvodne prostorije, pakuje.

2.3. SIVLJENJE COKOLADE

Sivljenje ¢okolade je jedno od najcesc¢ih manjkavosti cokolade i predstavlja najveci
problem vezan za kvalitet u konditorskoj industriji (Briones i Agquilera, 2005; Choi i sar.,
2007). Uglavnom nastaje kao posledica gresaka u postupku proizvodnje cokolade ili se
javlja tokom njenog skladistenja kao spontani proces. Manifestuje se kada iskristalisana
mast na povrsini cokolade remeti refleksiju svetlosti i postaje vidljiva u vidu sivo-belicastog
filma (Afoakwa, 2010) na jednom ili vise mesta na povrsini cokolade (Schenk i Peschar, 2004).
Nakon duzeg vremena skladiStenja, narocito pri neodgovarajuéim uslovima, dolazi do
unutra$njeg sivljenja, odnosno do pomeranja strukture posivele skrame sa povrsine u
unutrasnjost cokolade (Torbica, 2003).

Iako sivljenje c¢okolade ne predstavlja opasnost po zdravlje ljudi, odnosno
bezbednosni hazard po potrosace, ono ipak ¢ini proizvod neprivla¢nim za konzumiranje, te
stoga nepogodnim za trziste 1 potrosnju.

Prema navodima Beckett-a (2002) i Afoakwa-e (2010) sivljenje mogu uzrokovati:

— nedovoljna kristalizacija tokom temperiranja;
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— rekristalizacija kakao-maslaca bez odgovarajudeg temperiranja;
— nehomogenost ¢okolade;

— neadekvatni uslovi hladenja;

— migracija masti;

— neodgovarajuci uslovi skladistenja tj. temperatura i vlaznost.

Glavni uzrocnici pojave sivljenja su identifikovani, medutim, nacin na koji se ovaj
fenomen desava nije jo$ sasvim razjasnjen. Vecina istrazivaca istice Cetiri mehanizma
nastanka sivljenja (Beckett, 2002; Altimiras i sar., 2007; Afoakwa, 2010).

Pre svega, smatra se da migracija masti na povrsinu ¢okolade ima krucijalnu ulogu u
nastanku navedene pojave. Naime, sivljenje nastaje zbog lose izvedenog procesa
temperiranja tokom koga se ne stvara dovoljna kolic¢ina stabilnog 3 (V) polimorfa. Umesto
toga nastaje meki IV oblik kristala kakao-maslaca koji se vremenom transformise u guscu i
stabilniju § (V) formu. Tokom ove transformacije, deo kakao-maslaca ostaje u tecnom
stanju, kako stabilan § (V) oblik kristaliSe. Zbog toga te¢na faza kakao-maslaca biva
potisnuta izmedu Cvrstih Cestica na povrsinu gde ocvrs¢ava u obliku velikih kristala
stvarajuci belicastu skramu posivele ¢okolade (Beckett, 2002; Afoakwa i sar., 2008a; Altimiras i
sar., 2007). Osim vizuelne promene, menja se i tekstura ¢okolade zbog toga sto stabilna
modifikacija kristala ima manju zapeminu od nestabilne, pa usled toga u ¢okoladi nastaju
praznine, meduprostori i meduslojevi, a sama cokolada postaje prhka, ispucana i pocinje da
se mrvi (Harte, 1999). Latentna toplota koja se oslobada prilikom polimorfnih
transformacija, dovodi do otapanja nestabilnih modifikacija koje se, eventualno, jo§ nalaze
u cokoladi, $to moze podstaci migraciju masti.

Drugi mehanizam stvaranja sivljenja vezan je za prelazak § (V) polimorfa u
stabilniji B (VI) oblik tokom dugotrajnog skladitenja, $to se smatra normalnim procesom
prelaska sistema u stabilnije stanje, a promovisano je temperaturom (Beckett, 2002; Altimiras
7 sar., 2007; Afoakwa, 2010).

Jos§ jedan mehanizam nastanka sivljenja direktno je povezan sa temperaturom

skladistenja. Ukoliko se cokolada koja je ispravno temperirana skladisti pod visokim
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temperaturama, ili se izlozi delovanju sunceve svetlosti, dolazi do njenog topljenja, a potom
ponovnog ocvrscavanja, pod nekontrolisanim uslovima, §to dovodi do postepenih faznih
prelaza iz nestabilnih u stabilne oblike kakao-masti i, posledicno, do pojave sivljenja
(Beckett, 2002; Altimiras i sar., 2007; Afoakwa, 2070). Navodi se da temperaturne oscilacije
ubrzavaju navedenu pojavu, $to objasnjava nastanak ovakvih transformacija i kod ¢okolada
koje su na pravilan nacin temperirane (Bricknell i Hartel, 1998; Walter i Cornillon, 2001;
Gavrilovic, 2003; Pajin, 2004, Svenstrup i sar., 2005).

Nightingale i sar. (2011) posmatrali su promene na crnim ¢okoladama skladistenim
pod razli¢itim rezimima temperature i relativne vlaznosti vazduha tokom perioda od 4 i 8
nedelja. Kod uzoraka skladistenih 8 nedelja pri visokim temperaturama bez fluktuacija, 1
onih skladistenih 4 nedelje sa kolebanjima temperature, doslo je do tranzicije oblika 3 (V) u
formu B (VI), uz posledicnu pojavu sivljenja, $to je utvrdeno pomocu DSC i XRD metoda.
Obe navedene forme (V i VI) kakao-maslaca poseduju troslojnu strukturu i kristalisu sa
triklinickim pakovanjem podcelija. Temperaturne varijacije podspesuju prelazak forme V u
formu VI zbog toga sto se sa porastom temperature povecava tecna frakcija koja ocvrséava
kako se temperatura smanjuje. Visa temperautra takode doprinose povecanju mobilnosti
molekula $to moze pogorsati njenim fluktuacijama (Bricknel/ i Hartel, 1998). Variranja
temperature povecavaju mogucnost nastanka polimorfne transformacije posredstvom tecne
faze, pri ¢emu se oblik V rastvara u tecnoj frakciji, a prilikom hladenja nastaje forma VI.
Osim toga, nastanak forme B (VI) dovodi do povecanja hrapavosti povrsine ¢okolada, sto
je praceno smanjenjem broja kristala a povec¢anjem njihove veli¢ine. Uzorci skladisteni na
visokim temperaturama bez kolebanja istth, imali su hrapave, Siljaste kristale, a kada je
temperatura varirala kristali su bili glatkiji ali veéi, sto je dovelo do izrazenije difrakcije
svetlosti sa povrsine cokolada stvarajuci tako svetliji izgled. Slicno crnim, povecanje
hrapavosti povrsine desava se i kod jako posivelih mle¢nih ¢okolada, $to su pokazali Hodge i
Roussean (2002) posmatranje njihove povrsine pod ,,atomic-force* mikroskopom.

Cetvrti mehanizam nastanka sivljenja vezan je za migraciju mekih masti kod
slozenih strukturalnih sistema, kakvi su prisutni kod punjenih cokolada, ¢okolada sa
dodacima ili pralina, kada tecne masti iz dodataka migriraju zajedno sa jednim delom

kakao-maslaca na povrsinu proizvoda i rekristaliSu uz nastanak sivljenja (Beckert, 2002;
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Altimiras i sar., 2007; Choi i sar., 2007; Afoakwa, 2010).

Sa aspekta mikrostrukture ¢ini se da 1 difuzija i kapilarno kretanje imaju ulogu kako
u iniciranju, tako i u Sirenju sivljenja, premda temperatura i prisustvo drugth masti, osim
kakao-maslaca, snazno diktiraju koji mehanizam ¢e dominirati (Roussean i Smith, 2008).

Prema navodima Jamesa-a i Smith-a (2009) skladistenje cokolade na temperaturi od
oko 18°C moze znatno usporiti pojavu sivljenja.

Garti i sar. (1986), Aronbime i sar. (1990), Kaylegian (1999), Jovanovié i Pajin (2004),
Pajin i Jovanovié (2005), smatraju da se proces sivljenja ¢okolade moze usporiti koristenjem
inhibitora sivljenja (mle¢na mast, frakcije mlecne masti, asimetricni trigliceridi, stearin iz
palminog ulja, poliestri saharoze, sorbitan tristearati).

Veza izmedu presudnih faza procesa proizvodnje (temperiranje, hladenje) i
mikrostrukture cokolade, ima takode uticaja na kvalitet tokom skladiStenja i trajnost
cokolade, jer se pokazalo da gusc¢a struktura dobijena tokom optimalne obrade rezultuje
manjom pojavom sivljenja (Afoakwa i sar., 2008a; Svanberg i sar., 20117).

U procesu razvoja novih proizvoda, kada se cokoladi dodaju komponente
drugacijih svojstava od uobicajenih, moze doc¢i do remeéenja kristalografske strukture
kakao-masti, $to, izmedu ostalog, moze dovesti do pojave sivljenja. Razumevanje interakcija
izmedu sastojaka je krucijalno za postizanje sto duzeg roka odrzivosti, ali i u odrzanju

kvaliteta novih proizvoda tokom vremena.

2.4. SENZORNA SVOJSTVA KVALITETA COKOLADE

Senzorna svojstva c¢okolade predstavljaju jedan od najvaznijih parametara u
definisanju ukupnog kvaliteta proizvoda.

Senzorna analiza se, prema Upravi za senzornu evaluaciju Instituta prehrambenih
tehnologa, upotrebljava da bi se “evocirale, izmerile, analizirale i interpretirale reakcije na
one karakteristike hrane koje se dozivljavaju culima vida, mirisa, ukusa, dodira 1 sluha®
(Ross, C. F., 2009). Senzorna analiza se smatra multidisciplinarnom naukom strukturiranom
na nau¢nim principima koji se odnose na razli¢ite oblasti znanja, kao §to su nauka o hrani,

psihologija, fiziologija, statistika, sociologija 1 proizvodacka praksa, sa ciljem dobijanja
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objektivnih odgovora o namirnicama i nacinima na koje one bivaju percipirane od strane
potrosaca i njthovih ¢ula (Stone i Sidel 2004).

Opsta, senzorna prihvatljivost ili dopadljivost od strane potrosaca, je kljucni faktor
za uspeino plasiranje ¢okolada na trziste. Cokolada se konzumira vise iz zadovoljstva, tj.
uzivanja, a manje zbog nutritivne vrednosti, pa je samim tim vazno ukazati na osnovna
senzorna svojstva kvaliteta. Da bi senzorna analiza, tj. definisanje specificnih, dominantnih
senzornih svojstava, dalo objektivne rezultate, veoma je znacajan visok nivo znanja,
odgovarajuca oprema (bazdarena), optimalni uslovi rada i pravilno odabrana metodologija
rada (Radovanovié i Popov-Raljii, 2000/2001). Konkretno, moraju se znati opsti termini,
termini koji se odnose na cula, termini koji definiSu senzorna svojstva i termini koji se
odnose na metode neposrednog ispitivanja (SRPS ISO 5492: 2002 E). U senzornom
ocenjivanju kvaliteta svih prehrambenih proizvoda, pa i cokolada, moraju da ucestvuju
samo odabrani ocenjivaci, kao i stru¢njaci iz grupe eksperata (ISO 8586-1: 1993FE 1 ISO
8586-2: 1994 E). Za dobijanje objektivnih rezultata senzornog ocenjivanja kvaliteta bitan je
1 prostor za pripremu uzoraka, prostor za senzorno ocenjivanje i kanceliarija za
rukovodioca ispitivanja (analiticara — senzoricara) (SRPS 15O §589: 1998).

Po navodima Gavrilovié (2003), prilikom senzorne analize kvaliteta cokolade
vrednuju se spoljasnja 1 unutrasnja svojstva, a ocenjuju se ocenama od 1.00 do 5.00 i
ponderisu sa faktorom znacaja za svaki kvalitetni broj.

Kennedy i Heymann (2009) su uporedivali metodu mapiranja proizvoda za utvrdivanje
razlika medu uzorcima crnih i mle¢nih cokolada, koji su izveli neobuceni ocenjivaci, sa
deskriptivhom analizom sprovedenom od strane obucenih ocenjivaca. Najvise razlika
uoceno je u pogledu arome, odnosno ukusa, kao i teksture, a atributi koji karakterisu
mlecne ili crne cokolade cinili su ¢ak 40 % svih primecenih razlika, buduéi da za takvo
razlikovanje nije potrebna posebna obuka. U tom smislu se pokazalo da je angazovanje
neobucenih potrosaca za mapiranje proizvoda  ekvivalentno deskriptivnoj analizi
sprovedenoj od strane obucenog panela. Medutim, kada se radi o skupu uzoraka koji imaju
viSe medusobnih sli¢nosti, obuceni panel pokazuje bolje razlikovanje, zbog cega u takvim
slucajevima moze biti neophodno da se ocenjivaci osposobe pre nego S$to pristupe

mapiranju ili da se koriste ve¢ uvezbani panelisti.
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Zapazanja koja se registruju culima sluze za prijem, obradu, evaluaciju i
interpretaciju utisaka stecenih u postupku senzorne analize. Prakticno, najvaznije je
definisanje tri senzorna svojstva kvaliteta: izgled (Culo vida), konzistencija/tekstura (Culo
vida — ¢ulo dodira — ¢ulo ukusa) i aroma (Culo mirisa i ukusa).

Senzorna svojstva (izgled, boja, miris 1 ukus) cokolade prema Pravilniku o kvalitetu
1 drugim zahtevima za kakao-proizvode, ¢okoladne proizvode, proizvode slicne ¢okoladi 1
krem-proizvode (5. list SR] brgj 1/2005) moraju bit karakteristicha tj. specificna za

deklarisani proizvod.

Izgled — sivljenje

U vizuelne utiske (izgled) spadaju zapazanja o karakteristikama prehrambenih
proizvoda koja se registruju ¢ulom vida (oc¢ima), a to su boja, oblik, povrsina, struktura, ...
(MacDougall, 1988).

Izgled prehrambenih proizvoda, pa i cokolada, ukljucuje sledece vizuelne utiske:
sjaj, boju, oblik, hrapavost, povriinsku teksturu, zamuéenje, providnost i drugo. Izgled, po
navodima Briones-a i sar. (2006), predstavlja rezultat slozene interakcije upadne svetlosti,
njenih optickih svojstava i vizuelne senzorne percepcije. Kako prehrambeni proizvodi, sa
aspekta definisanja kvaliteta, pre svega treba da zadovolje zahteve potrosaca, izgled je jedno
od najvaznijih komercijalnih atributa.

Greske u razlicitim etapama tehnoloskog postupka proizvodnje cokolade
prouzrokuju promenu kvaliteta finalnog proizvoda.

Najcesca tehnoloska greska u procesu proizvodnje jeste sivljenje cokolade. Vidljivo
je golim okom, a pod mikroskopom se uocava da je kristalne strukture (Gavrilovic, 2003).
Timms (2003; citat: Pajin, 2004), sivljenje objasnjava kao razvoj nove faze u masnoj fazi
cokolade, koja postaje vidljiva na povrsini u vidu skrame sive boje. Do sivljenja dolazi usled
neadekvatnog temperiranja, oblikovanja, hladenja ili neuslovnog, odnosno dugotrajnog
skladistenja (Gavrilovic, 2003).

Tako, recimo, primena nepravilnih rezima tokom temperiranja, kao Ssto je
nedovoljno temperiranje, posledicno dovodi do razvoja sivljenja kod crnih ¢okolada tokom

skladistenja pod ambijentalnim uslovima, zajedno sa prate¢im promenama mikrostrukture,
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teksture, izgleda 1 topivosti. Instrumentalnim merenjima se moze utvrditi da su pojava
povrsinskog sivljenja 1 promene teksture na pocetku veoma brze, sa posledicnim
smanjenjem sjaja u prvih 96 sati skladistenja, a nakon toga dolazi do postepenog opadanja
brzine ovih pojava do postizanja asimptotskih vrednosti. SkladiStenje utice na svojstva
topivosti nedovoljno temperiranih ¢okolada i uzrokuje polimorfne transformacije kakao-
masti iz B (IV) u B (VI) formu u roku od 72 sata. Primeceno je da se kod crnih ¢okolada sa
razlicitim veli¢inama cestica deSavaju slicnhe promene u prvih 24 sata skladistenja, jer kod
svih dolazi do pojave i te¢ne faze masti i nestabilnih kristalnih oblika na povrsini.
Nestabilne forme rekristalifu u stabilnije oblike, a rast kristala tokom skladiStenja
podspesen je Ostwald-ovim fenomenom da veci kristali nastaju srastanjem manjih, uz
pojavu belicaste kristalne strukture koja se postepeno §iri celom povrsinom ¢okolada nakon
96 sati. Cokolade sa najve¢im Cesticama najbrze su posivele, dok su one sa ¢esticama
manjih veli¢ina sporije sivele. Smatra se da kapilarno kretanje uslovljava pocetak sivljenja,
koje se potom S§iri difuzijom rekristalisane masti celom masom cokolade dok ne dode do
potpunog sivljenja (Afoakwa i sar., 2009b).

Jovanovié i Pajin  (2002) su odredivale pojedine parametre kvaliteta laboratorijski
temperirane ¢okolade (na 23, 25 i 27°C), bez dodataka inhibitora sivljenja i uz dodatak 1 %,
2 % 13 % (racunato na sadrzaj masti u cokoladnoj masi) inhibitora sivljenja. Od uzoraka
cokolade kojima nisu dodati emulgatori — inhibitori sivljenja, najbolja senzorna svojstva su
imali uzorci uz dodatak 1 % emulgatora, koji su predkristalisani na 23°C. Povecanje
temperature predkristalizacije 1 koncentracije emulgatora u ¢okoladama, prouzrokovalo je
gubitak sjaja povrsine ¢okolade, doslo je do pojave sivih tackica i, konac¢no, do ostecenja
povrsine. Takode, doslo je do pojave nekarakteristicnog, grubog loma 1 dobijanja teksture
sa grubim kristalima, peskovite ili zrnaste.

Jovanovic i Pajin (2004) su istrazivale uticaj emulgatora Lactem P22 (estar mlecne
kiseline) na kvalitet i stabilnost prema sivljenju uzoraka cokolade napravljenih u
laboratorijskim uslovima. Eksperiment je pokazao da Lactem P22 poboljsava otpornost
cokolada prema sivljenju, ali da utice na opadanje senzornog kvaliteta. Bolja senzorna
svojstva dobijena su upotrebom promotera kristalizacije - Dynasan 118. Najbolja senzorna

svojstva ¢okolade su postignuta sa 0.5 % Dynasan-a 1181 1 % 1 2 % Lactem-a P22. Uzorci
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cokolade koji su pretkristalisani na 23°C uz upotrebu 3 % Lactem-a P22, ispoljili su najve¢u

otpornost ka sivljenju.

Izgled -boja-povrsina

Boja proizvoda je jedan od najvaznijih pokazatelja senzornog kvaliteta. Za precizno
senzorno ocenjivanje boje neophodno je da ocenjivaci imaju potpuno zdravo culo vida,
odnosno normalnu moc¢ registrovanja i razlikovanja boja. Svi uslovi su definisani
standardom (ISO/FDIS 11037: 1999 E i SRPS ISO 11037:2002).

Briones i Aguilera (2005), ukazuju na moguénost kompjuterskog CVSIA sistema za
pracenje vizuelnih promena kvaliteta 1 kvantiteta boje cokolade. Yaw i Papadakis (2004)
navode da je kompjuterski sistem za pracenje vizuelnih promena kvaliteta boje alternativna
tehnika, dok, Briones i Aguilera (2005) zakljucuju da je navedena tehnika jednostavna,
mnogostrana 1 jeftina. Naime, predlozeno metod moze kvantitativno da utvrdi opste
vizuelne promene, kao i promene pojedinih svojstava na povrsini cokolade, omogucavajuci
na taj nacin standardnu procenu kvaliteta. Predvida se da ¢e kompjuterski sistem kontrole
prehrambenih proizvoda biti stalan, efikasan i isplativ.

Opsti termini koji se odnose na senzorni kvalitet boje prehrambenih proizvoda,
definisani su u rec¢niku senzorne analize (SRPS ISO 5492: 2002 E). Neki od njih bili bi:
nijansa boje, zasicenost boje, svetlo¢a, neprovidno, providno i prozracno. Tako, pod pojmom
nijansa boje, podrazumevamo variranja u odredenom podrucju talasne duzine; pojam zasicenost
(boje) posmatramo kao stepen cistoce boje, dok svetlo¢u definiSemo kao sjajnost boje
(Popov-Raljic i sar. 2005; Popov-Raljic i sar., 2006, Popov-Ralji¢ i Lalitié-Petrongjevié, 2009).

U okviru vizuelnih utisaka, pored boje, moraju se razlikovati i sledec¢i pojmovi:
oblik (vizuelni utisak o spoljasnjoj geometrijskoj formi), zatim povrsina (vizuelni utisak o
spoljasnjem izgledu) i struktura (vizuelni utisak o unutrasnjem rasporedu cestica tj.
gradivnih elemenata). Tako, na primer, povrsina prehrambenih proizvoda moze da bude i
vlazna i suva, polusuva, svetlucava, zrnasta, neravna ili glatka. Sloj ispod povrsine moze da
bude providan, poluprovidan ili neprovidan, prozracan ili neprozracan, a pigmentacija
jednolicna (uniformna) ili delimi¢na (mestimicna), u zavisnosti od vrste deklarisanog

proizvoda (Popov-Raljic i sar., 2005, 2006). Cokolada treba da ima glatku i sjajnu povrsinu

(Gavrilovi, 2003).
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Briones i sar. (2006) su ispitivali hrapavost komercijalnih uzoraka mlecne c¢okolade,
pomocu laserske skeniraju¢e mikroskopije i vizuelnu povrsinsku teksturu (digitalni sistem
slika). Analizirani uzorci cokolada su pokazali velike medusobne razlike u hrapavosti
izrazene preko dva parametra, koji se koriste za opisivanje njihove povrsine: srednje
hrapavosti (Ra ili ARa, um) i frakcijske kompleksnosti sa povrsinskom skalom (Asfc —
bezdimenziona veli¢ina). Autori navode da je ARa uobicajeni parametar kojim se opisuje
svojstvo hrapavosti ili intenzitet uzdignuca i ulegnuca povrsine cokolade. Korelacija izmedu
hrapavosti uzoraka c¢okolade izmerena pomocu ARa i Asfc je bila prilicno visoka i iznosila
je R°=0.95. Na osnovu ove korelacije autori izvode zaklju¢ak da se svojstva povrsine
cokolada koja uzrokuju frakcijsku kompleksnost povezanu sa Asfc, nalaze u granicama od
3 do 14 um. Veéa vrednost Asfc je znak veée kompleksnosti, komplikovanosti ili
hrapavosti povrsine. Manja Asfc vrednost ukazuje na glatku povrsinu cokolade, svetlije

boje (" i WI parametara).

Miris

Nakon vizuelnih utisaka, u postupku senzorne analize kvaliteta cokolade su mirisni
ili olfaktorni utisci. Culo mirisa karakterie osnovnu culnu informaciju za utvrdivanje
kvaliteta mirisa, a pored toga i ukusa, $to je od primarnog znacaja za utvrdivanje arome
(flavour) (Maruniak, 1988).

Radovanovié i Popov-Ralji¢ (2000/2001) konstatuju da je senzorna ocena mirisa,
zapravo 1 najsuptilniji deo senzorne analize. Naime, neophodno je da ocenjivaci imaju
potpuno zdravo culo mirisa i normalnu sposobnost registracije i razlikovanja razlicitih
mirisnih stimulacija (ISO 5496: 1992 E).

Miris se definiSe kao olfaktorni utisak pri udisaju i/ili izdisaju preko nosa, pa
pozitivno dozivljen miris jeste dobar (svojstven) miris, a negativno dozivljen — lo$ miris.
Smatra se da postoji oko sedam razlicitih mirisnih nadrazaja koji selektivno stimuliSu
odredene mirisne receptore (Guyton, 1985). Pretpostavlja se da su to slede¢i mirisni

nadrazaji: kamforni, mosusni, cvetni, metilni, etarski, sircetni 1 trulezni (Popov-Raljic, 1999).
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Ukus

Ukus je, pored mirisa, jedno od najvaznijih senzornih svojstava cokolade. Culo
ukusa ¢oveka moze da registruje 1 razlikuje ne samo cetiri primarna (SRPS ISO 5492: 2002 E), veé
1 vide stotina razli¢itih ukusa. Medutim, moze se reéi da su svi oni mesavina ili uspesna
kombinacija Cetiri osnovna modaliteta ukusa. Tako, sladak ukus ne izaziva samo jedno, veé
vise grupa jedinjenja. Uopsteno, nosioci slatkog ukusa su, uglavnom, organska jedinjenja,
kao $to su: Seceri, alkoholi, aldehidi, ketoni, estri, aminokiseline i sulfonske kiseline, dok su
izuzetak samo neorganske soli olova i berilijuma.

Punioci kao $to je laktoza, u tehnoloskom postupku proizvodnje ¢okolade mogu se
koristiti u koli¢ini do 5 %, a da pri tome ne proizvode negativhu senzornu percepciju u
okviru slatkog ili gorkog ukusa (Bolenz i sar., 2003).

Senzorno ocenjivanje ukusa moze da bude iskljucivi predmet ispitivanja, mada je
mnogo ¢esci slucaj da se ukus, a posebno aroma, ocenjuju samo kao jedno od pojedina¢nih
svojstava u okviru ukupnog senzornog ocenjivanja kvaliteta. S obzirom na mogucénost
brzog zamora gustativnih receptora i pojavu efekta “naknadnog ukusa” tokom senzorne
analize ukusa, neophodno je obezbediti optimalnu dinamiku prezentacije uzoraka, kao i
odmaranje culnih receptora neutralizacijom prethodno izazvanih senzornih nadrazaja i
steCenih utisaka (“after taste”) (Radovanovié i Popov-Raljié 2000/ 2001). Prema standardu SRPS
ISO 5492:2002 E, termin “aroma” u francuskom i engleskom jeziku nije ekvivalentan.
Francuski “arome” podrazumeva senzorna svojstva koja se registruju olfaktornim culom,
preko pozadine nosa, ali prilikom ispitivanja ukusa. U engleskom “aroma” oznacava —
prijatan miris.

U praksi postoji nekoliko deskriptivnih metoda za ispitivanje arome, ali se
uglavnom koriste sledece:

- metode koje se zasnivaju na jedinstvenom opisu arome proizvoda, a predstavljaju
tzv. “metod konsenzusa” i

- metode koje ne zahtevaju jedinstven pristup opisu arome “nema konsenzusa”, a
zovu se “nezavisne metode”.

Pojam “ukusno arhaic¢an” opisuje proizvod (Cokoladu) koja ima prijatan ukus za

razliku od termina “bezukusno — bez mirisa i ukusa”, §to ukazuje da je proizvod bez mirisa
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1 ukusa, a $to sve konkretno zavisi od vrste deklarisanog proizvoda.

Na osnovu recnika senzorne analize mogu se upotrebiti i slede¢i pojmovi:
neukusno, blago, neutralno, bljutavo 1 sli¢no.

Treba naglasiti da “naknadni ukus, zaostali ukus” predstavlja olfaktorni i/ili
gustativni osecaj koji se javlja posle uklanjanja proizvoda, i koji se razlikuje od osecaja
opazenih dok je proizvod bio u ustima (Radovanovié i Popov-Raljic, 2000/ 2001).

Thamnke i sar. (2009) su, koristeci tehniku profilisanja slobodnog izbora, ispitivali
analiticke sposobnosti potrosaca sa dve lokacije (Bec¢-Austrija i Drezden-Nemacka) u
pogledu karakterisanja crnih ¢okolada. Uzorci ¢okolada su sadrzavali od 60 do 75 % kakao-
delova, a ocenjivani su u pogledu ukusa, arome 1 osecaja u ustima. Dva panela iz razlicitih
zemalja, koje imaju isti maternji jezik, ali i znacajne razlike u kolokvijalnom govoru,
upotrebila su gotove iste izraze kojima su ocenili crne cokolade. Najcesée korisceni
deskriptori su bili gorak, sladak, kiselkast, kakao i topiv. Grupisanje uzoraka na osnovu
podataka senzorne analize pokazalo je da postoji jasna korelacija izmedu ukusa 1 osecaja u
ustima, sa jedne strane, i kakao-delova u ispitivanim uzorcima ¢okolada, sa druge strane. U
pogledu osecaja u ustima, ¢okolade sa manjim sadrzajem kakao-delova su okarakterisane
kao topive i kremaste, dok su one sa visim sadrzajem kakao-delova opisane kao suve,

brasnjave 1 lepljive.

Aroma

Prema navodima Afoakwa-¢ i sar. (2008b) aroma cokolade predstavlja kompleksnu
mesavinu preko 600 isparljivih komponenata analiticki detektovanih, i to, pre svega,
pirazina, estara, amina i amida, kiselina i ugljovodonika.

Aroma c¢okolade sadrzi svojstveni miris 1 ukus i zaokruzena je dodatom aromom.
Tako je, recimo, aroma mlecne cokolade zaokruzena aromom mleka, aroma nugat ¢okolade
— aromom pecenog lesnika, u ¢okoladi sa dodacima, npr. sa jezgrastim ili suSenim vocem,
to je aroma voca 1 slicno. Osnovni nosioci arome c¢okolade su saharoza i laktoza, posebno u
amorfnom stanju, i kakao-maslac, jer svaki od navedenih sastojaka rastvara mnoga aromaticna
jedinjenja i rasporeduje ih po velikoj specificnoj povrsini cokolade (Gavrilovié, 2003).

Mleko u prahu je osnovni sastojak mle¢ne cokolade (oko 20 % ukupne mase) koji
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odreduje senzorni profil cokolade (ukus, tekstura) i utice na njena fizicko-hemijska i
reoloska svojstva. Susenjem rasprsivanjem nastaje prah malog udela slobodne mle¢ne masti
u odnosu na ono proizvedeno susenjem na valjcima, §to je pozeljno za proizvodnju gotovo
svih vrsta prehrambenih proizvoda, osim ¢okolade (Blestak-Critanovic i sar., 2009b). Zato se
iznalaze novi nacini i prave razlicite kombinacije komponenata kako bi se obezbedio veéi udeo
slobodne mlecne masti u mleku dobijenom rasprsivanjem, koja je na raspolaganju za
reagovanje sa kakao-maslacem. Zavisno od nacina dobijanja, mleko u prahu, kao jedan od
sastojaka ¢okolade, moze uticati na senzorna svojstva cokolade, kao sto su: intenzitet boje, aroma
cokolade i brzina njenog oslobadanja, intenzitet arome mleka, oblozenost usne duplje,
intenzitet nepozeljinih aroma, brzina otapanja ¢okolade, tekstura, itd. (Lzang i Hartel, 2004).

Ocenjujuci senzorni kvalitet uzoraka mlecnih c¢okolada proizvedenih uz dodatak
razli¢itih proizvoda od mleka, po navodima Boleng-a i sar. (2003), cokolade proizvedene uz
dodatak proizvoda od mleka sa veéim sadrzajem slobodne mle¢ne masti (obrano mleko u
prahu 1 anhidrovana mlecna mast) ocenjene su bolje (imali su izrazeniju aromu mleka) od
uzoraka cokolada gde je koris¢ena vezana mlecna mast (punomasno mleko u prahu).

Osim sastojaka, proizvodni postupak je u direktnoj vezi sa aromom ¢okolade.

Fermentacija i pecenje kakao-zrna su kljucni postupci za razvoj kakao- i cokoladne
arome. Tokom fermentacije kakao-zrna smanjuju se nepozeljna gorcina i oporost, dok se
pozeljne voéne, cvetne i kakao note arome razvijaju i tokom fermentacije i tokom susenja.
Prisustvo nekih komponenata arome uslovljeno je trajanjem procesa fermentacije, odnosno
razvojem prekusora arome, §to zavisi od mikrobne aktivnosti tokom ovog procesa, a na
Maillard-ove reakcije uticu temperatura i vreme pecenja, tokom koga nastaju aldehidi,
ketoni, alkoholi i estri.

Camu i sar. (2008) sproveli su interesantan eksperiment da bi utvrdili u kojoj meri
pomenuti postupci uticu na aromu ¢okolade. Oni su posmatrali spontanu fermentaciju 7
razlicitth gomila kakao-zrna poreklom iz Gane, prate¢i mikrobu aktivnost, smenu
mikroorganizama, nastanak metabolita, promene temperature i pH vrednosti, kao i
variranja u sadrzaju polifenolnih jedinjenja i alkaloida tokom ovog procesa. Nakon pecenja
fermetisanih kakao-zrna obavili su senzorno ocenjivanje arome od njih proizvedenih

cokolada. Deskriptoti arome/ukusa ¢okolada su bili: kisela, voc¢na, kakao, gorka, cvetna, a
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izrazeni kroz numericke vrednosti izmedu O i 100. Takode su ocenjivani i intenzitet
(osnovnog) ukusa i naknadnog ukusa. Rezultati eksperimenta su pokazali da sadrzaj
polifenola doprinosi gorcini i oporosti cokolada, a samanjenju kakao-arome. Medutim,
polifenolne komponente nemaju uticaja na ostale ispitivane note arome cokolade, kao $to
su npr. kisela, voéna/cvetna, sirova/zelena, budava/zemljasta nota. Isto tako, pokazalo se
da je cokolada sa najizrazenijom kakao-aromom proizvedena od kakao-zrna koja su imala
najmaniji sadrzaj mlecne kiseline i polifenola. Manje izrazena kakao-aroma primecena je kod
cokolada proizvedenih od kakao-zrna koja su fermentisana na najvisoj temperaturi, kod
kojih je gotovo sav etanol presao u sircetnu kiselinu, $to je dovelo do prebrzog smanjenja
pH vrednosti u samim zrnima a time 1 do smanjenja enzimske aktivnosti. Nasuprot tome,
kakao-zrna koja su imala najvisi sadrzaj etanola, a najnize nivoe mlecne 1 siréetne kiseline,
zbog izrazenog dejstva kvasaca tokom fermentacije, dala su cokoladu sa naglasenom
voénom aromom, nastalom verovatno usled formiranja estara. Autori zakljucuju da razlike
u mikrobnoj aktivnosti izmedu fermentacija kakao-zrna na razlicitim gomilama rezultuju
dobijanjem fermentisanih 1 osusenih kakao-zrna i od njih proizvedenih cokolada sa
drugacijim karakteristikama arome. Dakle, proces fermentacije kakao-zrna moze direktno
uticati na aromu 1 ukus ¢okolade, zbog cega je od velike vaznosti uspostavljanje pouzdane i
kontrolisane fermentacije radi dobijanja finalnog proizvoda konzistentnog kvaliteta.

Razvoj arome cokolade iz prekusora se nastavlja i tokom postupka susenja, posle
fermentacije. Indikatori dobro obavljenog susenja su nastanak karakteristicne braon boje,
kao 1 niska oporost i gor¢ina, te odsustvo nepozeljnih nota arome (npr. po dimu) i prevelike
kiselosti. Preduga fermentacija ili nedovoljno susenje krivci su za razvoj netipi¢nih nota, od
kojih je najéecsa ona koja podseéa na meso/susenu Sunku. Tokom pecenja dominiraju
Maillard-ove reakcije (u kojima ucestvuju aminokiseline, peptidi i redukujuci Seceri),
zajedno sa Strecker-ovim degradacionim reakcijama (kod kojih se strukture nastale od
aminokiselina dele na tri dela). Leucin i glukoza doprinose nastanku nota arome opisanih
kao ,,slatka ¢okolada®, treonin, glutamin i glukoza pri zagrevanju na 100°C daju tipicnu
aromu c¢okolade, dok valin i glukoza pri zagrevanju na 160°C stvaraju jo$ intenzivniju
aromu opisanu kao ,prodiruc¢a cokolada®. U zavr$snim fazama pecenja nastaju brojna

jedinjenja, poput pirazina, pirola, piridina, imidazola, tiazola i oksazola. Tokom dalje obrade
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u procesu konciranja dolazi do zaokruzivanja finalne arome cokolade i isparavanja
nepozeljnih komponenata. Polifenolna jedinjena putem oksidacije ili enzimske aktivnosti
formiraju komplekse sa aminokiselinama, peptidima i proteinima, sto dovodi do otklanjanja
veoma isparljivih komponenata, smanjenja trpkosti i nastanka blaze finalne arome (Afoakwa
7 sar., 2008b). Na slici 6 prikazana je Sema formiranja arome cokolade tokom manipulacije
kakao-zrna i pojedinih faza obrade.

Goldoni (2004) navodi da je za aromu ¢okolade od presudnog znacaja odabir vrsta
kakao-zrna, kao 1 nacin tj. postupak izrade ¢okoladne mase. Autor navodi niz primera za
cokolade sa 1 bez dodataka mleka, u kojima se sa povecanjem sadrzaja kakao-delova
povecava kakao-aroma 1 gorcina, a smanjuje slatkoca cokolada.

Kao klju¢ne ispatljive komponente u mlecnoj ¢okoladi idenifikovane od strane
Schnermann-a i Schieberle-a (1997) navode se: 3-metil butanal (poput slada), 2-etil-3,5-dimetil
pirazin (slicno ¢ipsu od krompira), 1-okten-3-on (po pecurkama), 2-etil-3,6-dimetil pirazin
(orasasto, zemljano), 2,3-dietil-5-metil pirazine (slicno c¢ipsu od krompira), (Z)-2-nonenal
(zeleno, masno), 2-metil-3-(metilditio)furan (puput kuvanog mesa), (E,E)-2,4-nonadienal
(masno, voskasto), (E,E)-2,4-dekadienal (masno, voskasto) i R-d-dekalakton (slatko, poput
breskve). Od isparljivih jedinjenja iz kisele frakcije identifikovano je 14 komponenata koje
doprinose aromi, ukljucujuéi i vanilin (vanilu) koja se dodaje tokom proizvodnje, $to je
praceno 2- 1 3-metil buternom kiselinom (na uzeglo) 1 sotolonom (laktonom sa aromom po
kariju pri visim koncentracijama, tj. po javorovom sirupu ili karamelu pri nizim koncentracijama).

Kada je u pitanju crna c¢okolada, dominiraju heterociklicna jedinjenja azota i
kiseonika, aldehidi i ketoni, estri, alkoholi, ugljovodonici, nitrili 1 sulfidi. Medu nova
jedinjenja koja su izolovana spadaju i: 1-pentanol (1), 3-(metiltiol)-propion aldehid (po
krompiru), metil benzen, pirazin (po lesniku, zeleno), etenil pirazin, piridin, 2-metil piridin,
1-(2-furanilmetil)-1H-pirol (na peceno, cokoladu, zeleno), 1H-indol 1 dimetil disulfid. Dva
jedinjenja, 1 to benzil alkohol 1 dihidro-2-metil-3(2H)-furanon, do nedavno su bila izolovana
samo iz mlecne cokolade. Specificna heterociklicna jedinjenja azota, nastala u Maillard-
ovim reakcijama se smatraju vaznim u formiranju arome crne ¢okolade: 3(ili 2),5-dimetil-
2(ili 3)-etil pirazin, 3,5-(li 6)-dietil-2-metil pirazin (kakao, ¢okolada, rum, slatko, peceno),

acetil pirol 1 furfuril pirol, svi sa dominantnom notom arome koja podseca na praline i
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cokoladu. Za sintezu arome cokolade vaznu ulogu ima alanin i/ili njegov aldehid nastao
Strecker-ovim degradacijama, acetaldehid. Identifikovana su jo$ 4 heterociklicna jedinjenja:
2,3-dimetil pirazin, trimetil pirazin, tetrametil pirazin i 2-izopropil-3-metoksi pirazin.
Tetrametil pirazin, najzastupljeniji pirazin u crnoj cokoladi sa preko 6 ppm-a doprinosi
nastanku mle¢no-kafenaste-pecene note arome. Od 33 posebno aktivne komponente
arome u neutralnoj/baznoj frakciji (Counet i sar., 2002) tti su imale narocito jak ¢okoladni
karakter:  2-metil propanal, 2-metil butanal i 3-metil butanal. Ostale se karakterisu
kakao/pralinastim/orasastim/kafenastim notama: 3(ili 2),5-dimetil -2(ili 3)-etil pirazin,
3,5(ili 6)-dietil-2-metil pirazin i furfuril pirol. Karakter arome kisele frakcije (fenolna, slatka)
veoma se razlikovao od neutralne/bazne frakcije koja je, u sustini, imala ¢okoladnu aromu.
Samo 6 od 18 komponenata su bile aktivne aromaticne komponente, jedna od njih, vanilin,
bila je dodata pre konciranja. Furaneol je percipiran kao sladak i karamelast (Schieberle i

Ptuner, 1999; Counet i sar., 2002).
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Tekstura

Pod pojmom tekstura/konzistencija podrazumeva se osobina prehrambenog
proizvoda proistekla iz kombinacije fizicih svojstava i svojstava registrovanih ¢ulom dodira
(ukljucujudéi konzistenciju 1 osecaje u ustima), culima vida i sluha (BS 5098: 1985).

Tako, pojam teksture obuhvata sva mehanicka, geometrijska i druga svojstva
povrsine prehrambenih proizvoda (Popov-Raljié, 1999; Radovanovié i Popov-Raljié, 2000/ 2001).

Mehanicka svojstva su ona koja se odnose na reakciju proizvoda na naprezanje i
mogu se podeliti na sledeéa svojstva: tvrdoca, kohezivnost, lomljivost, zvakljivost,
gumoznost, viskoznost, elasticnost i adhezivnost (ISO 717036: 1994 E i SRPS ISO
11036:2002).

Geometrijska svojstva su ona koja se odnose na veli¢inu i raspored cestica u
proizvodu. Tako, geometrijsko svojstvo teksture koje se odnosi na opazanje velicine i
oblika cestica je zrnavost (glatko, peskovito, grizasto, grubo). Geometrijska svojstvo
teksture koje se odnosi na opazanje oblika 1 orijentaciju Cestica je grada (vlaknasto, ¢elijsko,
kristalno).

Na kraju, svojstva povrsine su ona koja su povezana sa osecajima koji se stvaraju
usled vlaznosti i/ili sadrzaja masti. Takode mogu biti povezana i sa nac¢inom kako se ovi
sastojci oslobadaju u ustima. Povrsinsko svojstvo teksture koje se odnosi na opazanje vode
koju je proizvod apsorbovao i oslobodio je pojam vlaznosti ili slede¢i pridevi, kojima se
opisuju razli¢iti nivoi vlaznosti: suvo, vlazno, mokro, sokasto, socno, vodeno.
Prosirivanjem ovaj termin bi dobio hedonisticki smisao, tj. znacio bi da je proizvod odlican
— izvrstan. Povrsinsko svojstvo teksture koje se odnosi na opazanje kolicine i kvaliteta
masti u proizvodima je pojam masnost (uljasto, zamaséeno, masno, ... ) (SRPS ISO 11036:
2002).

Peleg (1983) je razmatrao semantiku tj. znacenje termina koji se odnose na teksturu,
pre svega, ¢vrste hrane, pri tome skrenuvsi paznju na preklapanja ili interakcije koji se medu
terminima mogu javiti.

Proucavanjem teksture prehrambenih proizvoda, njenim definisanjem i nacinima
instrumentalnog merenja, te senzornom evaluacijom ovog slozenog svojstva bavio se

Bourne (2002). Autor je izvt§io podelu svih namirnica prema uticaju teksture na njihova
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svojstva, 1 to na proizvode u kojima je tekstura od izuzetne vaznosti, odnosno u kojima
predstavlja dominantnu karakteristiku kvaliteta, potom na proizvode (u koje spadaja i
cokolada), kod kojih tekstura ima vaznu, ali ne 1 dominantnu ulogu, doprinoseci opstem
kvalitetu u istoj meri kao i izgled 1 aroma, i, konac¢no, na hranu kod koje je uticaj teksture na
opsti kvalitet zanemarljiv.

O slozenosti teksture kao senzornog svojstva koje poti¢e od strukture hrane
(molekularne, mikroskopske i makroskopske), kao i o nezamenljivosti coveka u opisivanju
ovog multiparametarskog svojstva koje se opaza pomocu nekoliko cula, pisala je Szezesniak
(2002).

Gavrilovi¢ (2003), isti¢e da se pri senzornom vrednovanju ¢okolade posebna paznja
poklanja teksturi. Tekstura cokolade treba da bude glatka, odgovaraju¢e cvrstoce pri
zvakanju, kao 1 da poseduje svojstvenu topivost u ustima. Autor je misljenja da se, pored
senzorne analize teksture ¢okolade, moraju obaviti i druga ispitivanja, kao §to je, recimo,
instrumentalno odredivanje ¢vrstoce, pomocu penetrometra. Tako su Padley i sar. (1972;
cttat: Gavrilovié, 2003) konstatovali da cvrstoca ¢okolade sa 30 % kakao-maslaca, nakon
skladistenja od &etiri nedelje, iznosi 52 N/cm?’, na temperaturi merenja od 20°C.

Nasuprot ovim navodima, Torbica (2003) smatra da definisanje optimalne vrednosti
za Cvrstocu cokolade, odredivanjem ¢vrstoce cokolade penetrometrom, nije adekvatno, jer
postignute maksimalne vrednosti za ¢vrstocu mogu da budu uzrok pogorsanja ukupnog
kvaliteta cokolade, kao $to je bio slucaj sa analiziranim uzorcima cokolade, u koje je dodat
poboljsiva¢ kakao-maslaca (PKM — Illexao 30-906). Isti autor smatra, da se odredivanjem
¢vrstoce penetrometrom dobijaju relativne vrednosti pogodne za medusobno uporedivanje
u jednoj seriji ispitivanja.

Jovanovi¢ i Pajin (2002) navode da emulgatori — inhibitori sivljenja (dodati u koli¢ini
od 1 %, 2 % 13 % na sadrzaj masti u ¢okoladnoj masi), nemaju veceg znacaja na ¢vrstocu
cokolade (penetraciona vrednost), dok povecanje temperature predkristalizacije dovodi do
smanjenja ¢vrstoce.

Uticaj kolicine i stanja laktoze (kristalnog ili amorfnog) na ¢vrstocu i1 senzornu
percepciju mlecnih cokolada, uoceni su pri korisc¢enju mleka u prahu, sa razli¢itim

sadrzajem laktoze. Instrumentalno odredena i senzorno ocenjena cvrstoca mlecnih
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cokolada se smanjuje sa povecanjem sadrzaja mlecne masti (Bokensg 7 sar., 2003).

Da uslovi cuvanja 1 skladistenja bitno uticu na promenu c¢vrstoce (penetraciona
vrednost) ¢okolada, pisu A% 7 sar. (2001). Cokolade punjene uz dodatak srednja frakcija
palminog ulja i osusenog kokosa, te skladistene na 30°C, bile su mekse od ostalih uzoraka
koji su skladisteni na 18°C. Isto tako, La/iié (2007) u svom eksperimentu potvrduje da je
skladistenjem razli¢itih vrsta ¢okolada do godinu dana na T=15°C, kod svih uzoraka doslo
do promene cvrstoce, odnosno penetracione vrednosti. Navedene promene su tokom
prvih 6 meseci bile neznatne, da bi nakon jednogodisnjeg perioda bio zabelezen izvestan
porast c¢vrstoce, $to je 1 ocekivano, s obziriom na mogucu rekristalizaciju masne faze
cokolada. Autor, medutim, konstatuje da su sve nastale promene u ¢vrstoci u granicama
prihvatljivih vrednosti.

Prema navodima Dimick i Maning (1987), poveéanje koli¢ine tecne faze masti
uzrokuje omeksavanje ¢okolade.

Na svojstva teksture finalnih proizvoda determiniSuci uticaj ima sam tehnoloski
postupak proizvodnje, pre svega, faza rafinacije, odnosno mlevenja, kao i faza temperiranja
tj. pretkristalizacije, tokom kojih se odreduje kona¢na velicina cestica i velicina 1 oblik
kristala. Veli¢ina cestica 1 specificna povrsina cvrstih cestica spadaju medu kljucne
parametre u proizvodnji ¢okolade. Najvece cestice utiu na oseaj u ustima sa aspekta
finoce/grubosti i na karakter teksture, dok je specificna povtsina Cestica povezana sa
pozeljnim svojstvima proticanja cokoladne mase. U eksperimentu sa nekoliko veli¢ina
Cestica 1 Cetiri stepena temperiranja Afoakwa i sar. (2008a) su utvrdili da su tvrdoca i
lepljivost crnih cokolada u obrnutoj vezi sa velicinom c¢vrstih Cestica, odnosno da vece
Cestice uslovljavaju manju tvrdocu 1 lepljivost. Zaklju¢eno je da kod nedovoljno
temperiranih ili previse temperiranih ¢okolada dolazi do povecanja tvrdo¢e u odnosu na
optimalno temperirane. Dakle, kombinovanim uticajem velic¢ine cvrstih Cestica 1 uslova
temperiranja moze se do¢i do pozeljne tvrdoce i lepljivosti crnih ¢okolada.

U drugom eksperimentu isti autori su ispitivali uticaj distribucije ¢vrstih Cestica i
sastava (razlicitih udela masti i lecitina) na teksturu i izgled crnih ¢okolada u otpljenom i
ocvrslom obliku. Veli¢ina cestica je iznosila od 18 do 50 um, $to obuhvata optimalne,

minimalne i maksimalne velicine 1 ima direktan uticaj na teksturu i senzorni karakter
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cokolada. Povecéanjem velicine Cestica sa 18 na 50 pm prouzrokovalo je znacajno smanjenje
¢vrstoce 1 konzistentnosti pri svim udelima masti, sa najve¢im smanjenjem od oko 6 puta
pri sadrzaju masti od 25 %. Slicno tome, kohezivnost i indeks viskoziteta su ispoljili trend
znacajnog smanjenja sa povecanjem velicine cestica pri svim udelima masti, tacnije
vrednost kohezivnosti se smanjila 8 puta, a indeksa viskoziteta 6 puta. Uzorci sa precnikom
od 18 pm su bili ¢vrsci, konzistentniji, kohezivniji 1 viskozniji od onih sa dijametrom od 50
um, sto je uslovljeno povecanjem broja Cestica sa smanjenjem njihovog srednjeg precnika, a
paralelno je doslo do povecanja ukupne specificne povrsine, ¢ime se povecavaju
meducesticni kontakti 1 nastaju veée vrednosti c¢vrstoce, konzistentnosti i kohezivnosti
(Afoakwa i sar., 2008¢).

Nadalje, znacaj distribucije ¢vrstih Cestica i njenog uticaja na teksturalna i svojstva
otapanja c¢okolada istakli su i Do 7 sar. (2007) demonstriravsi kako se optimizacijom
raspodele Cvrstih Cestica po veli¢ini, odnosno formiranjem specifiécne mesavine malih 1
velikih cestica u odnosu koji omogucava njihovo najefikasnije pakovanje, mogu smanjiti
viskozitet 1 tvrdoc¢a koncentrovanih suspenzija kakva je cokolada, ¢ak i kada se sadrzaj
masti istovremeno smanjuje do kriticne granice od 22 %. Redukcija koli¢ine masti u
cokoladi uslovljava povecanje viskoziteta, $to, ne samo da otezava proizvodnju, ve¢ dovodi
do osetnog opadanja konzumnog kvaliteta cokolade, koja ima slaba svojstva topivosti,
zadrzava tvrdocu i teska je za gutanje. Optimizacijom raspodele ¢vrstih Cestica smanjuje se
tvrdoc¢a 1 viskozitet a poboljSavaju pomenute senzorne karakteristike cokolada, §to je,
uglavnom, bazirano na smanjenju kontakata izmedu cestica 1 njihove agregacione
sposobnosti. Isprekidana mreza cestica ¢ini celokupnu strukturu manje otpornom na
kompresiju i lom, tako da se cokolada lakse lomi i topi.

Kakao-maslac ima prepoznatljivu teksturu zbog svoje polimorfne strukture. Osecaj
u ustima predstavlja jedan od razloga privlacnosti cokolade. Medutim, nastankom sivljenja,
usled kristalizacije masti, ili beljenja usled kristalizacije $ecera, remeti se specificna tekstura
cokolade. _Andrae-Nightingale i sar. (2009) analizirali su nastanak sivljenja ili beljenja 1 iz toga
proistekle teksturalne promene tokom skladistenja crnih i mlecnih ¢okolada u periodu od 5
nedelja, pri razlicitim uslovima okoline. Svi atributi teksture, osim elasticnosti, bili su

znacajno promenjeni, ukljucujuci i tvrdocu, kohezivnost, Zvakljivost i guminoznost. Pri
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skladistenju na 30°C uz velike temperaturne varijacije, doslo je do ozbiljnog sivljenja
cokolada. Fluktuacije temperature tokom skladiStenja imale su vedi uticaj na opazanje

teksture nego skladistenje na visokim temperaturama ili vlaznosti vazduha.

Interakcija aroma-ukus-tekstura

Tournier i sar. (2007) proucavali su interakcije izmedu arome i teksture, kao vaznih
parametara pri senzornom ocenjivanju, kao i1 moguée mehanizme koji uzrokuju te
interakcije. Ti mehanizmi mogu biti fizicko-hemijskog ili kognitivhog porekla. Ukus i miris
imaju krucijalnu ulogu u precepciji arome, ali je dobro poznato da hemijski sastav i matriks,
odnosno struktura namirnice, uticu na oslobadanje 1 detektovanje arome. Kada hrana
dospe u usnu duplju, razliciti procesi koji se desavaju tokom zvakanja menjaju njena fizicka
svojstva 1 uticu na percepciju teksture i arome (ukusa 1 mirisa). Isto tako, precepcija arome
moze uticati na dozivljaj teksture. Autori navode primere istrazivanja u kojima je
uporedivan efekat slasti na viskozitet, odreden instrumentalno 1 senzorno. Pri istim
vrednostima viskoziteta, uzorci koji su imali visi sadrzaj saharoze, ocenjeni su kao viskozniji
od onih sa nizom koncentracijom saharoze. Dakle, percepcija vikoziteta je bila veca u
prisustvu vece koli¢ine saharoze, a smatra se da je to posledica promene reoloskih
svojstava, do ¢ega dolazi dodatkom uguséivaca kakva je saharoza.

Uticaj strukture matriksa na oslobadanje isparljivih komponenata arome uocen je i
kod crnih ¢okolada koje su se razlikovale po raspodeli ¢vrstih Cestica 1 sadrzaju masti. Sa
povecanjem veli¢ine cCestica znacajno se smanjilo oslobadanje 3-metil butanala, 2-fenil
etanola, furfuril alkohola (furfurola), siretne kiseline, metil pirazina, 2,3-dimetil pirazina,
2,5-dimetil pirazina, trimetil pirazina, tetrametil pirazina i 2,3,5-trimetil-6-etil pirazina, 2-
feniletil acetata, 2-metil butanala i 5-etenil tetrahidro-R R, 5-trimetil-cis-2-furan metanola.
Sadrzaj masti direktno je povezan sa oslobadanjem komponenata karakteristicnih po kakao,
cokoladnoj, pralinastoj, voénoj ili pecenoj noti arome kao s§to su: trimetil pirazin, 3-metil
butanal, 2,3-dimetil pirazin, 2,5-dimetil pirazin, tetrametil pirazin, linalul oksid i 2,3,5-
trietil-5-metil pirazin, pri svim velicinama c¢vrstih cestica. Nasuprot tome, neke od
komponenata, medu kojima su i: 2-fenil etanol, furfuril alkohol, metil pirazin, fenil

acetaldehid, 2, 3, 5-trimetil-6-etil pirazin i 2-karboksaldehid- 1-H-pirol, detektovani su u
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manjoj koncentraciji sa rastu¢im sadrzajem masti, verovatno usled interakcije lipofilnih
isparljivih komponenata sa matriksom, odnosno cokoladom (Afoakwa i sar., 2009c).

Ispitujuci primenu razlicitih proizvoda od mleka, koji su se medusobno razlikovali
po tehnoloskom postupku proizvodnje, tipu i proizvodacima, Bolenz i sar. (2003) navode da
zamena 15 % obranog mleka u prahu proteinima surutke u prahu nema negativan uticaj na
kvalitet mle¢nih cokolada 1 prihvatljivost od strane potrosaca. Koncentrat surutke u prahu
moze delimicno da zameni obrano mleko u prahu. Autori zakljucuju da primena razlicitih
proizvoda od mleka, utice na dopadljivost mle¢nih cokolada, tj. na parametre kvaliteta kao
$to su veli¢ina ¢estica/peskovitost, viskoznost/topivost — osecaj u ustima i mle¢na aroma.

Guinard i Mazzuechelli (1999) su ispitivali senzorna svojstva mle¢nih cokolada sa
razli¢itim sadrzajem saharoze (400, 475 i 550 g/kg) i kakao-maslaca (280, 320 i 360 g/kg).
Uzorci mle¢nih ¢okolada sa nizim sadrzajem Secera, senzorno su, za oralno ocenjen ukus,
okarakterisani kao gorki, a uzorci sa vedim sadrzajem Secera — sladi. Pored toga, manji
sadrzaj Secera uslovio je pojavu atributa kao §to su peskovit ili pecen, a veci je davao
¢okolade sa vise mle¢nom, karamelnom ili aromom vanile, i ve¢om ¢vrsto¢om. Cokolade sa
veéim sadrzajem kakao-maslaca su se brze topile u ustima. Iznenadujuce je da je povrsinsko
svojstvo teksture, koje se odnosi na opazanje kolicine i kvaliteta masti u proizvodu, ili
masno/uljasti nivo intenziteta, obrnuto proporcionalan sadrzaju (koncentraciji) masti.
Autori pretpostavljaju da je to zbog cinjenice da ocenjivaci povezuju mast sa viskoznim
karakteristikama i svojstvima oblaganja usne duplje, te da je u skladu sa ogranicenim
sposobnostima ljudi da detektuju razlic¢ite nivoe masti u ¢vrstim namirnicama.

Simultanom upotrebom deskriptivhnog senzornog ocenjivanja pomocu panela i
viSe instrumentalnih metoda, Nightingale i sar. (2011) posmatrali su uticaj uslova 1 duzine
skladi$tenja na senzorna svojstva crnih ¢okolada. Ispitivani su svezi uzorci ¢okolada i oni
skladisteni 4 i 8 nedelja pod razli¢itim reZzimima temperature (ambijentalna, temperatura
zamrzavanja, visoke temperature uz velike fluktuacije) i relativne vlaznosti vazduha (od 45.4
do 75.3 %). Pokazalo se da su nepovoljni uslovi skladiStenja najvise kompromitovali
teksturalna svojstva, aromu 1 izgled crnih ¢okolada. Naime, najnepozeljnije promene nastale
su prilikom skladistenja na visokim temperaturama sa i bez velikih kolebanja, $to je uslovilo

rearanziranje triglicerida kakao-masti i polimorfne transformacije, uglavnom iz 3 (V) u B
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(VI) formu, i, nastanak sivljenja kada je temperatura znatno varirala. Navedene promene
¢inile su uzorke tvrdim, kohezivnijim (lomljivijim), manje zvakljivim, prijemcivijim za zube
prilikom konzumiranja i sporije topivim. Autori navode da uzorci sa povecanom tvrdo¢om
imaju veéi sadraj ¢vrste faze (SCF), §to je u direktnoj vezi sa percepcijom arome, posebno
ukusa, posto je na raspolaganju manji udeo tecne faze masti u kojoj se rastvaraju ispatljiva 1
aromaticna jedinjenja koja doprinose ovim parametrima. Pretpostavka je da je to uzrok
smanjenja slatkoce 1 manje izrazene kremaste arome, koje su senzorno detektovane. Sa
druge strane, sveze cokolade i one skladistene na sobnoj temperaturi, temperaturi
zamrzavanja 1 pri visokoj relativnoj vlaznosti vazduha, bile su kohezivnije, Zvakljivije, slade,
ostavljale su suvlji osecaj u ustima i imale su jacu kremastu aromu. Uocene su i promene
izgleda, buduci da je povrsina takvih cokolada postala hrapavija, sa manjim brojem kristala

vecih dimenzija, zbog otapanja 1 rekristalizacije kakao-maslaca.

2.4.1. Znacaj senzorne analize u razvoju novih proizvoda

Profilisanje i karakterizacija prehrambenih proizvoda ostvaruju se na dva osnovna
nacina: analitickim metodama i senzornom analizom. Tradicionalno, ove dve tehnike se
koriste zasebno, pri cemu se senzornom analizom angazuju ljudski resursi radi ocene
senzornih 1 fizi¢kih svojstava hrane, dok analitika daje podatke o hemijskim 1 fizickim
svojstvima hrane odredenim pomocu instrumenata.

Smatra se da su instrumentalna analiticka merenja objektivna i da reprezentuju
nezavisne istinite ¢injenice. Medutim, ni ona nisu liena izazova, pogotovo u pogledu rada
operatera koji obavlja odredene analize ili sistemskih uticaja laboratorije u kojoj se merenja
vrSe. Osim toga, senzorna svojstva se ne mogu u potpunosti i temeljno izmeriti
instrumentima, zbog izostanka interakcije izmedu namirnice i osobe koja je konzumira, kao
1 zbog kompleksnosti ljudske percepcije i brojnih faktora koji na nju uticu (genetske
karakteristike receptora, nacin konzumiranja hrane, medudejstvo komponenata namirnice i
dr.). U poredenju sa instrumentalnim metodama senzorna analiza obezbeduje neposrednije
merenje percepcije culima coveka, tako da, iako joj nedostaje preciznost, smata se

generalno ispravnom sa visim stepenom relevantnosti. Medutim, upotrebljene zajedno,
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kombinacija senzornog ocenjivanja sa instrumentalnom analizom obezbeduje vrlo vazne
informacije i daje kompletniju sliku namirnice koja se ispituje. Zbog toga su za razvijanje
relevantnog 1 validnog merenja ukusa, arome ili teksture nekog proizvoda, obe metode od
krucijalnog znacaja (Ross, C. F., 2009). Stavise, prema navodima Guinard-a i Mazznechelli-a
(1999), koji su obavili opsezan cksperiment uporedivanja senzorno ocenjenih svojstava
mlecnih c¢okolada sa instrumentalnim merenjima, dva pomenuta nacina evaluacije su
prakticno bila vtlo visoko medusobno korelirana, pogotovo u pogledu odredivanja
boje/svetloce i teksturalnih karakteristika (npr. plasticnog viskoziteta i ¢vrstoce) ispitivanih
uzoraka mlecnih cokolada. Slicnu situaciju kod crnih ¢okolada su prijavili Nightingale i sar.
(2017), potvrdujuéi visok stepen slaganja instrumentalno odredene boje, izgleda pod
“atomic-force” mikroskopom, topivosti utvrdene DSC metodom 1 sadrzaja triglicerida, sa
senzorno ocenjenom tvrdo¢om, vremenom topljenja i lepljivos¢u za zube.

Senzorna evaluacija, dakle, obezbeduje istrazivacima vitalne informacije o
prihvatljivosti proizvoda od strane potrosaca, o kontroli kvaliteta, skladistenju 1 trajnosti, ali
1 o eventualnim promenama tokom proizvodnje, daljem razvoju proizvoda ili reformulaciji
postojece recepture (Popov-Raljic i sar., 2008, Ross, C. F., 2009).

Durrschmid i sar., (2006) su ukazali na znacaj senzorne analize kao jednog od
osnovnih alata u procesu razvoja novog proizvoda. U svom istrazivanju oni su oformili
panele za ocenjivanje koji su se sastojali od sedam grupa potrosaca podeljenih na osnovu
starosnog doba. Njihov zadatak je bio da ocene senzorna i fizicka svojstva mlec¢nih
cokolada, od kojih su dve bile proizvodi renomiranih kompanija, a treca je predstavljala
novi proizvod jednog austrijskog proizvodaca. Ideja je bila da rezultati ovog ocenjivanja
posluze u procesu razvoja novog proizvoda, time sto bi obezbedili podatke o tome kako ga
treba modifikovati da bi dobio makar slicne hedonske evaluacije kao dve konkurentske
cokolade. Pokazalo se da je prvenstveno potrebno eliminisati ustajao/neutralan ukus koji se
javljao kod novog proizvoda. Ocenjivaci su takode smatrali da je neophodno da se nova
cokolada ravnomernije i brze topi, a da tekstura bude meksa 1 kremastija. Novi proizvod bi,
po njthovoj oceni, trebalo da bude sladi, svetlije boje, sa manje izrazenim crvenim tonom.
Na osnovu smernica dobijenih putem senzorne analize, proizvodac je primenio odredene

modifikacije u prvobitnoj recepturi i upotrebio drugu vrstu kakao-maslaca, §to je dovelo do
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dobijanja nove mlecne ¢okolade koja je u potpunosti zadovoljavala zahteve potrosaca.

Cruz i sar. (2010) su ukazali na presudan znacaj senzorne analize u procesu razvoja
novih proizvoda sa funkcionalnim svojstvima. Iako povecanje funkcionalnosti hrane ne
mora obavezno da promeni njen senzorni kvalitet, rezultati nekoliko studija ukazuju da
potrosaci nisu spremni da podrede senzorna svojstva funkcionalne hrane eventualnim
benefitima po zdravlje. Navedeno se posebno odnosi na ukus takvih namirnica, bududi da
je to parametar od izuzetne vaznosti pri odabiru bilo koje vrste hrane. Tako se navodi da
povecanje intenziteta gorkog, oporog ukusa ili ostrine koji su cCesto pratioci obogaéivanja
hrane bioaktivhim komponentama, ili pojava nepozeljnih slankastih nota, ne nailaze na
prijem kod potrosaca. Moze se pretpostaviti da su potrosaci voljni da kupe namirnicu sa
odredenim benefitima po zdravlje kada je ukus takvog proizvoda jednako dobar kao i ukus
neizmenjene namirnice, standardnog sastava (1 erbeke, 2006, Siegrist i sar., 2008).

Golob i sar. (2004) su 1 istrazivali uticaj inulina na senzorna svojstva cokolada. Tti
vrste cokolade (mlecna, sa leSnicima 1 sa rizom), u kojima je saharoza zamenjena inulinom i
fruktozom, su uporedivane sa kontrolnim cokoladama istog sastava koje su sadrzale
saharozu. Sproveden je upitnik medu 80 dijabeticara 1 52 zdrava, nasumicna potrosaca,
koji je pokazao da su ¢okolade sa inulinom bile dobro prihvaéene. Potom je sporovedeno
testiranje upotrebom hedonske skale u kojem je ucestvovalo sezdeset petoro dece uzrasta
izmedu 11 1 13 godina, koja su prednost dala kontrolnim cokoladama (bez inulina). Sledeci
korak je obuhvatao primenu tri senzorna testa razlike: duo-trio, test trougla 1 test poredenja
parova, koji su pokazali da postoje razlike izmedu cokolada sa inulinom i kontrolnih. Na
kraju je oformljen panel od 7 obucenih ocenjivaca koji su obavili analiticki test sa
kvantitativhom karakterizacijom 8 senzornih atributa ispitivanih c¢okolada (izgled, prelom,
rasporedenost dodataka, rastvorljivost, slatko¢a, osecaj u ustima, aroma i naknadni ukus).
Utvrdeno je da postoje statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih i kontrolnih ¢okolada.
Najvece razlike su se odnosile na slatkocu i rastvorljivost. Uprkos ovim razlikama autori su
zakljucili da su novi proizvodi — funkcionalne cokolade sa inulinom, bili dosta dobro
prihvaceni od strane potrosaca razlicitog starosnog doba, jer su ocenjeni slicno kontrolnih
cokoladama, a zbog smanjenog sadrzaja Secera i energetske vrednosti mogu se preporuciti

kako zdravoj populaciji, tako 1 dijabeticarima.
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Kada je u pitanju vrsta senzornog ocenjivanja koje se primenjuje u procesu razvoja
novih proizvoda sa funkcionalnim komponentama, pre svega sa probioticima i
prebioticima, Crug i sar. (2010) navode da se u najve¢em broju slucajeva upotrebljavaju
afektivni testovi, koji za cilj imaju utvrdivanje prihvatljivosti proizvoda, medutim, ne
obezbeduju vise detalja vezanih za dodatak probiotika u novi proizvod 1 njihove interakcije
sa konzumentima. Zbog toga je neophodno da razvoj novog proizvoda bude pracen
specificnim senzornim analizama kako bi se omogucdilo sticanje najboljih uslova 1 saznanja
u potrazi za dobro prihvac¢enim proizvodom na trzistu.

Primena deskriptivnih testova, kao vrlo sofisticiranih alata u senzornoj analizi,
obezbeduje potpuni opis ispitivanog proizvoda, zatim pruza osnove za mapiranje slicnosti
1 razlika 1 utvrdivanje onih senzornih atributa koji su vazni za prihvatljivost proizvoda.
Pored toga ove metode omogucavaju razvijanje profila proizvoda, pomazu u
identifikovanju svih senzornih karakteristika, njihovih pozitivnih 1 negativnih tacaka u
poredenju sa konvencionalnim i komercijalnim proizvodima u statickom i1 dinamickom
obliku;  dozvoljavju  poboljSanje  recepture  porizvoda: = zamenu  sastojaka,
povecanje/smanjenje koli¢ine probiotika; i pomazu u dobijanju opstije i globalne ocene
kada se primene u razlicitim periodima tokom skladiStenja novog/funkcionalnog
proizvoda. Medutim, ove metode zahtevaju rigorozan odabir ocenjivaca, koje mogu ciniti
samo dobro obuceni panelisti u cilju pravilne i efikasne primene metoda senzorne analize,
kako bi se izbegle greske koje mogu ugroziti uspeh proizvoda na trzistu (Cruz i sar., 2010).

Generalno se moze reéi da, kada je re¢ o parametrima senzornog kvaliteta,
probiotici imaju najveci uticaj na ukus i aromu proizvoda u koje se dodaju. Naime,
metabilizam probiotskih kultura moze proizvesti odredene komponente koje doprinose
pojavi nepozeljne arome i ukusa. Isto tako, bifidobakterije proizvode siréetnu kiselinu kao
produkt njihovog metabolizma koja moze doprineti nastanku sircetastog ukus proizvoda,
¢ime se smanjuje njegov celokupni uspeh prilikom senzornog ispitivanja (Crug 7 sar., 2010;
Mohammadi i sar., 2011). Medutim, pokazalo se da u vecini proizvoda u koje se dodaju
probiotici ne remete senzorna svojstva (Nebesny i sar., 2005; Aragon-Alegro i sar., 2007;
Nebesny i sar., 2007, Patel i sar., 2008; Mohammadi i sar., 2011), kao 1 da je stepen nastalih

promena u direktnoj vezi sa stanjem (metabolizma) dodatih probiotskih bakterija.
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Kada je re¢ o uticaju mikroinkapsulisanih probiotika na senzorna svojstva hrane, u
literaturi postoje podaci da na ovakav nacin zastiCeni probiotici mogu potpomodi i
poboljsati senzorna svojstva fermentisanih mle¢nih proizvoda, pre svega zbog smanjene
proizvodnje kiseline 1 pada pH vrednosti, $to rezultuje nastankom proizvoda sa blazim
kiselim ukusom u odnosu na onaj sa neinkapsulisanim probioticima. Sa druge strane,
neodgovaraju¢a upotreba inkapsulisanih probiotika mozZe isprovocirati nastanak
nepozeljnih aroma, sto se pripisuje promeni metabolickih puteva koji vode nastanku gorkih
peptida (Mortazavian i sar., 2007). Medutim, najvedi uticaj na senzorna svojstva namirnica
inkapsulisani probiotici mogu ostvariti u pogledu remecéenja osobina teksture porizvoda
kao 1 osecaja u ustima. Uoceno je da mikrokapsule sa dijametrom preko 100 pm, a posebno
preko 1 mm, mogu da pogorsaju oseaj u ustima zbog pojave grubosti. Nadalje,
mikrokapsule velicine 1-3 mm u precniku mogu negativno uticati i na teksturu i na ukus
proizvoda (Chandramonli i sar., 2004).

Primer ocenjivanja senzornih  karakteristika cokolada sa funkcionalnim
(probiotskim i prebiotskim) svojstvima navodi Carié (2070). Ocenjivanje je obavljeno
primenom metode trugla, pri ¢emu su ocenjivacima ponudena 3 kodirana uzorka, od kojih
su dva ista a jedan je razlicit tj. probni. Njihov zadatak je bio da uoce razlike medu
prezentovanim uzorcima. Ovom metodom ocenjivani su uzorci standardne crne (odnosno
mlecne) cokolade 1 uzorci crne (odnosno mlecne) ¢okolade u koje dodat probiotski soj
Lactobacillus helveticus M92. Drugo ocenjivanje cinili su uzorci crnih (odnosno mlecnih)
cokolada sa prebiotskim svojstvima u kojima je deo saharoze zamenjen maltitolom i
inulinom, sa i bez dodatka probiotskog soja. Utvrdeno je da, bilo u standardnim uzorcima
cokolada (crnih i mle¢nih) ili u uzorcima sa zamenama za Secer, prisustvo proboitskog soja
L. helveticus ne dovodi ni do kakvih promena senzornih svojstava ¢okolada. Kod prebiotskih
cokolada, pak, uocene su izvesne promene senzornih atributa u odnosu na standardne.
Najvise je primeéena promena slatkoc¢e i gorcine, Sto je posledica smanjene slatkoce
maltitola 1 neznatne slatkoce inulina u poredenju sa saharozom.

U dva odvojena eksperimenta, ista grupa autora je ocenjivala senzorna svojstva
cokolada sa probioticima. Od senzornih parametara su ocenjivani izgled ¢okolada u

originalnom ambalaznom materijalu, oblik, boja, povrsina (gornja i donja), prelom, tekstura
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(tvdroc¢a i glatkoca), miris 1 ukus. Evaluaciju su izveli obuceni panelisti primenom
petobodne skale, sa odgovarajuc¢im koeficijentom znacaja za svaki parametar. U istrazivanju
u kojem su crne cokolade bile obogacene laktobacilima (L. case 1 L. paracasei) liofilizovanim
u mleku, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u pogledu senzornih svojstava ¢okolada
tokom skladistenja do 12 meseci (Nebesny 7 sar., 2007). Mle¢ne i crne ¢okolade sa dodatkom
S. thermophillus i L. delbruckii subsp. bulgaricus tokom skladistenja do 6 meseci dobile su
visoke ocene za senzorna svojstva, samo nesto malo nize od odgovaraju¢im mle¢nih
cokolade, prvenstveno zbog koriséenja jogurta koji nije standardni sastojak cokolada
(Nebesny i sar., 2005).

Upotreba prebiotika i punioca, odnosno inulina, polidekstroze 1 maltodekstrina u
razli¢itim odnosima moze uzrokovati niz efekata na senzorna, teksturalna i fizicko-hemijska
svojstva niskenergetskih mlecnih cokolada, $to su na osnovu svojih eksperimenata
dokumentovali Abbasi i Farzanmebr (2009). Zamene za Seéer u veéim iznosima rezultuju
visokim sadrzajem vlage 1 niskom tvrdo¢om dobijenih cokolada. Najnizi sadrzaj vlage i
najvise vrednosti tvrdoc¢e dobijaju se upotrebom navedenih komponenata u umerenim
koli¢cinama. Ocenjivana senzorna svojstva obuhvatala su slatkocu, tvrdocu, brzinu otapanja,
oblozenost usne duplje i boju, a odredivana su primenom testova razlika tj. cetvorostepene
skale (1 = neprihvatljivo, 2 = podnosljivo, 3 = dobro 1 4 = pozeljno) od strane
sedmoclanog panela, dok je opsta prihvatljivost dobijena sabiranjem 5 pomenutih
senzornih atributa. Cokolade sa maltodekstrinom (100 %) i kombinacijom maltodekstrina i
polidekstroze (75:25) dobile su najnize ocene za senzorna svojstva i znacajno su se
razlikovale od ostalih (p < 0.05). Nasuprot tome, uzorci sa visokim udelom inulina i
polidekstroze (75:25 1 50:50) dobili su najvise ocene nakon kontrolnih mle¢nih ¢okolada 1

imali su najveci stepen prihvatljivosti.

2.4.2. Karakteristike kvaliteta boje ¢okolade

Boja prehrambenih proizvoda tj. boja povrsine cokolada, predstavlja bitan
parametar za pracenje tehnoloskog procesa proizvodnje, kao 1 ukupnog kvaliteta finalnog

proizvoda (Papadakis i sar., 2000; Beckett, 2002; Gavrilovié, 2003; Torbica, 2003; Briones i
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Aguilera, 2005; Briones i sar, 2006 i drugi).

Mnogi analiticari veruju da je boja najvazniji pokazatelj prihvatljivosti prehrambenih
proizvoda, jer ako proizvod nema svojstvenu boju, konzument verovatno nikada nece
ocenjivati ostale pokazatelje prihvatljivosti (Grujud, 2003).

U svetu postoji vise sistema za definisanje boje, od kojih su najznacajniji (Popor—
Raljié, 1999, Radovanovié i Popor—Raljié, 2000/ 2001):

- Munsel-ov sistem boja,

- Ostwald-ov sistem boja,

- CIE sistem boja,

- CIE L'a'b sistem boja,

- ANLAB - Adams Nickerson—ov sistem boja,

- Hinter—ov sistem boja i

- boja na osnovu kolicine 1 hemijskog stanja pigmenata.

Najpoznatiji od sistema boja je standardni sistem koji je preporucila CIE
(Internacionalna komisija za osvetljenje) 1986. godine, kao i CIE L'a’b tj. Hiinter—ov
sistem boja (Hiinter Lab, 2001).

Pored navedenih sistema, prilikom definisanja karakteristika kvaliteta boje
primenjuju se 1 psihometrijski pokazatelji, kao §to su: ugao boje (hue angle) i1 zasi¢enost
(hrome), a koji proizilaze iz matematickih relacija karakteristika kvaliteta boje. Takode,
koristi se i pojam odnos boja (hue), a za bele prehrambene proizvode i merilo beline po
Taube-u (Pribis i sar., 1997).

Tokom beljenja povrsine ¢okolade stvara se povrsinski sloj mikrokristala saharoze
iz ovlazenih tj. omeksanih (otopljenih) povrsinskih slojeva ¢okolade (Gavrilovié, 2003).

Bitan parametar kod ispitivanja i evaluacije boje je, svakako, tip svetlosnog izvora
kojim se osvetljava posmatrani objekat. CIE je definisala standardizovane izvore svetlosti,
kako za instrumentalno, tako i za senzorno ocenjivanje boje. Svaki od ovih izvora svetlosti
emituje drugaciji sastav razlic¢itih talasnih duzina vidljive svetlosti. Najc¢esce upotrebljavani
izvori svetlosti su: A - usijana (uzarena), ili volframova svetlost; C - prosecna dnevna
svetlost; D65 - srednja podnevna svetlost; D50 - svetlost pri zalasku sunca; D55 - srednja

prepodnevna ili srednja popodnevna svetlost; D75 - svetlost pri oblachom vremenu; M F 2,
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Few, CWF, F - fluorescentna hladno bela; TL 4 ili TL 84 - uobicajena fluorescentna
svetlost, Philips TL 84 fluorescentna lampa; Ultralume 3000 - uobicajena fluorescentna
svetlost; Westinghouse fluorescentna lampa (Hiinter Lab, 2000).

Promena boje povrsine cokolade uglavnom se ocenjuje senzorno (vizuelnom
tehnikom) ili kolorimetrijskim ili spektrofotometrijskim instrumentalnim metodama
(Gonzalez i Woods, 1992, Jovanovic i Pajin, 2002, Bolenz, i sar., 2003; Torbica, 2003; Pajin, 2004
Briones i Aguilera, 2005; Briones i sar., 2006, Popov-Ralji¢ i alicic-Petronijevié, 2009).

Bolenz i sar. (2003) su odredivali boju uzoraka mle¢nih ¢okolada koje su proizvedene
uz dodatak razli¢itih vrsta proizvoda od mleka, pod standardizovanim uslovima rada. Boja
je merena pomocu aparata Minolta hromametra (Osaka, Japan), a rezultati su izrazeni u
CIE L'a’b" sistemu, kao psihometrijski pokazatelji: svetlost (I."), ton (a") i hroma (b"). Autori
zakljucuju da nije doSlo do bitnijih promena karakteristika kvaliteta boje. Konkretno,
vrednosti za psihometrijsku svetlost su iznosile od L.'=34.10 do 1.'=37.20, a promene
psihometrijskog tona (a") i hrome (b") su zanematljive.

Briones i Aguilera (2005) su pratili promenu boje povrsine uzoraka komercijalne mlecne
cokolade “Trencito” — Nestle — Chile, pomocu kompijuterskog sistema za pracenje vizuelnih
promena i analizu slika (fotografija) — CVSIA sistema, 1 ruc¢nog kolorimetra. Uzorci
cokolada su bili izloZzeni dvanaestocasovnim ciklusima zagrevanja/hladenja, na temperaturi
od 16-28°C, u toku 52 dana, i relativnoj vlaznosti vazduha =50 %. Najveée promene boje
su se pojavile nakon 36 dana cuvanja i skladistenja, $to je moglo da se uoci vizuelno, kao i

odredivanjem psihometrijske svetlosti (L"), indeksa beline (W), tona (a) i hrome (b").

Instrumentalno dredivanje boje po CIE i CIE L'ab sistemu

Standardni sistem boja preporucen od strane CIE je i najpoznatiji. Ovaj sistem se
zasniva na “standardnom posmatracu”, koji se moze shvatiti kao standardno oko sa filtrima
za primarne boje (crvena, plava, zelena) (Sears, 1963). Po CIE sistemu, boja se definise
preko:

— sjajnosti Y (%) (srednja reflektanca)

— dominantne talasne duZine A (nm) i &istoce boje C (%), koji zajedno predstavljaju
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pokazatelje hromati¢nosti.

Kao pocetne tacke za izracunavanje vrednosti boje koriste se tristimulusne

vrednosti X, Y i Z, koje se dobijaju uz pomo¢ standardnih CIE krivih X, ¥ i z za smese
boja (slika 7). Ove standardne krive zavise od vrednosti tzv. “standardnog posmatraca”
odnosno od veli¢ine povrsine posmatranog objekta sa koje se reflektuje svetlost do

detektora. U praksi se najcesce koriste vrednosti standardnog posmatraca od 2°1 10°.

2,0

Koeficijent boja

A (nm]

Kriva X odgovara crvenom filtru,
Kriva Y odgovara zelenom filtru,

Kriva E odgovara plavom filtru

Slika 7. Standardne CIE krive za smese boja (Pribzs, 1950)

Za izracunavanje CIE — tristimulusnih vrednosti koriste se sledece formule (Hiinter

Lab, 1996a):

IE}\, 'RK ‘;7\, d7\4
.‘.E)\‘ 'y;\‘ 'd?\;
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[E;, R, -y, -d)

Y =100 =
IE}\,.Y}\,.dX

J.EJ;L 'RK ';X -dA
J‘E}\‘ 'y;\’ 'd}\f

Z.=100

gde su:

x ,;i z - standardne CIE funkcije (krive) za smese boja,
L, - kriva distribucije spektralne energije,

R; - kriva reflektance za dati objekat posmatranja i datu talasnu duzinu,

A - talasna duzina merenja.

CIE tristimulusne vrednosti (X, Y i Z) ne odgovaraju svim vizuelnim atributima
boje 1 jedino Y — vrednost moze lako da se shvati, zato $to je povezana sa svetlo§¢u. Stoga
su uvedene veli¢ine x, y 1 z koje se nazivaju trihromatski koeficijenti ili koeficijenti
hromaticnosti ili koordinate hromaticnosti, a koje se izracunavaju iz tristimulusnih

vrednosti, na sledeci nacin (Hiinter Lab, 1996b):

N X B Y . 7
X+Y+Z7 Y X+Y+Z7 X+Y+Z

Posto je iz navedenih jednacina ocigledno da je x + y + z = 1, bilo koja dva od
navedenih koeficijenata, pored vrednosti za sjajnost Y, su dovoljna da se definise boja u
CIE xy sistemu, a obi¢no se koriste vrednosti x 1 y. Naime, za izracunavanje dominantne
talasne duzine i cistoce boje iz dijagrama hromati¢nosti potrebno je poznavati samo
vrednosti za koeficijente hromaticnosti x 1 y. Ceo postupak odredivanja dominantne talasne
duzine 1 ¢istoce boje opisan je u poglavlju Materijal i metode rada.

Pored dominantne talasne duzine A (nm) i cistoée boje C (%), veoma vazna

karakteristika kvaliteta boje u CIE sistemu je srednja reflektanca ili sjajnost (Pribis; 1980).
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Ako se posmatra slika 8, koja je predstavljena nizom kvadrata koji su nijansirani od belog
do crnog, preko sivog, zapaza se da je beli kvadrat izaziva¢ najveceg osecaja sjajnosti, a crni
najmanjeg.

“Sjajnost je ono svojstvo boje koje omogucava da se neka boja klasifikuje u smislu
ckvivalentnosti sa osecajem koje izaziva neki ¢lan niza neutralnog sivog”. Po CIE sistemu

sjajnost se odreduje na osnovu velicine Y (%0).

Slika 8. Skala sivog za odredivanje osecaja sjajnosti (Przbis, 1980)

O uticaju povrsinske topografije na promenu boje i sjajnost povrsine komercijalnih
uzoraka cokolade (mle¢ne cokolade “Nestle”) pisu Briones i sar. (2006). Sjaj je opticki
fenomen povezan sa izgledom povrsine i predstavlja sposobnost povrsine da reﬂektu)e
direktnu svetlost (ASTM, 7995). Sjaj je vazan parametar kvaliteta cokolada 1 pri
temperiranju i klju¢ni faktor za kontrolu temperiranja (Beckett, 2002). Po navodima Boutin-a
(1997), cokolade koje se izvoze u vlazna podrucja se oblazu jestivim oblogama (premazima)
sa ciljem da im se poveca povrsinski sjaj 1 da se postignu bolja barijerna svojstva. Stabilnost
sjaja jestivih obloga cokoladnih povtsina proucavali su Trezza i Krochta (2000).

Sjajnost povrsine uzoraka (mle¢na cokolada “Nestle”) moze se instrumentalno
odrediti 1 koris¢enjem viseugaonog Micro-Tri sjajomera (Briones 7 sar., 2006).

CIE L'a’b’ sistem je promovisan od strane CIE 1976. godine u cilju uspostavljanja
standardne i priblizno uniformne skale za odredivanje boje koja bi mogla da se koristi u
svim oblastima, i kako bi se na taj nacin omogudilo i olaksalo uporedivanje razlicitih
merenja. CIE L'a’b" se prikazuje u vidu trodimenzionalnog pravougaonog koordinatnog
sistema, u kome razlike izmedu pojedinih prostornih tacaka odgovaraju vizuelnim
razlikama u boji (Lukacs, 1985). Termini za boju se prema Hiinter—u (1978, citat: Popor—Raljic,
1999) dele na subjektivne i objektivne. Subjektivni ili psihosenzorni termini su: svetloca,
ostrina, ton, zasicenost i punoca boje. Objektivni se odnose na stimulans i dele na

psihofizicke i psihometrijske. Kako nas interesuje instrumentalno odredivanje boje,
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opredelicemo se samo na psihometrijske velicine:
—  psihometrijska svetlost (I.")
—  psihometrijski ton ili psihometrijska nijansa (a) i
—  psihometrijska hroma (b").

Vrednost 1. se odnosi na svetloéu, vrednost a’ je povezana sa dominantnom
talasnom duZinom, dok je vrednost b povezana sa pojmom zasienosti boje. U
trodimenzionalnom CIE La’b’ prostoru, vertikalna osa odgovara vrednostima
psihometrijske svetlosti (L)) i kre¢e se u opsegu od 0 (apsolutno crna) do 100 (apsolutno
bela). Ose 2" i b" nemaju neke specifiéne limite, a mogu da obuhvataju i pozitivne i
negativne vrednosti, koje variraju od -120 do +120 (Papadakis i sar., 2000). Pozitivne a’
vrednosti se odnose na udeo crvene, a negativne na udeo zelene boje. Sa druge strane,
pozitivne vrednosti za b" se odnose na udeo Zute, a negativne na udeo plave boje. Sto su
vrednosti a i b~ brojéano veée (u apsolutnom smislu), veéi je i udeo odgovarajué¢ih
primarnih boja u boji merenog objekta (slika 9).

Ukoliko je potrebno utvrditi relativan odnos izmedu uzorka i standarda, odnosno u
kom stepenu se boja uzorka razlikuje od boje standarda, izracunavaju se vrednosti AL, Aa’

i Ab’, odnosno AE" kao pokazatelji ukupne razlike u boji, i to na sledeé¢i nacin (Hiinter

Lab,19960):

+AL" oznacava da je uzorak svetliji od standarda

* * *
AL =L uzorak L standar

-AL" oznacava da je uzorak tamniji od standarda
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bela

+a
crvena

Slika 9. Prikaz boje u prostoru (www.lightemittingdiodes.org)

* v . e
+Aa oznacava da je uzorak crveniji od standarda

* % *
Aa =a uzorak-a standar . .
-Aa’ oznacava da je uzorak zeleniji od standarda

+Ab" oznacava da je uzorak zuci od standarda

Ab® =b*uzorak — b standard
ueora standar -Ab" oznacava da je uzorak plavlji od standarda

pri ¢emu je:

AE =A™ + A" + AL

Svojstvo izgleda i boja crnih ¢okolada u velikoj meri su uslovljeni stepenom
temperiranja ¢okoladne mase, kao i raspodelom cvrstih Cestica. Afoakwa i sar. (2008a)
proucavali su uticaj izostanka, zatim nedovoljnog, optimalnog i prekomernog temperiranja
zajedno sa razlic¢itim velicinama c¢vrstih Cestica, na kristalizaciju kakao-maslaca u crnim
cokoladama sa ciljem uocavanja onih svojstava cokolada na koje se navedene varijacije

najvise odraZavaju. Trend smanjenja svetloée boje L uocen je i kod optimalno i kod
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prekomerno temperiranih cokolada sa porastom velicine cestica, pri ¢emu su previse
temperirani uzorci imali nesto nize vrednosti svetlo¢e od pravilno temperiranih, sto je bilo
praceno 1 gubitkom sjaja. Navedeno sugeriSe da prekomerno temperiranje utice na
smanjenja stepena svetloce, dovode¢i tako do potamnjivanja proizvoda i pogorsanja
njegovog kvaliteta. Nasuprot tome, u nedovoljno temperiranim uzorcima crnih ¢okolada
doslo je do pojave sivljenja, Sto je rezultiralo veéim koeficijentima rasejavanja svetlosti i
povecanjem svetloce, odnosno L' vrednosti. Sivljenje je izazvalo beljenje povriinskih i
unutrasnjih slojeva cokolada, sa krajnjim posledicama ne samo po izgled, ve¢ i po tetksturu
proizvoda. Zbog toga je odrzavanje optimalnih uslova temperiranja od vitalnog znacaja za
dobijanje crnih ¢okolada odgovarajuceg izgleda 1 teksture.

Torbica (2003) navodi uticaj ekvivalenata (EKM) 1 poboljsivaca kakao-maslaca
(PKM) na fizicke osobine smesa sa kakao-maslacem, osobine kristalizacije cokoladne mase,
kao i fizicke osobine i kvalitet cokolade. Kvalitet boje uzoraka ¢okolada pripremljenih u
laboratorijskim uslovima rada, odreden je instrumentalno pomocu fotoelektricnog
tristimulusnog  kolorimetra MOM-color-a 100. Autor zakljucuje da tristimulusna
kolorimetrija u navedenim istrazivanjima daje dragocene podatke pri pracenju promena
svetloce boje na povrsini cokolade, kao i ukupne ili prostorne razlike boja. Rezultati
merenja svetloce boje uzoraka cokolade, nakon izlaganja testu sivljenja 32/20°C, pokazuju
da se svetlo¢a boje povecava u uzajamnoj zavisnosti od koncentracije primenjenog EKM
(Illexao 30-61) i temperature podhladivanja.

Jovanovic i sar., (2000) ispitivali su uticaj primene klasi¢cnog i modifikovanog postupka
pretkristalizacije (odnosno razli¢itih temperatura pothladivanja), kao i dodatka sredstva za
ubrzavanje kristalizacije Dynasan 118 u razlicitih koncentracijama na boju i svetlocu
laboratorijski pripremljenih ¢okolada. Rezultati za karakteristike kvaliteta boje izrazeni u
Hinter-ovom sistemu su pokazali da se pri primeni klasichog postupka kristalizacije,
vrednosti za svetlocu boje krecu u uskom intervalu i zavise, pre svega od temperature
pothladivanja, dok koncentracija Dynasan-a 118 nema veceg uticaja. Obrnuto, kod primene
modifikovanog postupka sa intermedijalnim hladenjem se pokazalo da dodatak sredstva za
ubrzavanje kristalizacije ima veéeg uticaja na svetlou boje povrsine cokolada od

temperature pothladivanja.
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Skladistenje pri razlic¢itim temparaturama i relativnoj vlaznosti vazduha dovodi do
znacajne promene karakteristika kvaliteta boje crnih ¢okolada (I, a’, b™ i W), $to zakljucak
Nightingale-a i sar. (2011). Uzorci skladiSteni na visokim temperaturama sa velikim
fluktuacijama postali su znatno svetliji sa ve¢im udelom Zutih i crvenih tonova.

Medutim, ukoliko se ¢okolade ¢uvaju pod odgovarajuéim uslovima, mogu zadrzati
svoj kvalitet, ukljucujuci i boju, tokom dugog vremena skladistenja, $to su pokazele Pgpor-
Ralji¢ i Lalitié-Petrongjevic (2009) u svom eksperimentu. Naime, one su dijetetske ¢okolade
razli¢itog sastava (crne 1 mlecne) skladistile pod optimalnim uslovima tj. temperaturi od 18-
20°C, a potom u odgovaraju¢im vremenskim periodima tokom 360 dana utvrdivale
eventualne promene senzornih svojstava i boje cokolada. Karakteristike kvaliteta boje bile
su odredene instrumentalno, pomocu tristimulusne kolorimetrije primenom MINOLTA
CR 400 Chroma, a izrazene u CIE i CIE La'b sistemu. Rezultati su pokazali da su
promene boje gornje i donje povrsine cokolada bile neznatne, i gotovo neprimetne
vizuelno. Isto tako, ni kod jednog ispitivanog uzorka cokolada nije doslo do pojave
sivljenja, §to je potvrdeno i na osnovu izracunatog indeksa beline (WT).

Ipak, prilikom dugotrajnog skladistenja dolazi do promene strukture masti, ¢ak i pri
konstantnoj temperaturi usled polimorfnih transformacija koje dovode do promene
kvaliteta proizvoda - starenje proizvoda. Promena sjaja povrsine ¢okolade u toku stajanja je
posledica kristalne transformacije kakao-maslaca iz § (V) u 8 (VI) polimorfni oblik i smatra
se prirodnim fenomenom koji se moze usporiti, ali ne i zaustaviti. Takode je ustanovljeno
da je gubitak sjaja usko vezan za narusavanje strukture povrsine. U trenutku gubljenja sjaja,
povrsina postaje gruba, neravna ispucala (Jovanovic i sar., 2000).

Raspodela c¢vrstih cestica, sadrzaj masti 1 lecitina, kao 1 njihove medusobne
interakcije znacajno su uticali na promenu boje crnih ¢okolada, odredenu kolorimetrijski 1
izrazenu u CIE L'a" b’ sistemu preko L" - svetloée, C-hrome i h-ugla boje. Prema nalazima
Afoakwa i sar., (2008a) sa poveéanjem veli¢ine cCestica od 18 do 50 pm primecéeno je
opadanje svetloée 1. §to je zavisilo i od sadrzaja masti (vrednosti svetloée bile su nize kod
veéih sadrzaja mast)) u crnim ¢okoladama. Sliéno smanjenje ouceno je i kod C" i h
vrednosti sa povecanjem velicine Cestica 1 sadrzaja masti. Prema tome, crne cokolade su

postajale svetlije kako se veli¢ina ¢vrstih éestica smanjivala sa 50 na 18 um. Vrednosti C i
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h znacajno su se smanjivale sa povecanjem veli¢ine cestica, pogotovo pri sadrzaju masti od
25 %. Veci sadrzaj masti uticao je na redukciju hrome i nijanse boje, ali je uticaj bio manje
izrazen pri sadrzaju masti od 25 % nego pri 30 %. Sadrzaj lecitina nije imao primetnih
efekata na karakteristike kvaliteta boje crnih cokolada, koje su dominantno zavisile od
raspodele ¢vrstih Cestica po velicini i sadrzaja masti.

Hutchings (1994) je tvrdio da vrednosti I, C" i h predstavljaju refleksiju svetlosti,
stepen zasicenja 1 nijansu osvetljenja, koje zavise od distribucije Cestica, apsorpcije i
koeficijenta rasejavanja. U gustom medijumu, koeficijent rasejavanja je obrnuto povezan sa
dijametrom cestica. Cokolade sa razli¢itim veli¢inama &estica razlikuju se i u pogledu
strukture, odnosno aranzmana Cestica, $to dalje utice na rasejavanje svetlosti i, prema tome,
na izgled.

Cokolade sa finijim ¢esticama (18-25 wm) ¢&iji su pre¢nici manji imaju veéu
specificnu povrsinu i veci broj meducesti¢nih interakcija zbog cega su gusce, rasipaju vise
svetlosti 1 izgledaju svetlije od onih sa grubljim (35-50 pm) cesticama. To dovodi do vec¢ih
vrednosti koeficijenata rasejavanja svetlosti, §to, dalje vodi ka posvetljavanju — vigim L’
vrednostima. Dakle, povecanje zasiéenosti vodi ka visim C* i h vrednostima unutar
suspenzije. Sa druge strane, kakao-maslac predstavlja kristalnu mrezu koja je nerazdvojivi
deo cokolade, koja rasejava svetlost samnjujuci indekse svetloce 1 zasi¢enosti u proizvodima

sa visim sadrzajem masti (Afoakwa i sar., 2008c).
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2.5. POLIFENOLI KAO BIOAKTIVNE KOMPONENTE COKOLADE

Hromatografska analiza ostataka ekstrakata iz grncarskih posuda 1 pehara
otkrivenih u jednom selu u Hondurasu, pokazuje da su napici od kakaa bili pravljeni u tom
podrucju 1000 godina p.n.e, ¢ime se do sada poznata upotreba kakaa pomera za najmanje
500 godina dalje u proslost (Henderson i sar., 2007).

Upotreba kakaa ili cokolade u medicinske svrhe, bilo kao osnovnog leka ili sredstva
za uzimanje drugih medikamenata, nastala je u Novom Svetu a rasirila se u Evropi
sredinom XVI veka. Ova praksa ustalila se kod Olmeka, Maya 1 Asteka, iz ¢ije etimologije
reci ,kakao* i ,,cokolada® vode poreklo. Dokumenti iz rane kolonijalne ere sadrze i
uputstva za koriS¢enje kakaa u medicinske svrhe. U Badianus-ovom kodeksu iz 1552.
godine notirana je upotreba cveta kakao-stabla za lecenje umora, dok je firencijski kodeks
(1590) nudio recept sastavljen od meSavine kakao-zrna, kukuruza i andeoske glave
(Calliandra annomala) za ublazavanje groznice, zadihanosti i slabosti srca. U rukopisima iz
perioda od XVI do XX veka nastalim u Evropi i Novoj Spaniji otkriveno je preko 100
upotreba kakaa i cokolade u medicinske svrhe, ukljucuju¢i i lecenje neuhranjenosti,
iscrpljenosti, za stimulaciju apati¢nog nervnog sistema, rada bubrega i creva, za poboljsanje
varenja, postizanje dugovecnosti i podizanje libida, protiv anemije, gihta i mentalnog
zamora. Dodatno, ¢okoladna pasta upotrebljavana je kao sredstvo za lakse uzimanje gorkih
lekova. Pored kakao-zrna, preparati od kore kakao-drveta, lis¢a, cvetova i kakao-maslaca,
su se pokazali uspesnim kod tretiranja opekotina, posekotina 1 iritacija koze (Dillinger i sar.,
2000).

Iako dugo nije smatrana delom zdrave ishrane, pre svega zbog svoje visoke
energetske vrednosti, moze se rec¢i da je tokom protekle decenije zapoceta rehabilitacija
cokolade. Mnoge od njenih prednosti, uocene od strane nativnih Amerikanaca, su, zapravo,
potvrdene. Moderna medicina je objasnila mehanizme njthovog delovanja, ¢ime je ¢okolada
povratila status preporucene namirnice za odrzavanje dobrog zdravlja (Lipps, 2010),
zahvaljujudi, pre svega, visokom sadrzaju polifenola, komponenata sa antioksidativnim

svojstvima.
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2.5.1. Sastav polifenolnih komponenata kakaa 1 cokolade

Polifenoli predstavljaju jednu od mnogobrojnijih i siroko prisutnih grupa jedinjenja
u biljnom svetu. Poznato je vise od 8000 fenolnih struktura a jestivi polifenoli predstavljaju
osnovni izvor antioksidanasa za ishranu ljudi (Rusconi i Conti, 2010).

Na osnovu hemijske strukture polifenoli su klasifikovani u najmanje 10 razli¢itih
klasa. Flavonoidi, najvaznija grupa, su podeljeni u 13 klasa, sa vise od 5000 komponenata.
Njithova uobicajena struktura je difenilpropana (C6-C3-C06) i sastoji se od dva aromati¢na
prstena povezana preko tri ugljenika koji obi¢no obrazuju oksidovanu heterociklicnu
formu. Flavonoidi se ponekad pojavljuju u biljkama kao aglikoni, mada se najcesce nalaze u
obliku derivata glukozida. Glikoliza se prvenstveno odvija na poziciji 3, a rede na poziciji 7.
Glukoza je najcesée Secerni ostatak, ali to moze biti 1 galaktoza, ramnoza i ksiloza (Rzce-
Evans i sar., 1996; Wollgast i Anklam, 2000a) koje mogu biti linearno ili racvasto povezane.
Induvidualne razlike izmedu svake grupe flavonoida uslovljene su varijacijama u broju i
razmestaju hidroksilnih grupa, pri ¢emu se najcesce javlja dihidroksilacija na poziciji 3' i 4'
(Rice-Evans i sar., 1996).

Flavonoidi mogu biti podeljeni u vise podklasa, od kojih vazne klase ¢ine flavoni,
flavonoli (ili flavan-3-oli), flavanoni, katehini, antocijanidini i izoflavoni (Ding i sar., 20006).
Flavonoidi, posebno flavan-3-oli, katehin, epikatehin, galokatehin i epigalokatehin, su
monomerni sastojci kondenzovanih tanina, iako se vrlo cesto javljaju i u obliku slobodnih
monomera (Kealey i sar., 2007). Na slici 10 prikazana je osnovna struktura flavonoida

(Wollgast i Anklam, 2000a).

Slika 10. Osnovna struktura i numeracija flavonoida
(Wollgast i Anklam, 2000a; Apak i sar., 2007)
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Antocijanini su najvaznija grupa biljnih pigmenata rastvorljivih u vodi i odgovorni
su za boju cveca 1 voca visih biljaka. Termin “antocijanin” odnosi se na glukozide
antocijanidina (npr. malvidin, cijanidin)(Wollgast i Anklam, 2000a).

Za razliku od biljnih fenola prethodno opisanih, tanini su jedinjenja srednje do
velike molekulske tezine. Tanini su visoko hidroksilovani molekuli i mogu formirati
nerastvorne komplekse sa ugljenim hidratima i proteinima. Navedena funkcija biljnih tanina
je odgovorna za osecaj oporosti koji izaziva hrana bogata taninima, zbog taloZenja proteina
pljuvacke (Baxter i sar., 1997).

Biljni tanini se dele u dve glavne grupe: hidrolizujué¢i i kondenzovani tanini.
Hidrolizujuéi tanini su estri fenolnih kiselina 1 Secera, 1 derivati galne i elagne kiseline.
Kondenzovani tanini ili proantocijanidini su polimeri velike molekulske tezine. Oni se
sastoje od monomernih jedinica flavan-3-ol, kao sto su katehin ili epikatehin, sa molekulom
flavan-3,4-diola  kao prekusorom. Oksidativna kondenzacija se deSava izmedu
heterociklicnog ugljenika C-4 1 ugljenika C-6 i C-8 susednih jedinica. Veéina literature koja
se tice sadrzaja kondenzovanih tanina odnosi se samo na oligomerne proantocijanidine
(dimeri, trimeri, tetrameri) zbog teskoce analiziranja visokopolimerizovanih molekula.
Medutim, proantocijanidini se mogu pojaviti kao polimeri sa stepenom polimerizacije 50 1
vise. Autooksidativna ili enzimatska polimerizacija jedinica flavan-3-ola 1 flavan-3,4-diola
smatra se procesom koji vodi ka formiranju kondenzovanih tanina (Kealey i sar., 2001;
Wollgast i Anklam, 2000a).

Oligomerni proantocijanidini su rastvorljivi u vodi i organskim rastvaracima, kao
$to su aceton i metanol. Medutim, kondenzovani tanini velike molekulske tezine su
nerastvorni, kao i njihovi kompleksi sa proteinima i1 polisaharidima (Wollgast i Anklam,
2000a). Kakao-zrno predstavlja bogat izvor polifenola, a navodi se da njihov sadrzaj moze
iznositi oko 10 % suve materije zrna (Rusconi i Contz, 2010), preko 12-18 % (Richelle i sar.,
1999), odnosno 15-20 % osusenog i obezmaséenog zrna (Wollgast i Anklam, 2000a).

Polifenoli kakao-zrna skladisteni su u pigmentnim ¢elijama kotiledona. U zavisnosti
od koli¢ine antocijanina ove pigmentne celije, koje se takode zovu 1 skladisnim celijama
polifenola, mogu biti bele do tamno purpurne boje. Razlikuju se tri grupe polifenola:

katehini ili flavan-3-oli (37 %), antocijanini (4 %) i proantocijanidini (58 %).
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Osnovni katehin je (-)-epikatehin koji ¢ini i do 35 % polifenolnog sadrzaja. U jednoj
studiji sadrzaj (-)-epikatehin bio je u intervalu od 34.65 do 43.27 mg/g obezmaséenog
uzorka kakao-zrna (Forastero 1 Catongo). U manjem iznosu naden je i (+)-katehin, kao 1
tragovi (+)-galokatehina 1 (-)-epigalokatehina. Antocijaninska frakcija sastojala se uglavnom
od cijanidin-3-a-L-arabinozida 1 cijanidin-3-3-D-galaktozida. Procijanidini su vecinom
flavan-3,4-dioli koji su na pozicijama 4—8 ili 4—6 vezani sa kondenzovanim dimerima,
trimerima ili oligomerima, sa epikatehinom kao glavnom podjedinicom u nastavku (Wo/jgast
i Anklam, 2000a).

U kakao-proizvodima takode su pronadene i male koli¢ine kvercetina, kvercentin
glukozida, naringenina, luteolina, apigenina, klovamida i fenolnih kiselina, kao $to su kafena
kiselina, feruli¢na kiselina, galna i p-kumarna kiselina (Borchers i sar., 2004).

Ukratko, razliciti polifenoli koji su identifikovani u kakao-zrnu ili kakao-
proizvodima su sledeci (Wollgast i Anklam, 2000a):

¢ Katehini: (-)-epikatehin, (+)-katehin, (+)-galokatehin, (-)-epigalokatehin.

¢  Procijanidini:  procijanidin =~ Bl=epikatehin-(4f—8)-katehin,  procijanidin
B2=epikatehin-(43—8)-epikatehin, procijanidin B3=katehin-(43—8)-katehin, procijanidin
B4=katehin-(43—8)-epikatehin, procijanidin B5=epikatehin-(48—0)-epikatehin,
procijanidin Cl=epikatehin-(43—8)-epikatehin-(4g—8)-epikatehin, procijanidin
D=epikatehin-(4g—8)- epikatehin-(48—8)-epikatehin-(43—8)-epikatehin, kao i visi oligo- i

polimeri, uglavnom homolozi epikatehina sa od 2 do 18 monomernih jedinica.
¢ Antocijanini: cijanidin-3-a-L-arabinozid, cijanidin-3-3-D-galaktozid.

¢ Flavonol  glikozidi:  kvercetin-3-O-a-D-arabinozid,  kvercetin-3-O-3-D-

glukopuranozid.
¢ Ostali: klovamid, dideoksiklovamid.

Hemijska struktura polifenola kakaa prikazana je na slici 11.

Prema navodima Manach-a i sar. (2005) biodostupnost polifenola je vrlo razlicita i za
pojedina jedinjenja zavisi od formi koje sadrze. U organizmu coveka najbolje se absorbuju
izoflavoni i galna kiselina, potom katehini, flavanoni i kvercetin glikozidi.

Sadrzaj 1 profil polifenola u hrani, generalno, moze biti uslovljen uticajem nekoliko
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¢inilaca, ukljucujudi i faktore okoline (poreklo sirovine, varijetet, stepen ostecenja, klima
itd.), proizvodne procese (zagrevanje, alkalizacija) i skladistenje (Prior i Gu, 2005).

Kakao-zrna koja se koriste u konditorskoj industriji poticu iz razlicitth geografskih
podrudja, 1 mogu imati razlicit sastav i hemijska svojstva, pa tako variranja postoje i u
sadrzaju polifenolnih jedinjenja. Rusconi i Conti (2010), navode da razlike mogu biti znatne,
npr. sadrzaj epikatehina u obezmaséenim uzorcima kakao-zrna razlicitog porekla krece se
od 2.66 mg/g, utvrdenog kod zrna sa Jamajke, do 16.52 mg/g, nadenog kod zrna poreklom
sa Kostarike.

Tokom fermentacije kakao-zrna, polifenoli difunduju sa Celijskim sokovima iz Celija
u kojima su bili skladisteni 1 podlezu oksidaciji u kondezovane, uglavnhom nerastvorne
tanine velike molekulske tezine. Ove reakcije su ili neenzimskeili ih kataliziju enzimi
polifenoloksidaze, iako su ovi enzimi gotovo inaktivisani tokom prvih dana fermentacije.
Odvijanje reakcija kondenzacije potvrdeno je ostrim padom sadrzaja epikatehina izmedu
drugog i treeg dana fermentacije. Sadrzaj epikatehina i rastvorljivih polifenola se smanjuje
na priblizno 10 do 20 % tokom fermentacije. Navedeno se ne desava samo zbog oksidacije,
vec 1 zbog difuzije polifenola u tecnosti nastaloj tokom fermentacije (sweatings)(Wollgast i
Anklam, 2000a; Camn i sar, 2008). Medutim, ne zna se pouzdano da li je gubitak
epikatehina definitivan. Naime, posto ucestvuje u gradenju tanina, moze se govoriti o
izmeni profila pre nego o smanjenju sadrzaja polifenola tokom fermentacije (Cogper i sar.,
20080b).

Tokom procesa fermentacije antocijanini se hidrolozuju do antocijanidina, a ovi
polimerizuju zajedno sa prostim katehinima stvaraju¢i kompleksne tanine. Sadrzaj
antocijanina se obi¢no brzo smanjuje tokom fermentacije, te se smatra dobrim
pokazateljem za utvrdivanje stepena fermentacije kakao-zrna.

Veéina kakao-zrna namenjenih proizvodnji ¢okolade podleze fermentaciji,
medutim, ona se niposto ne moze smatrati standardizovanim procesom §irom sveta, ¢ak ni
u okviru odredenog regiona. Tome u prilog idu i nalazi pojedinih autora u kojima su se
koncentracije epikatehina u 10 uzoraka fermentisanih kakao-zrna razlikovale i do 6 puta

(Wollgast i Anklam, 2000a).
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Promene u sadrzaju i sastavu polifenolnih jedinjena tokom procesa proizvodnje
cokolade, posebno tokom pecenja i mlevenja kakao-zrna, kao i rafinacije (finog mlevenja) 1
konciranja, gde se dostizu prilicno visoke temperature uz prisustvo vazduha (kiseonika),
moraju se ocekivati zbog visoke redukcione aktivnosti polifenola. Prilikom proucavanja
uticaja nekih od faza proizvodnje na sadrzaj polifenola u kakao-zrnima razlic¢itog porekla
Arlorio i sar., (2008) su oznacili pecenje kao postupak tokom koga se desava najdrasti¢niji
pad u sadrzaju polifenola i to u intervalu od 32.63-54.74 %. Istrazivanje Cervellati-a i sar.,
(2008) pokazalo je da se sve bioaktivne komponente prisutne u kakao-zrnu daleko bolje
ocuvaju tokom zanatske proizvodnje ¢okolada u odnosu na industrijsku, uglavnom usled
primene direktnog postupka prerade, ¢ime se dobija kvalitetniji proizvod. Medutim,
generalno, saznanja vezana za promene polifenolnih jedinjenja tokom proizvodnje
cokolada su jos uvek ogranicena (Adamson i sar., 1999; Wollgast i Anklam, 2000a; Belstak-
Cvitanovié i sar., 2009a).

Mnoga istrazivanja pokazuju da se sadrzaj polifenola razlikuje i kod finalnih
proizvoda - ¢okolada u zavisnosti od vrste, odnosno sadrzaja nemasnih kakao-delova koji
su i nosioci navedenih bioaktivnih komponenata, uz konstataciju da su crne cokolade
bogatije polifenolima od mlecnih, kao i da sa porastom sadrzaja kakao-delova raste i
koli¢ina polifenola (Vinson i sar., 1999; Cooper i sar., 2008b; Belstak-Cyitanovic i sar., 2009b).
Tako, npr. Pimentel i sar. (2010) saopStavaju da je kod mlecne ¢okolade (sa 34 % kakao-
delova) sadrzaj polifenola izrazenih u pmol ekvivalenata katehina po gramu, iznosio 39.2,
kod crne cokolade sa 40 % kakao-delova — 49.9, dok je kod crne ¢okolade sa 71 % kakao-
delova sadrzaj polifenola bio ¢ak 62.9. Nadalje, crna cokolada sarzi znatno vise ukupnih
fenola od mle¢ne po porciji (126£7.4 pmol/g, naspram 52.2+20.2 pmol/g) (Vinson i sar.,
1999), a dodatna prednost crne ¢okolade se sastoji u tome $to bi bioloski uéinci u njoj
prisutnih flavonoida mogli biti veéi od onih u mlecnoj ¢okoladi, zbog toga sto mleko moze

inhibirati intestinalnu adsorpciju flavonoida (Serafini i sar., 2003).
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I pored prisutne raznolikosti u pogledu sadrzaja polifenolnih jedinjenja u ¢okoladi u
zavisnosti od porekla kakao-zrna, postupka proizvodnje 1 samog sastava cokolade,
nesporno je da ona predstavlja veoma vazan izvor polifenola, kako zbog superiornijeg
sadrzaja navedenih komponenata u odnosu na neke druge namirnice, tako i zbog njene
siroke potrosnje.

U cilju postizanja ujednacenijeg sadrzaja polifenola u konvencionalnim ¢okoladama
prisutnim na trzistu, a u svetlu prethodnih saznanja, pojedini istrazivaci sugerisu utvrdivanje
tzv. “standarda identiteta” za mlecnu i crnu cokoladu, isticudi pri tome da mle¢na ¢okolada
treba da sadrzi najmanje 1000 pg polifenola po g ¢okolade (pa sve do vise od 5000 pg/g),
dok bi crna cokolada trebalo da sadrzi najmanje 3600 pg/g (pa sve do vise od 8000
wg/g) (Kealey i sar., 2001).

U mnogim studijama je poreden sadrzaj polifenola, flavonoida ili antioksidativhog
kapaciteta ¢okolade sa ostalim namirnicama.

Pri analizi 4 vrste ¢okolade sa 4 vrste vina Pimentel i sar. (2010) ustanovili su da 49 g
crne cokolade sadrzi istu koli¢inu flavonoida kao 1 196 ml Tannat vina.

Grupa istrazivaca predvodena Vinson-om (Vinson i sar, 1998; Vinson i sar., 1999;
Vinson i sar., 2007) dosla je do interesantnih poredenja. U njihovim studijama utvrdeno je
da je prosecan sadrzaj ukupnih fenola obezmaséene cokolade iznosio 133.9 umol/g
ra¢unato na suvu materiju. Cokolada je imala vi§i sadrZaj polifenola nego 23 analizirane
vrste povréa, nekoliko vrsta voca 1 napitaka koji su ispitivani.

Na slici 12 prikazan je uporedni sadrzaj flavonoida u mle¢noj i crnoj cokoladi
nasuprot druge hrane bogate flavonoidima.

Kao sto se moze videti, crna cokolada sadrzi znacajno vise flavonoida od jabuka,
soka od brusnice, crvenog vina 1 crnog ¢aja. Dodatno, cokolada sadrzi sve flavonoide caja,
ima 4 puta vise katehina od ¢aja (Kelishadi, 2005) 1 ima mnoge flavonoide koji nisu nadeni u
caju (Lazarus i sar., 1999) te bitno doprinosi unosu ukupnih fenola u ishrani u mnogim zemljama.

Procenjuje se da je cokolada vodedi izvor unosa procijanidina u zapadnom svetu
(18-20 %) (Steinberg i sar., 2003) 1 treéi najvisi dnevni izvor antioksidanasa po glavi

stanovnika godisnje (17nson i sar., 2006).
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Iako se koristi vise kao desert ili snek hrana, utvrdeno je da u SAD-u ¢okolada obezbeduje

100-107 mg antioksidanasa dnevno. Ukoliko se ima u vidu da se drugim namirnicama, kao

$to su voce i povrée, unosi u proseku po 255 mg, odnosno, 233 mg antioksidanasa, lako se

moze izracunati da cokolada doprinosi sa oko 20 % antioksidanasa unetih voéem i

povréem (ukupno 588 mg), ali sigurno da nije zamena za ovu grupu proizvoda.

Crni Caj* [
Crveno vino
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Jabuke

Mleéna éokolada%—|—|
Bina ot 4* :

L I
i T
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Slika 12. Sadrzaj flavonoida 1 antioksidativni kapacitet (ORAC) mle¢ne i crne

cokolade nasuprot ostalih namirnica bogatih flavonoidima

"Kuvan, 2 kesice na 200ml vode

Antioksidativna aktivnost izrazena je kao kapacitet apsorbovanja

radikala kiseonika (oxygen radical absorbance capacity — ORAC)

Adaptirano iz: Steinberg i sar. (2003).

Cokolada obezbeduje jo§ vise antioksidanasa za stanovnike Evropske Unije zbog

toga Sto oni konzumiraju vise kilograma cokolade po glavi stanovnika godisnje u odnosu na
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zitelje SAD-a (Vinson i sar., 2006). Na primer, u Holandiji konzumiranjem cokolade postize
se do 20% od ukupnog unosa flavonoida kod odraslih ljudi, a kod dece je taj procenat i visi
(Lammnela-Raventos i sar., 2005; Rusconi i Conti, 2010).

Osim toga, veliki procenat populacije u zapadnim i razvijenim zemljama, i nesto
manji, ali rastuci deo stanovniStva u zemljama u razvoju, ¢ak 1 u Kini i Indiji, ima averziju
prema vocu i povréu, bilo zbog brzog stila Zivota, bilo zbog lose ponude i pripreme ovih
namirnica u restoranima brze hrane. Kao posledica toga ne unose dovoljno polifenola
svojom ishranom. Mnogi od njih se nadaju da ¢e jednoga dana biti u prilici da uzmu pilule
kojima bi obezbedili dovoljno polifenola svome organizmu, a da pri tome ne unose, ili
unose samo minimalne kolicine voca i povréa (Hzu, 2007). lako je konzumiranje voca i
povréa od vece vaznosti, u ovom kontekstu, nekoliko kockica crne cokolade, sa
standardizovanim sadrzajem polifenola, moze biti od veceg znacaja kao dodatak ishrani

nego uzimanje pilula sa flavonoidima (Rusconi i Contz, 2010).
2.5.2. Uticaj polifenolnih komponenata ¢okolada na zdravlje

Dobrobiti po zdravlje koje ispoljava cokolada poticu od polifenolnih jedinjenja i
njthovog antioksidativhog kapaciteta, opravdavajuci povecan interes naucnika Sirom sveta
za ovu temu. Zbog toga oni predstavljaju vazne nutritivhe komponente $to je i dokazano
njithovim uticajem na brojne biohemijske 1 fizioloske funkcije covekovog organizma
(Middleton i sar., 2000; Engler i Engler, 2004, Abbe Maleyki i Amin, 2008).

Polifenoli ispoljavaju antioksidativna svojstva putem ,,hvatanja“ slobodnih radikala i
stvaranja helatnih kompleksa sa metalima (Cu, Fe), smanjuju formiranje slobodnih radikala,
zbog cega se smatra da imaju korisne implikacije po zdravlje (Wollgast i Anklam, 2000a;
Afoakwa, 2008). Metabolicke i epidemioloske studije ukazuju da redovno konzumiranje
proizvoda bogatih polifenolima poveéava nivo antioksidanasa u krvnoj plazmi, $to je
pozeljan faktor u odbrani protiv reaktivnih oblika kiseonika i razli¢itih disfunkcija i bolesti
koje oni mogu izazvati (Afoakwa, 2008).

Nagomilani dokazi u proteklih 10 godina pokazuju da umereno konzumiranje
cokolade, posebno crne, moze imati pozitivhe uticaje na sprecavanje razvoja

kardiovaskularnih bolesti (Lipp: 7 sar., 2009).
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Kardiovaskularne bolesti su dominantne hroni¢ne bolesti u industrijski razvijenim
zemljama 1 na prvom su mestu uzrocnika smrtnosti u ovim populacijama. U poslednje
vreme pojavilo se nekoliko istrazivanja o vezi ¢okolade 1 kardiovaskularnih bolesti (177nson i
sar., 2006, Fernandez-Murga i sar., 2011, Buijsse i sar., 2010).

Flavonoidi iz ¢okolade uticu na snizenje krvnog pritiska jer povecaju lokalno
stvaranje azot-monoksida (NO), $to vodi boljoj prohodnosti krvnih sudova, a time
uzrokuje snizenje krvnog pritiska (Lippi i sar, 2009). Pored toga, inhibira se agregacija
trombocita i trenje monocita, $to su sve faktori povezani sa napredovanjem arteroskleroze,
pa se moze reci da produkcija NO ima multidimenzionalan uticaj na organizam (Wollgast i
Anklan, 20000).

Kljucni mehanizam kod nastanka arteroskleroze je oksidacije LDL (lipoproteini
niske gustine) holesterola. Istrazivanja pokazuju da je epikatehin, osnovni polifenol
cokolade, snazan inhibitor oksidacije lipida u plazmi ex vivo, zbog sposobnosti polifenola da
vezu lipoproteine nize gustine (Kelishadi, 2005). Oksidovani LDL uzrokuje ostecenja zidova
krvnih sudova, $to na kraju moze izazvati stvaranje plaka i nastanak arteroskleroze. Tokede i
sar. (2071) dali su pregled rezultata dobijenih tokom 10 klinickih ispitivanja sa zajednickim
zakljuckom da konzumiranje crne cokolade znacajno smanjuje nivo LDL i ukupnog
holesterola u serumu. Osim toga, pokazalo se da polifenoli iz ¢okolade dovode do
povecanja nivoa HDL (lipoproteini visoke gustine) holesterola, tzv. “dobrog holesterola”
(Mellor i sar., 20710). Od znacaja je i ¢injenica, potkrepljena dokazima, da stearinska kiselina
iz kakao-maslaca, za razliku od drugih zasicenih kiselina, ima neutralan uticaj na nivo
holesterola, kao i da moze dovesti do smanjenja aktivnosti trombocita (Bruinsma i Taren,
2003).

U zanimljivom ispitivanju u kojem je ucestvovalo 49 odraslih osoba sa povisenim
nivoom holesterola, .A/en 7 sar., (2008) su ustanovili da je primena crnih ¢okolada bogatih
flavanolima uz dodatak biljnih sterola u obliku estara, doprinela snizavanju nivoa
holesterola i poboljsanju krvnog pritiska kod svih ispitanika.

Flavonoidi iz ¢okolade su se pokazali kao dobri antiinflamatorni agensi koijt
smanjuju zapaljenja preko nekoliko mehanizama. Hronic¢ne upale smatraju se jos jednim od
bitnih mehanizama koji dovodi do stavranja tromba 1 arteroskleroze (Lippi 7 sar., 2009).

Najoucljiviji efekat flavonoida kakaa jeste njihova antiagregaciona aktivnost,

odnosno sprecavanje sakupljanja krvnih plocica. Reaktivnost i sakupljanje trombocita
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poveéava zgruSavanje krvi i moze dovesti do tromboze. U vise ispitivanja pokazalo se da
flavonoidi dovode do promena u aktivaciji, ulozi i agregaciji trombocita, ispoljavajuéi efekat
slican aspirinu (Afoakwa, 2008, Lippi i sar., 2009).

Modulacija imune funkcije 1 upalnih procesa se takode pojavljuju kao potencijalni
protektivni uticaji flavonoida iz cokolade (Engler i Engler, 2004). Disbalans imunog sistema
vodi ka povecanoj produkciji radikala kiseonika i peroksida, sto moze dovesti do stvaranja
akutnih upalnih procesa i autoimunih bolesti. Pokazano je da antioksidansi kakaa i cokolade
mogu igrati vaznu ulogu u regulisanju funkcionisanja imunog sistema i spreciti pojavu
infekcija 1 autoimunih bolesti (Kelishadi, 2005; Sanbongi i sar., 1997).

Vecina istrazivanja o blagodetima polifenola iz cokolade fokusirana je na
kardiovaskularna oboljenja, ali postoje 1 istrazivanja na ljudima 7z vivo koja su povezana sa
pojavom kancera i dijabetesa (Cogper i sar., 2008a).

Nedavni dokazi pokazuju da dugoro¢no konzumiranje ¢okolade bogate flavanolima
poboljsava insulinsku osetljivost kod osoba sa smanjenom tolerancijom na glukozu (Grassi i
sar., 2008; Lippi i sar., 2009).

Nekoliko studija je ukazalo da je dejstvo reaktivnih oblika kiseonika koje je
povezano sa kancerogenim procesima takode inhibirano povecanim unosom polifenola
(Middleton i sar., 2000; Ren i sar., 2003; D' Archivio i sar., 2008; Afoakwa, 2008).

Pored svega navedenog, u literaturi je prijavljeno da polifenoli ispoljavaju i
antialergijsko, antimikrobno, analgeticko (Wollgast i Ankiam, 2000b) 1 kariostatsko dejstvo
(Ferrazzano i sar., 2009), te da usporavaju procese starenja Celija (Kelishadz, 2005).

Jasno je da flavonoidi iz kakaa i ¢okolade predstavljaju uzbudljivo novo podrucje
nutritivnih istrazivanja sa znacajnim uticajem na zastitu kardiovaskularnog sistema. Dalje
studije sa flavonoidima cokolade su potrebne radi definisanja specifiécnih mehanizama
njihovog delovanja. Dugoro¢na istrazivanja na velikim uzorcima su takode opravdana kako
bi se utvrdile optimalne doze i dalekosezni efekti namirnica bogatih flavonoidima,
ukljucujuéi kakao 1 cokoladu (Engler i Engler, 2004). Isto tako, potrebno je podstaci
proizvodace  prehrambenih  proizvoda da na  ambalazi  deklarisu  sadrzaj
polifenola/flavonoida u ¢okoladama i drugim kakao-proizvodima (Rimbach i sar., 2009) radi

$to bolje informisanosti potrosaca.
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2.6. REOLOSKA SVOJSTVA COKOLADNE MASE

Reologija je nauka o deformacijama 1 proticaju materijala pod dejstvom sile, a
reoloska svojstva se smatraju kljucnim parametrima za odredivanje kvaliteta ¢okolade.

Reoloska merenja ¢esto daju informacije na osnovu kojih se moze odrediti senzorni
karakter ¢okolade, bududi da uticu na dobijanja finalnog proizvoda visokog kvaliteta sa
dobro definisanom teksturom, kao i na intenzitet arome tokom konzumiranja (Afoakwa i
sar., 2007).

Oformljivanje reoloskih svojstava cokoladne mase vezano je uglavnom za
tehnoloski postupak konciranja. Jedan od zadataka ove faze predstavlja i oblaganje
slobodnih povrsina ¢vrstih Cestica mastima, tako da one mogu da klize jedne preko drugih.
Primenom dugotrajnog, intenzivnog mesanja uz zagrevanje, pod dejstvom sila smicanja
dolazi do smanjenja viskoziteta cokoladne mase. Usled toga desava se transformacija iz
guste paste u oblik konzistentne mase od koje je moguce napraviti finalni proizvod (Beckett,

2002; Gavrilovié, 2003).
2.6.1.  Opste teorijske postavke

Ukoliko je neki sistem podvrgnut dejstvu  spoljasnjih  sila, prisutna
medumolekularna privlacenja pruzace izvestan otpor nametnutom dejstvu (Dakovié, 1985).

Viskozitet je mera unutrasnjeg trenja ¢okolade. Ovo trenje dolazi do izrazaja kada
se jedan sloj cokolade krece razlicitom brzinom u odnosu na drugi sloj. Kada je trenje vece,
potrebna je veca kolicina sile koja dovodi do kretanja, $to se naziva smicanje. Do smicanja
dolazi kada se ¢okolada fizicki pomera ili na bilo koji nacin poremecuje, kao pri mesanju,
pumpanju, skladistenju i sl. Zbog toga je za pomerenja ¢okolade velikog viskoziteta potreba
veca sila nego za manje viskoznu ¢okoladu.

Newton je definisao viskozitet posmatraju¢i model od dva paralelna sloja te¢nosti
jednakih povrsina, koje se nalaze na medusobnom rastojanju dx, i koja se krecu u istom
smeru razli¢itim brzinama. Pretpostavio je da je sila, koja je potrebna za odrzavanje razlike

u brzini kretanja slojeva, proporcionalna razlici u brzini kroz tec¢nost ili gradijentu brzine u
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Newton-ov zakon viskoznosti vazi samo za laminarno strujanje tec¢nosti (za Ciste

tecnosti 1 prave rastvore) i glasi:

n=F/Adx/dv t. F=nAd/dx (1)
gde je:
F - sila unutrasnjeg trenja (N);
A — povrsina dva susedna sloja te¢nosti u pokretu izmedu kojih deluje sila trenja F (m?) na
rastojanju dx koja se krecu razlic¢itim brzinama (razlika brzina d);
dv/dx - gradijent brzine u te¢nosti koja protice (s);
7 — koeficijent viskoziteta — viskozitet (Pas)

U slucaju da je A=11dp/dx =1, sledi da je :

n=F )

iz cega proizilazi da je koeficijent viskoziteta (viskozitet 1) sila unutrasnjeg otpora
proticanju, koju pruza sloj te¢nosti na jedinicu povrsine kada je gradijent proticanja jednak
jedinici.

Kod razmatranja viskoznih osobina, za gradijent brzine dv/dx umesto brzine
strujanja ili brzine proticanja, koristi se iztaz brzina smicanja (D). Koli¢nik F/A obelezava
se sa T 1 naziva napon smicanja ili smicajno naprezanje. Zamenom u izraz Newton-ovog

zakona viskoziteta dobija se:
t=n-D 3)
gde je D - brzina smicanja us ', a t - napon smicanja u Pa (1Pa = 1 N/m?).

1 je, dakle, koeficijent proporcionalnosti izmedu napona smicanja i brzine

smicanja. Naravno, to nije uvek slucaj. Najcesce je ipak:

n=/D) Q)
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Pojednostavljeno, viskozitet se matematic¢ki moze definisati pomocu izraza:

n=t/D (5)

odnosno kolicnikom napona i brzine smicanja (Beckett, 2009).
Sistemi za koje u podrucju laminarnog kretanja vazi Njutnov zakon nazivaju se
njutnovski, a oni za koje ovaj zakon ne vazi nenjutnovski (kao sto su koloidni rastvori,

suspenzije).

2.6.2. Specifi¢nosti proticanja cokoladne mase

Svojstva proticanja cokoladne mase su vazna kako za potrosace, tako i za
proizvodace ¢okolade.

Tako postoje mnogi sofisticirani uredaju za merenje viskoziteta i teksture, usna
duplja ¢oveka je znatno osetljivija od vecine njih. Pri konzumiranju, prvo se desava zagrizaj
kroz ¢vrsto parce cokolade zbog cega je njena tvrdoca vrlo bitna. Bududi da je temperatura
u usnoj duplji iznad tacke topljenja kakao-masti, cokolada se brzo otapa, pogotovo ukoliko
je podvrgnuta intenzivnom mesanju i trenju uz pomoc zuba 1 jezika. Kada cokolada pocne
da se topi, dva vazna cinioca dolaze do izrazaja.

Prvi od njih je maksimalna velic¢ina Cestica prisutna u ¢okoladi. Ukoliko je prisutna
znacajna koli¢ina ¢estica ve¢ih od 30 pm javice se osecaj peskovitosti/zrnavosti na jeziku,
dok se smanjenje velicine Cestica za 2 — 3 pm pri velicinama ispod 30 pm, moze detektovati
kao razli¢it nivo glatkoce. Velic¢ina cestica utice na viskoitet, kao i na teksturu, tako da e,
recimo, mlec¢na ¢okolada sa maksimalnom velicinom cestica od 20 um imati vise kremast
ukus i teksturu od one sa maksimalnom veli¢inom cestica od 30 pm. Drugi cinilac pri
topljenju cokolade je viskozitet. On ne samo §$to uti¢e na kretanje ¢okolade u ustima, tj. na
teksturu, vec¢ se pod njegovim uticajem menja i ukus ¢okolade. Ovo se desava zbog toga,
§to su receptori senzornih karakteristika smesteni na razli¢itim mestima u usnoj duplji.
Kako se ¢okolada otapa, postepeno dolazi u kontakt sa ovim receptorima. Vreme za koje
¢vrste Cestice cokolade dospevaju do receptora zavisi upravo od njenog viskoziteta. Ovo
znaci da ¢e dve cokolade, napravljene od identi¢nih sirovina, ali obradene tako da poseduju

razlicite viskozitete, imati veoma razlicite ukuse (Beckett, 2002).
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Za proizvodace, svojstva proticanja i viskozotet cokoladne mase vazni su, pre
svega, zbog kontrole teZine proizvoda. Cokolada je relativno skupa namirnica, kako zbog
sirovina, tako iz zbog postupka proizvodnje. Zato je, sa ekonomskog aspekta, znacajno da
se ne stavlja suvise cokolade u kalupe, ili na proizvode koji se njome prelivaju ili oblazu.
Ukoliko je viskozitet ¢okolade neodgovarajuci, dobice se proizvod loseg kvaliteta. Tako,
cokoladnom masom niskog viskoziteta ne obavlja se pravilno cokoladiranje razlicitih
punjenja ili korpusa, koji ostaju neoblozeni, ¢ime se smanjuje odrzivost gotovih proizvoda.
Ukoliko je, pak, viskozitet previsok, nastaju deformacije oblika kod obloZenih proizvoda ili
ne dolazi do istiskivanja mehuri¢a vazduha iz ¢okolade u kalupima, a takva ¢okolada izaziva
pastozan osecaj pri komzumiranju koji se dugo zadrzava (Beckett, 2002, Beckett, 2009). Osim
toga, svojstva proticanja cokoladne mase, odnosno njen viskozitet, odreduju vrstu, dizajn i
karakteristike uredaja za transport, cevovoda, pumpi i osetljivih aparata kao sto su
temperirke, a poznato je da je odgovaraju¢a oprema sustinski preduslov optimalne
proizvodnje (Goncalves i Lannes, 2010).

Otopljena cokolada je komleksan reoloski sistem u kom su cvrste Cestice
dispergovane u masnoj fazi. Masnu fazu najcesée ¢ini kakao-maslac koji spada u njutnovske
fluide sa konstantnim viskozitetom koji ne zavisi od brzine smicanja (Beckett, 2009,
Windhab, 2006).

Cokolada, medutim, sadri izmedu 60 i 70 % ¢&vrstih éestica (Afoakwa, 2010) zbog
¢ega je kod nje situacija kompleksnija. Ove Cestice, sastavljene od Secera, nemasnih kakao-
Cestice i/ili ¢vrstih Cestica mleka, imaju razli¢it oblik, raspodelu po veli¢ini i svojstva
povirsine, zbog cega se disperzna faza koju one cine u cokoladi ne moze smatrati
uniformnom (Pajin, 2004). S toga se cokoladna masa ubraja u nenjutnovske fluide ¢iji
viskozitet zavisi od vremena dejstva spoljasnje sile. Takode ispoljava neidealno plasticno
proticanje, $to znac¢i da je potrebna izvesna minimalna vrednost napona tj. smicajnog
naprezanja, da bi uopste doslo do njenog proticanja, a ta vrednost se naziva prinosni napon
(prinosna vrednost) (Dakovié, 1985). Ispod ove kriticne vrednosti sistem ne protice, vec trpi
samo elasticne deformacije, a nakon postizanja prinosnog napona sistem popusta i ponasa
se kao tecnost. Navedeno je prouzrokovano rusenjem trodimenzionalne reSetke i

asimetricnim cesticama koje se uskladuju sa strujnicama kako se brzina smicanja povecava,

Pregled literature 79 : }




Doktorska disertacija Mr Jovanka G. Lalicié-Petronijevié¢

uzrokujuéi smanjenje viskoziteta, sve dok on ne postane nezavistan od brzine smicanja pri
velikim brzinama smicanja (Afoakwa, 2070). Reoloske karakteristike cokoladne mase
kvantifikuju se pomocu jos jednog parametra, koji se naziva plasti¢ni viskozitet, a oznacava
koli¢inu energije neophodnu za nastavak proticanja kada je ono ve¢ otpocelo (Afoakwa i
sar., 2007; Afoakwa, 2010).

Nadalje, ¢okoladna masa se svrstava u pseudoplasticna tela 1 pokazuje svojstva
tiksotropije 1 reopeksije (Gavrilovié, 2003). Pseudoplasticnim sistemima nazivaju se oni kod
kojith se ne dobija pravolinijska zavisnost napona smicanja u Sirem podrucju brzina
smicanja. Pod tiksotropijom se podrazumeva pojava da neki sistemi prelaze u ¢vrsto stanje,
dok pri mehanickom dejstvu ponovo postaju tec¢ni. Opadanje viskoziteta, odnosno napona
smicanja je posledica primene spoljne sile, pri ¢emu dolazi do razrusavanja unutrasnje
strukture. Kada dejstvo spoljne sile prestane ili se njen intenzitet smanji, dolazi do
ponovnog uspostavljanja razrusenih veza i sistem se ,,oporavlja“ (Dakovi, 1985). Reoloske
osobine pseudoplasticnih tela se definiSu merenjem napona smicanja pri postepenom
povecanju brzine smicanja do maksimalno postignute vrednosti, a zatim pri postepenom
smanjenju brzine smicanja. Ulazna i povratna kriva proticanja se za cokoladnu masu ne
poklapaju 1 naponi smicanja imaju vece vrednosti pri ulaznom merenju. U uslovima
povecane brzine smicanja, pri ulaznom merenju, postepeno se narusava strukturiranost
suspenzije cokoladne mase i zbog orijentacije ¢vrstih cestica dolazi do smanjenja napona
smicanja. Pri silaznom merenju, kada se brzina smicanja postepeno smanjuje, jacaju
medumolekulske sile i orijentisane ¢vrste Cestice se medusobno priblizavaju. Medutim, broj
ponovo uspostavljenih veza manji je od broja razrusenih veza pri ulaznom smicanju, s$to
rezultira manjim otporom i manjim vrednostima napona smicanja. Usled sporog oporavljanja
strukture viskozitet tiksotropnog tela je smanjen, pa ulazna i povratna kriva zatvaraju
izvesnu povrsinu koja se naziva tiksotropna petlja. Veli¢ina povrsine tiksotropne petlje zavisi od
sirovinskog sastava cokoladne mase, velicine dejstva sile 1 vremena mesanja (Gavrilovic, 2003).
Povrsina petlje predstavlja merilo gubitka energije veza koje su razrusene tokom smicanja, a
takode je 1 merilo tiksotropnih promena unutar sistema. Ako se eksperimentalne krive
dobijene pri uzlaznom i povratnom smicanju poklapaju jedna s drugom, onda sistem ne

pokazuje tiksotropne osobine ve¢ je pseudoplastican (Zaric i sar., 2011).
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Sistemi ¢ije reoloske karakteristike zavise od vremena mogu da ispolajvaju i druge
pojave. Tako pri laganom mesanju ¢okoladne mase moze doci do brzeg oc¢vrscavanja, odnosno
do porasta napona smicanja pri ulaznom merenju u podrucju malih brzina smicanja.
Posledi¢no, dolazi do porasta viskoziteta, $to se naziva reopeksija (Hadnadev, 2012).

Koeficijent viskoznosti pseudoplasticnih sistema se odreduje za svaku datu
vrednost napona i brzine smicanja, tako da se za svaki par tacaka dobija druga vrednost.
Zato se zove prividni viskozitet, 7. Prividni viskozitet kod sistema sa pseudoplasticnim
tipom proticanja opada sa porastom brzine smicanja, D.

Dakle, viskozitet ¢okolade ne predstavlja jednu velicinu ve¢ se menja sa brzinom
kojom se cokoladna masa krece. Zbog toga bi ga trebalo meriti na brzini smicanja na kojoj
se cokoladna masa obraduje. Cesto je to vise brzina smicanja, koje su npr. vrlo visoke
prilikom deponovanja tj. skladistenja, ali niske prilikom uklanjanja mehuric¢a iz kalupa.
Medutim, prezentovanje viskoziteta cokolade graficki, u vidu krive, nije najzgodnije u
svakodnevnoj praksi. U tu svthu moze posluziti prividni viskozitet, ukoliko se obezbedi
pazljiva kontrola tehnike merenja 1 koriS¢enje istth brzina smicanja. Medunarodna
asocijacija za konditorske proizvode (ICA) preporucila je da prividni viskozitet treba meriti
u najmanje 5 tacaka tako da se pokriju niske, srednje i visoke brzine smicanja.

Alternativni  metod za izrazavanje viskoziteta predstavlja prilagodavanje
odgovarajue matematicke jednacine krivoj proticanja cokoladne mase (Beckert, 2009).
Postoji vise takvih matematickih modela, kao sto su Herschel-Bulkley-ov ili Bingham-ov
model, ali je model po Casson-u najcesce koriséen u industriji cokolade.

Pre 2000. godine ICA je za utvrdivanje reoloskih parametara preporucivala
upotrebu rotacionih viskozimetara sa koncentricnim cilindrima, kao i Casson-ove
jednacine. Posle velikog medulaboratorijskog ispitivanja koje su obajvili Aeschlimann i Beckett
2000. godine, pokazalo se da Casson-ov matematicki model nema dovoljan stepen
ponovljivosti u medulaboratorijskim ispitivanjima, zbog ¢ega je predlozen i objavljen novi
model koji je ukljucivao interpolaciju podataka za viskozitet cokolade. Predlozena je
primena predsmicanja pri brzini od 5 s u trajanju duze od 5 minuta, a potom merenje
napona smicanja i viskoziteta uz postepeno poveéanje brzine smicanja od 2-50 s, a zatim
smanjenje iste od 50-2 s (ICA, 2000). Kasnije se pokazalo da se radi o jednostavnoj i

tacnoj metodi koja bi mogla biti verifikovana za razlic¢ite sisteme (Servais 7 sar., 2007).
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Goncalpes i Lannes (2010) su dali opsezan pregled rezultata i zapazanja brojnih
istrazivaca koji su se bavili podesnoséu razli¢itth matematickth modela 1 njihovom
primenjivos¢u na svojstva proticanja ¢okoladne mase. Dosli su do zakljucka da je Casson-
ov model jo§ uvek koristan zahvaljuju¢i primenjenim poboljsanjima koja su dovela do
dobijanja pouzdanijih rezultata. Sa navedenim su saglasni 1 Afakwa i sar. (2009a) koji
konstatuju da iako ICA metod pokazuje nesto vise koeficijente korelacije i regresije u
odnosu na Casson-ov metod, ove dve metode su medusobno visoko korelirane, tako da se

bilo koja od njih moze koristiti za analiziranje reoloskih parametara cokoladne mase.

2.6.3. Faktori koiji uticu na reoloska svojstva cokoladne mase

Osnovna prednost merenja viskoziteta cokoladne mase jeste mogucnost njegove
korekcije, tokom poteskoca koje se javljaju u proizvodnom postupku. Neke od njih mogu
biti vezene za prinosnu vrednost, dok se druge javljaju kod plasticnog viskoziteta. Zbog
toga je vazno znati koji faktori uticu na svojstva proticanja, kako bi se na njih moglo

delovati u pravcu dobijanja cokoladne mase odgovarajucih reoloskih karakteristika.

Temperatura

Viskozitet ¢okoladne mase zavisi od temperature i §to je temperatura niza, to je

njen viskozitet veci (Gavrilovié, 2003, Beckett, 2009).

Proces konciranja

Da bi se dobila najreda moguca ¢okolada pri datom sadrzaju masnoca, stepen
smicanja/mesanja je kritican. Ovo u velikom stepenu zavisi od konstrukcije konce i
elemenata za mesanje. Postoje 1 drugi faktori koji su znacajni, od kojih narocito redosled
dodataka sirovina (emulgatora i masti) u koncu i kontrola pogona elemenata za mesanje
(Beckett, 2002). Takode je od vaznosti i vreme konciranja. Krace vreme konciranja dovodi
do intenzivnog povecanja viskoziteta, jer ¢vrsta Cestice ne bivaju obavijene masnom fazom,
$to uzrokuje intentivan kontakt medu njima i rast viskoziteta. Sa druge strane, predugo

konciranje takode moze prouzrokovati porast viskoziteta, posto tokom dugog vremena
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mesanja dolazi do oslobadanja toplote, koja izaziva otapanje kakao-maslaca i oslobadanje
¢vrstih Cestica (Pajin, 2004).
Osim oblaganja c¢vrstih cestica mascu, tokom konciranja se uklanja vlaga iz

cokoladne mase sto ima veliku efekat na viskozitet (Beckert, 2009).

Sadrzaj masti

U vecini ¢okolada sadrzaj masti je izmedu 25 — 35 %, a upravo je slobodna mast ta
koja omogucava proticanje cokoladne mase, jer povecava razdaljinu izmedu cvrstih Cestica
zbog ¢ega dolazi do opadanja viskoziteta (Lanoiselle i Ieconpean, 2003; Beckett, 2002; Beckett,
2009). Uticaj dodatka 1 % masti na viskozitet zavisi od koli¢ine ve¢ prisutnih masnoca i
parametara viskoziteta koji se posmatraju. Ako je sadrzaj masti u cokoladnoj masi preko 35 %,
viskozitet se sa daljim dodacima masti veoma malo menja. Ali, kod sadrzaja masti od 25 %,
povecanje od 1 % ima dramatican uticaj, posebno na plasticni viskozitet, koji se smanjuje
skoro na polovinu. Ove promene postaju jos izrazenije pri daljem smanjenju sadrzaja masti,
tako da je ¢okoladna masa sa manje od 23 % masti, u stvari, vise pastozna nego tecna
(Beckett, 2002; Beckett, 2009).

Uticaj masti se proporcionalno mnogo vise odrazava na plasticni viskozitet nego na
prinosnu vrednost. Beckett (2009) objasnjava da ovaj fenomen ne iznenaduje, jer se visak
masti samo pridodaje na onu koli¢inu koja se slobodno krece, sto potpomaze da cestice
proticu jedna pored druge i dramati¢no smanjuje plasti¢ni viskozitet. Prinosna vrednost je
viSe rezultat reakcija medu ¢vrstim cesticama i rastojanjima izmedu njih, §to znaci da je
manje pod uticajem dodatka masti.

Treba imati u vidu da uticaj na svojstva toka cokoladne mase ima, ne samo ukupan
sadrzaj masti, ve¢ i sadrzaj c¢vrste faze masti, odnosno kristala kakao-maslaca. Kako se
najcesce reoloska ispitivanja cokoladne mase obavljaju na visokim temperaturama, nema
mnogo podataka o sadrzaju i1 vrsti kristala kakao-masti pod ovim uslovima. Gabriele i sar.
(2008) su ispitivali reoloska svojstva uzoraka cokolada sa razli¢itim sadrzajem masti na
temperaturama od oko 30°C uz primenu dve brzine hladenja. Pomo¢u modula elasticnosti i
krivih puzanja utvrdeno je da koli¢ina i svojstva kristala zavise na razlicite nacine od

sadrzaja masti i brzina hladenja.
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Mle¢na mast ima jednak uticaj na viskozitet kao kakao-maslac, ako se unese u
cokoladnu masu na 40°C, ali umanjuje brzinu ocvrséavanja cokolade, utice ne mekocu
finalnog proizvoda i nacin rastapanja u ustima (Beckett, 2002).

Alternative kakao-maslacu dodaju se cokoladi iz razlicitth razloga, kao sto su
smanjenje troskova, ujednacavanje variranja svojstava kakao-maslaca u zavisnosti od
porekla, smanjenja energetske vrednosti ili poboljsanja otpornosti na toplotu. Odabir ovih
masti mora biti veoma pazljivo obavljen jer one mogu ispoljiti negativan uticaj na reoloske
karakteristike cokolade. Mabeshwari i Reddy (2005) navode da se alternative kakao-maslaca
mogu upotrebljavati u koli¢ini do 5 % na masu ¢okolade, radi povecanja cvrstoce, bez

znacajnijih promena plasti¢nog viskoziteta ili napona smicanja mlecnih i crnih ¢okolada.

Sadrzaj Secera

Smatra se da je Secer inertni sastojak cokolade s obzirom na pokazatelje ukusnosti, 1
da on ,,samo® doprinosi slatkoc¢i. Promena sadrzaja Secera za 1 — 2 % veoma utice na
proizvodne troskove i druge ekonomske pokazatelje, a kod 5 % dolazi do velikih promena
ukusa cokolade Fina kristalna saharoza se prilikom dobijanja cokoladnih konditorskih
proizvoda koristi u koli¢ini do 50 % (Beckett, 2002). Laktoza, koja je komponenta suve
materije mleka, je prisutna u manjim udelima u amorfnom obliku 1 u svom staklastom
obliku ona odrzava deo mlecne masti (Beckett, 2002), sto utice na ukus cokolade i
karakteristike njenog toka. Monosaharidi glukoza i fruktoza se retko koriste u proizvodnji
cokolade, jer se oni tesko suse. Njihova upotreba bi imala za posledicu da dodatna kolicina
vlage u cokoladnoj masi pojacava interakcije izmedu Cestica Secera, uz porast viskoziteta.
Laktoza moze uspe$no zameniti saharozu u mlecnoj cokoladi (Afoakwa i sar., 2007).
Medutim, pri stajanju tecne ¢okoladne mase, moze do¢i do prelaska laktoze iz amorfnog u
kristalno stanje, $to je praceno oslobadanjem vlage, povezivanjem cestica mleka u prahu i
povecanjem viskoziteta (Beckett, 2009).

Se¢erni alkoholi, medu kojima su ksilitol, sorbitol, manitol i laktitol se koriste u
proizvodnji niskokalori¢cnih ¢okolada ili proizvoda bez Secera. Medutim, zamena saharoze
sa Secernim alkoholima uti¢e na reoloske osobine (Sokmen i Gunes, 2006), pa samim tim i na

uslove proizvodnje i na kvalitet ¢okolade. Sokmen i Gunes (2006) su primetili da se prilikom
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kori$¢enja maltitola dobijaju slicne reoloske osobine kao i prilikom primene saharoze, tako
da se maltitol moze preporuciti kao dobra zamena za saharozu u recepturama za cokoladu.
Isti autori su takode zapazili da cokolada sa izomaltom ima vedi plasticni viskozitet, dok
ksilitol izaziva dobijanje povecanog indeksa ponasanja toka. U zemljama EU, dnevna
potros$nja Secernih alkohola ogranicena je na 20 g, zbog njihovog laksativhog dejstva
(Kruger, 2009), a efekti hladenja i nadimanja, kao i higroskopnost predstavljaju jos neke od
limitirajuéih faktora za njihovu Siru upotrebu u vecini namirnica (Goldman, 2000).

Abbasi i Farzanmebr (2009) ispitivali se dodatak prebiotika inulina i polisaharida
polidekstroze i maltodekstrina, kao zamena za $ecer, i njihov uticaj na reoloska svojstva
mlec¢nih cokolada. Pokazalo se da oni uzrokuju povecanje sadrzaja vlage u cokoladi i
dodatno smanjenje Casson-ovog viskoziteta i napona smicanja kada se dodaju u srednjim
koli¢cinama, dok pri visim koncentracijama dovode do povecanja pomenutih parametara u

odnosu na kontrolne cokolade sa saharozom.

Sadrzaj mleka i proizvoda od mleka

Posto voda vezuje Cestice Secera, u proizvodnji cokolade se koristi suva materija
mleka, a ne mleko u te¢nom stanju, i njen udeo je oko 12 — 25 %. Trigliceridi mlecne
masti, u kojima dominiraju zasi¢ene masne kiseline, imaju drugaciju kristalnu strukturu od
onih u kakao-masti, mada se u njima nalaze odgovarajuce kolicine palmitinske, stearinske i
oleinske kiseline — osnovnih kiselina samog kakao-maslaca. Mle¢na mast je na sobnoj
temperaturi uglavnom tecna (15 — 20 % cvrstih cestica), a ¢ini oko 30 % ukupnog sadrzaja
masti u ¢okoladi (Afoakwa i sar., 2007).

Suva materija mleka se dodaje u obliku obranog ili punomasnog mleka u prahu i
doprinosi ukusnosti, teksturi 1 karakteristikama toka cokoladne mase, zavisno od toplotnog
tretmana 1 uslova susenja. Za proizvodnju cokolade pozeljno je mleko u prahu sa visokim
udelom slobodne mle¢ne masti koja moze direktno reagovati sa kakao-maslacem.
Povecanje udela slobodne mle¢ne masti u mleku u prahu smanjuje odnos disperzne prema
kontinualnoj fazi u cokoladi, te tako povoljno deluje na smanjenje vrednosti viskoziteta
prema Casson-u (Keogh i sar, 2004), sto omogucava lakSu 1 ekonomicniju proizvodnju

cokolade (usteda kakao-maslaca koji se dodaje u svrhu smanjenja viskoziteta).
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Jedan od nacina povecéanja udela masti tokom susenja rasprsivanjem je povecanje
udela proteina u mleku, $to se postize ultrafiltracijom (Keogh 7 sar., 2003). Naime, tokom
postupka ultrafiltracije koncentrisu se proteini i mle¢na mast, a smanjuje se udeo laktoze u
suvoj materiji. Povecani udeo proteina, medutim, nepovoljno utice na viskoznost cokolade
¢ime smanjuje pozitivan ucinak veceg sadrzaja slobodne masti (Belséak-Cvitanovié i sar.,
2009b). Beckett (2002) navodi opre¢no delovanje proteina mleka na reoloska svojstva
cokolade: frakcija kazeina deluje kao povrsinski aktivha materija i smanjuje viskozitet, dok

proteini surutke dovode do njegovog povecanja.

Raspodela ¢vrstih cestica po velicini

Sli¢no viskozitetu, velicina Cestica ne predstavlja pojedinacnu vrednost, vec se radi o
distribuciji, koja se moze izmeriti pomocu uredaja sa rasejavanjem laserskog svetla. Realnu
situaciju opisuje kriva, koja je poznata kao kriva raspodele velicina cestica, iz koje se moze
zakljuciti kako treba voditi proces proizvodnje i kontrole kvaliteta cokolade.

Raspodela velicina cestica je klju¢na odrednica reoloskih osobina ¢okolade i ona
direktno utic¢e na senzorno opazanje. Najvece Cestice su vazne za ose€aj u ustima s obzirom
na peskovitost/zrnavost, ali manje Cestice su vaznije za karakteristike toka cokolade,
posebno za prinosnu vrednost (Beckert, 2002). Tradicionalno, smatra se da su u
kontinentalnoj Evropi dimenzije cestica cokolade 15 — 22 pm, a u Severnoj Americi 20 — 30 um
(Afoakwa i sar., 2007).

Generalno, plasticni viskozitet i napon smicanja se smanjuju sa povecanjem
prosecne velic¢ine cestica u rasponu od 2 pm do 50 pum, pri konstantnom sadrzaju masti i
emulgatora (Pajin, 2004). Manja prose¢na velicina cestica, a samim tim i veca povrsina, ¢ine
cokoladu gus¢om, zbog toga Sto tako velika povrsina cestica nije potpuno obavijena kakao-
maslacem.

Sa povecanjem finoce cCestica prinosna vrednost raste dramaticno, dok plasticni
viskozitet ostaje skoro nepromenjen, smanjujuéi se samo neznatno u jednom stadijumu.
Ovo se desava zbog toga sto preko polovine zapremine cokolade zauzimaju ¢vrste Cestice.
Kako se njihova specificha povrsina povecava pri usitnjavanju, javlja se sve veci broj tacaka

njthovog medusobnog kontatka, pa dolazi do njihovog strukturiranja. Ova struktura se
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mora razoriti pre nego sto cokolada pocne da tece, §to povecava prinosnu vrednost. Kada
cokolada pocne da tece, struktura se razara i male cestice mogu se zajedno kretati. Prema
tome, izmedu njihovog toka i1 toka velikih cestica ima vrlo malo razlika, pa plasticni
viskozitet ostaje skoro nepromenjen. Neznatno smanjenje njegove vrednosti je verovatno
posledica oslobadanja vezane masti ili nacina pakovanja cvrstih cestica (Becketr, 2002y
Beckett, 2009).

Iako gornja granica velicine Cestica iznosi 30 pum zbog osetljivosti cula coveka, ne
usitnjavaju se sve cvrste Cestice do uniformne vrednosti, zbog toga $to se u tom slucaju ne
bi mogle dobro medusobno sloziti, tj. upakovati. Ako su prisutne i cestice drugih velic¢ina,
tolikih da se one mogu smestiti u prostor izmedu prisutnih vecih cestica, stepen
ispunjenosti se povecava, a pri dodatku i Cestica jo$ jedne velicine, taj porast je izrazeniji.
Prema tome, za proizvodaca cokolade bi bilo idealno da mlevenje cestica bude takvo da se
one dobro mogu upakovati da bi zauzele najvecu zapreminu, ali da se pri tome dobije
najmanja povrsina koju treba pokriti mastima (Beckett, 2002).

Kod mnogih cokoladnih proizvoda javlja se bimodalna i trimodalna raspodela
Cestica (Afoakwa i sar., 2007). Do i sar. (2007) pokazali su da optimizacija raspodele ¢vrstih
Cestica zasnovana na smanjenju meducesticnih kontakata 1 njihovog agregacionog
potencijala, mesanjem finih i grubih cestica, dovodi do poboljsanja reoloskih i teksturalnih
svojstava ¢okoladne mase. Naime, prividni viskozitet (pri brzini smicanja od 40 s) i
prinosna vrednost se smanjuju ¢ak i pri veoma redukovanom sadrzaju masti, Sto pomaze

poboljsanju senzornih karakteristika takvih ¢okolada, pogotovo svojstava topljenja.

Sadrzaj povrsinski aktivnih materija (emulgatora)

Kontinualnu fazu cokolade ¢ini mast, u kojoj se $ecer, kao vazan sastojak
polidisperzne faze, ne rastvara, bududi da je hidrofilan, ali lipofoban. Protok te¢ne ¢okolade
omogucen je jer su Sefer i druge cvrste Cestice oblozene mastima. Povrsinski aktivne
materije imaju vrlo znacajnu ulogu u obezbedivanju toka ¢okoladne mase, zbog toga $to
pokrivaju povrsinu Secera i drugih ¢vrstih Cestica, formirajuci granicni sloj izmedu dveju
faza, ¢ime omogucavaju da se sadrzaj masti u ¢okoladi smanji, uz odrzavanje odgovarajucih

karakteristika toka.
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Najpoznatije povrsinski aktivno sredstvo je lecitin, koji se u proizvodnji ¢okolade
koristi od tridesetih godina proslog veka, zahvaljujuci svojoj sposobnosti da se posebno
snazno veze za Secer. Lecitin, sporedni proizvod prilikom dobijanja sojinog ulja, je
mesavina prirodnih fosfoglicerida (Minifie, 1989). Povrdinski najaktivnija komponenta
sirovog lecitina u ¢okoladi je, kako se veruje, fosfatidilholin. Dodatak 0.1 — 0.3 % lecitina
soje smanjuje viskozitet cokoladne mase vise nego 10 puta veéa koli¢ina kakao-maslaca i
povecava toleranciju ¢okolade prema vlazi. Udeli lecitina ve¢i do 0.5 % mogu uticati Stetno
na karakteristike toka jer se prinosna vrednost povecava sa povecanjem dodatka lecitina,
mada obic¢no plasticni viskozitet nastavlja da se smanjuje (Schantz i Robm, 2005). Porast
prinosnih vrednosti je povezan sa medusobnim slepljivanjem cestica lecitina 1 nastajanjem
micela u kontinualnoj fazi, ili stvaranjem dvostrukog sloja lecitina oko Secera, $to, u oba
slucaja ometa tok (Beckett, 2002; Afoakwa i sar., 2007). Stvarna kolicina lecitina koja se moze
upotrebiti pre nego $to otpocne zgusnjavanje u izvesnoj meri zavisi od raspodele veli¢ina
Cestica. Fino mlevena cokolada sa visokim sadrzajem Secera moze tolerisati vece kolic¢ine
lecitina, od grubo mlevene cokolade sa nizim sadrzajem Secera. Faza proizvodnog postupka
u kojoj se emulgator dodaje je od velikog znacaja za njegovu efikasnost. Na primer,
dodatak lecitina pred kraj konciranja smanjuje viskozitet vise nego kada se ista koli¢ina
lecitina doda na pocetku, jer dolazi do njegove apsorpcije od strane kakao-cestica. Njegovu
efikasnost moze, takode, smanjiti 1 dugotrajno izlaganje relativno visokim temperaturama
(Beckett, 2009).

Poliglicerol poliricinoleat (PGPR) dobijen polikondenzacijom i esterifikacijom
ricinusovog ulja i glicerola, je veoma razlicito povrsinski aktivno sredstvo. On nema velikog
uticaja na plasti¢ni viskozitet, ali dramaticno utice na prinosnu vrednost. Dodatkom samo
0.2 % PGPR-a u ¢okoladu, prinosna vrednost se smanjuje na polovinu one koja se dobija
sa lecitinom, a pri dodatku od 0.8 % prinosna vrednost potpuno isc¢ezava (Rector, 2000,
Beckett, 2002; Schantz i Robm, 2005), pa ¢okolada postaje njutnovski fluid, tako da lakse tece 1
brze oc¢vrscava. Slican rezultat se moze posti¢i dodatkom vise kakao-maslaca, ali po vecoj
ceni. Rector (2000) je saopstio da cokolada sa 35 % kakao-maslaca ima slicnu prinosnu
vrednost kao cokolada sa 32 % kakao-maslaca i 0.1 % PGPR-a. Nasuprot lecitinu, PGPR
se u cokoladi ne strukturira unutar suspenzije, ve¢ povecava frakciju kontinualne faze i

vezuje vodu preostalu u cokoladi, koja tako postaje nedostupna za hidrataciju i bubrenje
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¢vrstih Cestica (Rector, 2000; Schantz i Robm, 2005; Afoakwa i sar., 2007). Isto tako, pri
koncentracijama od 0.3 % i ve¢im, PGPR toliko smanjuje prinosnu vrednost da ¢ak ni
smanjenje veli¢ine Cestica nema uticaja, kako pokazuju probe koje su Karnjanolarn i McCarthy
(2006) izvele na mle¢nim ¢okoladama sa finim i grubim mlevenjem. Medutim, PGPR je
manje efikasan u inhibiranju pojave sivljenja (Walter i Cornillon, 20017).

Mnogi proizvodaci ¢okolade koriste PGRP i lecitin u kombinaciji kako bi ostvarili
zeljenu prinosnu vrednost 1 plasti¢ni viskozitet — uravnotezavajuci efekte koji smanjuju

viskozitet (Schantz i Robm, 2005).

Sadrzaj vode

Viskozitet ¢okolade je utoliko manji ukoliko ona sadrzi manje slobodne vode
(Gavrilovié, 2003), a sa svakim novim procentom dodate vode ona postaje gusca, uz porast
viskoziteta. Viskozitet raste sve do sadrzaja vlage od 20 %, posle cega se izdvaja vodena
faza (Beckett, 2002).  Cokoladna masa obi¢no sadrzi oko 0.5 do 1.5 % vlage, koja je
uglavnom vezana za njene sastojke (kakao-cestice, laktozu i sl) i ima malo uticaja na
svojstva proticanja. Ako je, pak, sadrzaj vlage veci od navedenog, voda migrira na povrsinu
Cestica Secera slepljujuéi ih 1 formirajuéi agregate peskastth grudvica koje izazivaju
povecanje trenja i prividnog viskoziteta. Becketr (2009) smatra da ce, ukoliko cak i mala
koli¢ina od 0.3 % vlage zaostane u ¢okoladnoj masi, biti potrebno dodati jos 1 % kakao-
maslaca da bi se dobio odgovarajudi viskozitet, a posto je kakao-maslac daleko najskuplja
komponenta c¢okolade, vazno je da se slobodna vlaga otkloni koliko god je to moguce
tokom suve faze konciranja. Naravno, dodatak lecitina omogucava prisustvo vecih koli¢ina

vode u ¢okoladnoj masi uz zadrzavanje korektnih svojstava toka.

Vibracije

Vibriranje je vazno pri uklanjanju mehuri¢a vazduha iz cokolade ili pri kontroli
tezine tokom cokoladiranja. Prividni viskozite pri nizim brzinama smicanja se smanjuje sa
povecanjem amplitude vibracija, a prinosni napon nestaje. Navedeno vazi i za crne i za
mlec¢ne cokolade pri ¢emu frekvencija ima vecu vaznost od amplitude. Prema navodima
Beckett-a (2009) moguce je dobiti ¢okoladu sa njutnovskim protokom primenom vibracija
od 50 Hz i amplutude od 0.1 mm. Efekat je, medutim, povratan, i cokolada zadobija svoj

prethodni viskozitet nakon prestanka vibracija.
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2.7. KARAKTERISTIKE AMBALAZNIH MATERIJALA
ZA PAKOVANJE COKOLADA

Osim primarne uloge, da sadrzi proizvod i pruza mu zastitu od promena
uzrokovanih spoljasnjim faktorima, ambalaza svojim dizajnom komunicira sa potrosacima,
pruzaju¢i im nepohodne informacije o upakovanom proizvodu i olak§ava njegovo
konzumiranje, ispunjavajuéi tako i zadatak reklamiranja proizvoda (Lazié i sar, 2004).
Ambalaza, takode, odrzava nutritivna i senzorna svojstva proizvoda, produzava mu
svezinu, a sama ne sme biti Stetna po covekovo zdravlje niti okolinu (Curakovic i sar., 1991;
Robertson, 1992; Bureau i Multon, 1996; Ahvenainen, 2003).

Cokolada je proizvod osetljiv na variranja temperature, koje moze dovesti do
pojave sivljenja ili do izbijanja masne faze na povrsinu, $to narusava senzorna svojstva
cokolade, pre svega izgled i ukus. Takode, ukoliko dode do topljenja i ponovnog
ocvricavanja, remeti se i tekstura cokolade. Neodgovarajuéi uslovi skladiStenja, uticaj
toplote u letnjim mesecima kao i visoka relativna vlaznost vazduha mogu biti uzrocnici
pojave jos jednog nedostatka - beljenja cokolade.

Pojave oksidativne 1 lipoliticke uzeglosti dovode do promene ukusa cokolade, a
javljaju se kao posledica oksidacije nezasi¢enih masti, odnosno enzimske hidrolize
triglicerida sa lancima krace 1 srednje duzine. Kako je ¢okolada u pogledu sastava bogata
mastima, vtlo je velika mogucénost apsorpcije stranith mirisa iz okolnog prostora ako nije
adekvatno zasticena odgovaraju¢im ambalaznim materijalima.

Na neke od navedenih pojava, koje dovede do pogorsanja kvaliteta cokolada, moze
se uticati pravilnim izborom ambalaznog materijala i ambalaze (Robertson, 1992).

Osnovni zahtevi za pakovanje cokolada su relativho jednostavni. Potrebno je
obezbediti zastitu od necistoca, vlage, propustanja masti i osteCenja pri rukovanju. Dugi niz
godina, ove zahteve ispunjava aluminijumska folija, sa papirnom trakom koja pruza
informaciju o proizvodu. Smanjenjem debljine folija 1 slicnim ustedama usled koriscenja
papira dolazi do izrazaja ekonomicnost ovog stila pakovanja. Istrazivanja trziSta pokazuju
da su potrosaci naviknuti na ovakav nacin pakovanja cokolada.

Odreden broj tabli cokolada se pakuje zajedno u kutije za zbirno pakovanje,

najces¢e od tvrdog kartona, mada se koriste i zupcasti E-tip valovitog kartona kao 1
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mikrovalni karton za slucaj potrebe vece jacine. Kada je potrebno produziti odrzivost
proizvoda, cokolada se umotava u termozavarivu ili polietilensku foliju.

Za veéinu trzista odreden broj kutija za zbirno pakovanje se postavlja u mikrovalnu
transportnu kutiju, koja se ili lepi lepkom ili zatvara lepljivom trakom. Druga moguénost je
da se one, zbog lakseg rukovanja, zapakuju zajedno u providan, rastegljiv film, iako je u
tom slucaju zavrsna jedinica slabija od transportne kutije.

Jos veca transportna i izlozbena jedinica je paletna kutija, u kojoj je veliki sud,
najcesce od valovitog kartona, napunjen proizvodom u rinfuznom stanju. Sve sto prodavac
treba da uradi je da skine poklopac 1 stavi ga ispred kutije, ¢ime automatski dobija reklamu
proizvoda (Beckett, 2002).

Prilikom izbora ambalaznog materijala mora se obratiti paznja i na njegove
karakteristike i sastav kako ne bi doslo do migracije komponenata iz ambalaznog materijala
u proizvod. Naime, iako se ambalaza koristi radi zastite namirnice od kontaminacije i
kvarenja, ona ponekad moze biti razlog pojave razlicitth hemikalija u samom proizvodu
(Baigrie, 2003), ¢iji izvor predstavlja sam ambalazni materija, ili upotrebljeni lepkovi i boje za
Stampanje (Werlein, 2001; Duncan i Webster, 2009). Cokolada ima snaznu tendenciju
poprimanja hemikalija iz pakovanja, pa je s toga veoma bitno utvrditi postoje li odredeni
mirisi 1 ukusi koji su strani cokoladi a pripadaju ambalazi. U cilju utvrdivanja da li se uticaji
razlicitth ambalaznih materijala mogu detektovati u prisustvu cokolade Werlein (2001)
pribegao instrumentalnim merenjima pomocu elektronskog nosa. Utvrdio je da se mlecne
cokolade 1 one bez mleka mogu medusobno razlikovati pri zagrevanju na 60°C a razliciti
ambalazni materijali na 120°C. Prenosenje isparljivih komponenata iz ambalaze u cokolade
je bilo moguce ustanoviti na 120°C, §to pruza moguénost utvrdivanja obojenih materijala za
pakovanje cokolada koji su bez mirisa i onih kod kojih dolazi do izvesne transmisije mirisa
pri visokim temperaturama.

Savremena tehnoloska dostighuéa omogucavaju da se kvalitet hrane, proizveden
raznim tehnoloskim postupcima sa¢uva u odabranoj ambalazi optimalnim postupkom
pakovanja. Da bi se nutritivha vrednost i kvalitetna svojstva prehrambenih proizvoda $to
duze zadrzali, potrebno je odabrati adekvatnu i funkcionalnu ambalazu. Pri tome, trajnost

visoko vrednih prehrambenih proizvoda, zavisi od zastitnih karakteristika kombinacija
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ambalaznog materijala, vrste i oblika ambalaze. U zavisnosti od kvaliteta upakovanog
sadrzaja, potreba, odnosno duzine odrzivosti proizvoda, postoji siroka paleta ambalaznih
materijala, njihovih kombinacija, specifi¢nosti primene ambalaze kao i raznovrsnost oblika i
dizajna upotrebljene ambalaze (Guogdenovic i Iazié, 2008).

Noviji literaturni navodi ukazuju na moguénost koris¢enja takozvane "aktivne" i
"inteligentne" ambalaze, sa ciljem da se odrzi kvalitet i bezbednost upakovanog
prehrambenog proizvoda. "Inteligentna" ambalaza podrazumeva koriséenje indikatora za
kontrolisanje kvaliteta upakovanih proizvoda. Indikatori mogu biti priSvrséeni na
spoljasnjoj strani ambalazne jedinice (indikatori vremena i temperature) ili, pak, mogu biti
postavljeni u unutrasnjost ambalaze (bilo na dnu ili poklopcu), kao indikatori propustanja
kiseonika, ugljen—dioksida, indikatori rasta mikroorganizama i slicno.

Mexcis 7 sar. (2010) sproveli su zanimljivo istrazivanje uticaja aktivhe ambalaZe,
pakovanja u modifikovanoj atmosferi, kao 1 propustljivosti ambalaze prema kiseoniku na
odrzanje kvaliteta crnih ¢okolada sa lesnicima tokom skladistenja na 20°C do 12 meseci.
Cokolade su bile upakovane u kombinovane ambalazne materijale: polietilen
tereftalat/polietilen niske gustine (PET/LDPE), polietilen tereftalat oblozen silicijum
oksidom/polietilen niske gustine (PET-SiOx/LDPE), i pakovane pod vakuumom, u
prisustvu azota ili u prisustvu apsorbera kiseonika. Kontrolni uzorci su bili upakovani u
aluminijumsku foliju. Rezultati analize brojnih parametara kvaliteta su pokazali da su crne
cokolade sa lesnicima upakovane u aluminujumsku foliju zadrzale prihvatljivost tokom 8
meseci skladistenja. Uzotci upakovani u PET/LDPE, nezavisno od atmosfere pakovanja,
imali su trajnost izmedu 8 i 9 meseci, oni upakovani u PET-SiOx/LDPE, bez obzira na
atmosferu odrzali su se 11 meseci, dok su cokolade pakovane zajedno sa apsorberom
kiseonika, bez obzira na vrstu upotrebljenog ambalaznog materijala, imale trajnost najmanje
12 meseci. Dakle, ¢okolade upakovane sa apsorberom kiseonika zadrzavaju svoju aromu i
nutritivni kvalitet znatno duze u odnosu na druge nacine pakovanja.

Tokom proteklih nekoliko godina potrosnja hrane sa funkcionalnim svojstvima,
pogotovo namirnica koje sadrze probiotike, znacajno je povecana, pre svega zbog
pozitivnih uticaja na zdravlje ljudi. Uz ostale faktore, ambalazni materijal ima vaznu ulogu u

ocuvanju vijabilnosti ovih mikroorganizama na zadovoljavaju¢em nivou, radi obezbedivanja
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njithovog terapeutskog dejstva tokom celokupnog roka odrzivosti. U tom kontekstu, osnovni
pravac razmisljanja podrazumevao bi otklanjanje kiseonika kao Stetnog elementa, bilo
koris¢enjem apsorbera, bilo upotrebom materijala nepropusnih za kiseonik ili selektivnih
filmova. Medutim, uzimajuéi u obzir sve stresogene faktore koji nepovoljno uticu na
vijabilnost probiotika, potrebno je izvesti dalja istrazivanja radi izbora i razvoja adekvatnog
ambalaznog materijala za pakovanje probiotske hrane, koji bi uz optimizaciju procesa

proizvodnje, bio i tehnoloski 1 ekonomski odrziv (Tabvalkar i sar., 2004; Da Cruz i sar., 2007).

2.8. PROBIOTSKE BAKTERIJE KAO FUNKCIONALNI
DODACI HRANI

Podaci o pozitivnom ucinku bakterija na zdravlje coveka datiraju jos iz persijske
verzije Starog Zaveta (Postanak 18:8) (Rijkers i sar., 2010), medutim, ozbiljniji naucni interes
za ovu temu pobudio je pocetkom proslog veka ruski naucnik Elie Metchnikoff, mladi
kolega i saradnik Louis Pasteur-a, predlozivsi tezu da konzumiranje jogurta koji sadrzi
Lactobacillus smanjuje broj patogenih bakterija stvarajuci kiselu sredinu u probavnom traktu
coveka. U svojoj poznatoj ,,Autointoksikacijskoj teoriji izneo je da se ljudski organizam
polagano truje toksinima iz hrane te da postupno slabi zbog proliferacije crevnih patogenih
bakterija ¢iji se broj moze smanjiti upotrebom fermentisanih mle¢nih napitaka. Inspirisan
njegovom teorijom, japanski mikrobiolog Minoru Shirota prvi je izolovao soj “dobrih”
bakterija koje su nakon ingestije uspele zive dospeti do creva. Te bakterije, pod imenom
Lactobacillus casei vrste shirota, postale su tako prvi probiotski soj koji se od 1935. godine

koristi u komercijalne svthe (Heasman i Mellentin, 2001 ).

2.8.1. Sastav gastrointestinalnog trakta

Gastrointestinalni (GI) trakt ¢oveka predstavlja kompleksni eksoistem u kojem se
odigravaju reakcije izmedu hrane, mikroorganizama 1 celija domacina. Bakterijska

populacija crevnog trakta odrasle osobe sastoji se od preko 500 razlicitih vrsta. Mikroflora

Pregled literature 93 : }




Doktorska disertacija Mr Jovanka G. Lalicié-Petronijevié¢

probavnog sistema ima snazan uticaj na nutritivne, fizioloske i protektivhe procese u
organizmu. Konkretno, crevne bakterije direktno sprecavaju kolonizaciju od strane
patogena putem kompeticije za nutrijente ili za mesta vezivanja na crevnhom epitelu.
Proizvodnjom antimikrobnih komponenata, isparljivih masnih kiselina i hemijskom
izmenom zucnih kiselina, endogene bakterije takode stvaraju i lokalno okruzenje koje je
nepovoljno za patogene, Sto je poznato kao ,zastitni efekat™ ili ,,otpor kolonizaciji*
(Radulovié i sar., 2012; Suskovié i sar., 2001). Koje vrste bakterija ¢e trajno kolonizovati GI
trakt zavisi od biohemijskih sposobnosti mikroorganizama, mikrookruzenja odredenog od
strane ¢elija domacina, kao i od dostupnosti hranljivih sastojaka.

Sastav GI mikroflore prolazi kroz znacajne promene od rodenja do odraslog doba
coveka. Probavni sistem novorodenceta je sterilan ali kolonizacija pocinje odmah nakon
rodenja i zavisi od nacina 1 tipa ishrane, higijene 1 eventualne upotrebe lekova. Tokom prvih
meseci zivota ishrana ima znacajan uticaj na razvoj intestinalne flore. U periodu od
nekoliko dana nakon rodenja dominiraju fakultativni anaerobi koji stvaraju okruzenje
povoljno za rast striktnih anaeroba. Tokom treéeg i cetvrtog dana pojavljuju se
bifidobakterije koje postaju dominantne sa brojem od 10"-10" cfu/ g kod dojenih beba,
dok ih kod odojc¢adi hranjenih zamenama majc¢inog mleka ima u manjem broju. Tokom
odvikavanja od mleka broj bifidobakterija se smanjuje za 1 log, a sastav mikroflore pocinje
da poprima karakteristike one kod odraslog coveka. Tada dolazi do razmnozavanja
obaveznih anaeroba poput Bacteroides, Eubacterium, Peptostreptococcus 1 Clostridium, koje postaju
brojnije od bifidobakterija koje ¢ine 5-10 % od ukupne flore. Starenjem, bifidobakterije
karakeristicne za odoj¢ad (B. bifidum), bivaju zamenjene onima koje su tipicnije za odrasle
osobe (B. adolescentis, B. longum)(Manojlovic i sar., 2010).

Kod odraslih osoba sistem za varenje je pod uticajem nekoliko faktora koji mogu
dovesti do promena u njegovom sastavu: upotrebe lekova (posebno antibiotika), ishrane,
klime, starenja, bolesti, stresa, pH, infekcije, geografskog polozaja, pa cak 1 rase (Murphy i
sar., 2009). Zbog toga ne predstavlja iznenadenja da se flora GI sistema ne razlikuje samo
od osobe do osobe, ve¢ varira i kod pojedinaca tokom zivota. Pored toga, prisutne bakterije
nisu nasumicno rasporedene duz porbavnog trakta ve¢ se nalaze na nivou populacija sa
pojedinim vrstama distribuiranim u specifi¢cnim delovima trakta koji pruzaju veoma razlicite

uslove za prezivljavanje raznim mikrookrganizama.
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Tako je u zelucu rast mikroorganizama znatno smanjen zbog visokog aciditeta i
prisustva kiseonika usled gutanja. Kao rezultat toga prisutni su acidotolerantni
mikroorganizmi i fakultativni anaerobi kao $to su laktobacili, streptokoke, kvasci, itd. U
drugom delu trakta — tankom crevu, mikrofloru c¢ine uglavnom fakultativnho anaerobne
bakterije kao §to su laktobacili, streptokoke i enterobacterium, kao i anaerobi poput
Bifidobacterinm, Bacteroides 1 Clostridinm. U poslednjem delu probavnog sistema — kolonu, broj
bakterija je vrlo visok zbog niskog redoks potencijala i relativno visoke koncentracije
masnih kiselina kratkog lanca i iznosi oko 10°-10" cfu/ml (Cummings i sar., 1989). Kolon
ima vaznu ulogu 1 procesu digestije hrane i njegova mikroflora ucestvuje u razgradivanju
ugljenih hidrata, proteina i aminokiselina. Mikroflora ovog regiona je veoma kompleksna 1
u njoj dominiraju anaerobne bakterije (vrste Bacteroides, Clostridinm, Bifidobacterium, itd.), dok
fakultativnih anaeroba ima u manjem broju 1 predstavljaju ih uglavnom laktobacili,

enterokoke, streptokoke 1 Enferobacteriaceae.

2.8.2. Bakterije mlec¢ne kiseline kao probiotske bakterije

Bakterije mlecne kiseline (BMK) predstavljaju heterogenu grupu bakterija koje su
siroko rasprostranjenje u prirodi. Ove bakterije nalaze se u GI i urogenitalnom traktu
coveka i zivotinja; ima ih u biljnom materijalu, svuda gde su prisutne slozene organske
materije i Seceri, nalaze se u mleku 1 mesu, u brojnim fermentisanim namirnicama; vezuju se
za bioloski konzervisane proizvode, pekarske proizvode 1 sokove koji previru;
upotrebljavaju se i kao starter kulture u prehrambenoj industriji (Radulovic i sar., 2012).

Neki rodovi BMK ¢ine izuzetno vaznu grupu probiotskih bakterija, koje kao deo
autohtone mikroflore GI trakta ljudi i Zivotinja, ispoljavaju znacajan probiotski potencijal,
zbog njihove istorije bezbednog koriséenja i opstih dokaza koji podrzavaju njihovu
pozitivnu ulogu. Naime, probioticima se mogu smatrati oni mikroorganizmi koji su bili
ukljuceni u razlicite (fermentisane) namirnice tokom dugog niza godina bez ikakvih
nezeljenih dejstava ili su, pak, bili prisutni u gastrointestinalnom traktu zdravih ljudi 1
sivotinja (Suskovic i sar., 2001).

Prema definiciji FAO/WHO (2001) probiotici su zivi mikroorganizmi koji,

primenjeni u adekvatnim koli¢inama, ispoljavaju pozitivhe efekte po zdravlje domacina. Ti

Pregled literature 9 : }




Doktorska disertacija Mr Jovanka G. Lalicié-Petronijevié¢

uticaji se pre svega odnose na odrzavanje ili poboljSavanje ravnoteze intestinalne mikroflore
(Fuller, 1989), a mogu ih ispoljavati bilo mono — ili mesane kulture zivih mikroorganizama
(Havenaar i Huis in’t VVeld, 1992). Najcesci probiotici su bakterije mlecne kiseline iz roda
Lactobacillus spp., kao i neki sojevi Bifidobacterium spp. koje su ujedno i najvise korisc¢ene i
najpodrobnije ispitane probiotske bakterije danas. Pored navedenih mikroorganizama
probiotska svojstva pripisuju se i odredenim streptokokama, enterokokama, bakterijama
propionske kiseline, te nekim kvascima i plesnima (Saarela i sar., 2000; Katlasapathy i Chin,
2000; Holzapfel i sar., 2001; Hojsak, 2070). Pregled pojedinih sojeva mikroorganizama sa
probiotiskim svojstvima prikazan je u tabeli 3.

Rod Lactobacillus predstavlja veliku grupu bakterija, koje i pored toga $to su
anaerobi, mogu da rastu u prisustvu kiseonika sto ih ¢ini mikroaerofilnim (aerotolerantnim)
mikroorganizmima. To su gram-pozitivne, katalaza negativne, nesporogene, uglavnom
nepokretne koke ili Stapici, koje ne redukuju nitrate. Imaju striktno fermentativan
metabolizam 1 prevode glukozu iskljucivo ili delimi¢no u mle¢nu kiselinu. Klasifikuju se kao
homofermentativne (proizvode uglavnom mlecnu kiselinu) ili heterofermentativne
(proizvode ugljen-dioksid, etanol, sir¢etnu i mle¢nu kiselinu). Optimalna temperatura za
njihov rast nalazi se u mezofilnom podrucju (30-40°C), mada pojedini sojevi mogu rasti
ispod 15°C, dok drugi uspevaju i na 55°C (Radulovié i sar., 2012).

Lactobacillus vrste razlikuju se na osnovu fizioloskih kriterijuma, fermentacije
ugljenih hidrata, biohemijske i molekularne karakterizacije. Laktobacili imaju krucijalnu
ulogu u proizvodnji fermentisanih namirnica: povréa, mesa i proizvoda od mleka.
Tradicionalni proizvodi od mleka imaju veliki potencijal u pogledu moguénosti izolacije
novih sojeva koji se mogu upotrebljavati bilo kao starter kulture ili kao probiotici u

proizvodniji funkcionalne hrane (Radulovic i sar., 2012).
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Tabela 3. Pojedini sojevi mikroorganizama sa proobiotskim svojstvima
Adaptirano iz: Holzapfel i sar. (2001) 1 Parvez i sar. (2006), uz dodatak sojeva

Lactobacillus vrste Bifidobacterium vrste Ostale BMK Ostali
mikroorganizmi
L. acidophilns NCFM B. adolescentis Enterococcus faecalis Bacillus cereus var.
L. acidophilus 1.A-5 ATCC 15703 UGRA 10 Toyoi
L. acidophilus M92
B. animalis DN-173 010 Bacillus coagulans
L. amylovorns DSM 20531 B. animalis MB5 GBI-30, 6086
L. brevis CD 2 B. bifidum Rosell — 71 Enterococcus faecium M-T4  Escherichia coli Nissle
B. bifidum G9-1 1917
L. casei Shirota Enterococcus faecium SF 68
L. case DN114001 B. breve YIT4010 (BBG)
L. casei CRL431 B. breve ROT0
L. crispatus CV'T-05 B. infantis Rosell — 33 Lactococcus lactis ssp. lactis  Propionibacterium
B. infantis BBI HV219 [freudenreichii
L. curvatuss CRL705 ssp. shermanii |S
L. delbrueckii subsp. bulgaricus B. Jactis HNO19 (DR10)  Lenconostoc mesenteroides Saccharomyces cerevisiae
151 B. lactis Bi-07 DSM 8865 CNCM I-3856
B. lactis B-04
B. Jactis BB-12
L. fermentum RC-14 B.  longum CNCM 1-  Pediococcns acidilactici Saccharomyces boulardii

L. fermentum VRI-033

L. gallinarum JCM2011
L. gasser: OLL2716
L. gasseri ADH

L. helveticus CNCM 1-1722
L. jobnsonii Lal

L. salivarius UCC118
L. salivarius WB 21

L. paracasei B21060

L. paracasei CRL-341
L. paracasei NFBC 338
L.paracasei ssp. paracasei

DN114001

L. plantarum 299v
L. plantarnm ST 31

L. reuteri MM53
L. reuters ATTC 55730

L. rhamnosus GG
L. rhamnosus Rosell — 11

3470
B. longum Rosell-175
B. longum BB536

B. subtilis PB6

B. thermophilun 20210

CNCM MA18/5M

Sporolactobacillus inulinus
BCRC 14647

Streptococcus thermophilus
CNRZ368

Streptococcus cremoris

NCIM 2285

Streptococeus salivarins K12

Unique 28 S

Aspergillus oryzae

Pregled literature




Doktorska disertacija Mr Jovanka G. Lalicié-Petronijevié¢

Vrste iz roda Bifidobacterinm se generalno karakteriSu kao gram-pozitivne,
nesporogene, nepokretne i katalaza negativne. One su striktni anaerobi, iako neke vrste 1
sojevi mogu da tolerisu kiseonik u prisustvu ugljen-dioksida. Razlicitog su oblika: kratki
savijeni Stapici, mali Stapici ili $tapici u obliku slova Y. Mogu biti pojedinac¢ni, u lancima od
vise Celija, u zvezdolikim agregatima ili palisadnim formama. Kolonije su glatke, konveksne,
bele boje, sjajne i meke konzistencije. Bifidobakterije se razlikuju od  drugih
mikroorganizama postojanjem specificnog metabolickog puta, tzv. bifidnog Santa, ¢iji je
klju¢ enzim fruktozo-6-fosfat-fosfoketolaza (FOPPK) i na taj nacin se bifidobakterije
direktno dokazuju. Tokom fermentacije sircetna i mle¢na kiselina proizvode se u molarnom
odnosu od 3:2. Optimalna temparatura za njihov rast je od 31-41°C, u opsegu od 25-45°C.
Bifidobakterije su manje tolerantne prema kiselinama od laktobacila i ne rastu pri pH
manjim od 4.5. Sa druge strane, nutritivni zahtevi za rast bifidobakterija su manje slozeni
od onih za laktobacile, ali u pojedinim slucajevima bifidobakterija zahtevaju posebne uslove
za optimalan rast. Bifidobakterije su prirodni stanovnici GI trakta i sojevi sa probiotskim
svojstvima su uglavnom humanog porekla. Bifidobacterium vrste cine znacajan deo

probiotskih kultura koje se koriste u proizvodnji funkcionalne hrane (Radulovié i sar., 2012).
2.8.3. Mehanizmi delovanja probiotskih bakterija

Generalno, tokom zivota zdrave osobe javljaju se periodi neoptimalnog zdravlja.
Uzroci za to su raznoliki, kao $to su respiratorne ili crevne infekcije, umor, upotreba
lekova, hronican stres, bilo fizioloski ili psiholoski, kao i brojni spoljasnji nadrazaji koji
mogu oslabiti prirodni odbrambeni sistem organizma (Jankovicé i sar., 2010).

Iako je poznato da probiotici ispoljavaju odredene blagodeti po zdravlje, malo se
zna o mehanizmima njihovog dejstva na molekularnom nivou. Mehanizam delovanja moze
varirati u zavisnosti od vrste probiotika (npr. isti efekat se postize na razlicite nacine), ili, pak,
moze nastati kao rezultat kombinacije faktora, ¢ineci njegovo razjasnjenje veoma kompleksnim.

Ispoljeni efekti mogu poticati od samih probiotika i biti vezani za proizvodnju
odredenih enzima ili metabolita koji deluju direktno na nepozeljne mikroorganizme ili se
mogu ispoljavati posredstvom bakterijske DNK ili komponenata celijskog zida (Rzjkers 7
sar., 2010). Sa druge strane, moguce je da probiotici podsticu organizam domacina da sam

proizvede korisno dejstvo (FAO/WHO, 2001).
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Pretpostavlja se da nacini delovanja probiotika ukjucuju sledece:
— inhibicija rasta i delovanja patogenih mikroorganizama u GI traktu (promenom pH
vrednosti, proizvodnjom bakteriocina, kiselina i dr. komponenata, kompeticijom za

hranljive materije, posebno ugljene hidrate, potom faktore rasta i mesta za vezivanje

na crevnom epitelu) (Collade, 2009; Hojsak, 2010);

— modulacija metabolickih procesa u GI traktu (bilo povecanjem aktivnosti nekih
enzima kao §to je -galaktozidaza, koji je deficitaran kod osoba koje su osetljive na
laktozu, bilo smanjenjem aktivnosti odredenih bakterijskih enzima koji uéestvuju u
kancerogenim procesima) (FAO/WHO, 2001; WGO, 2008);

— stimulacija imunog sistema domacina (povecavanjem nivoa antitela i prenosenjem
imuno-odgovora preko imunog sistema sluzokoze creva na druga mesta u
organizmu prekrivena sluzokozom, pre svega respiratorni i urogenitalni sistem) (Ng
7 sar., 2009);

— regulacija funkcije crevnog epitela (obnavljanjem oStecene crevne barijere i
sprecavanje ostecenja epitela uzrokovanog citokinima, blokiranje proinflamatornih
odgovora patogenih bakterija)(Ng 7 sar., 2009; Tang, 2009).

Na bazi navedenih mehanizama delovanja mogudi su pozitivni ucinci probiotika na

zdravlje.

2.8.4. Uticaj probiotskih bakterija na zdravlje

Zdravstveni efekti povezani sa upotrebom probiotika su brojni (Otles i sar., 2003;
Brown i Valiere, 2004). Navedeni mehanizmi delovanja otvaraju mogucénost razlicitim
klinickim primenama, koje su na poceku bile ogranicene na crevne bolesti i infekcije, a
danas su njihove indikacije prosirene.

Benefiti po zdravlje pripisani probioticima u literaturi mogu se kategorizovati kao
nutritivni i terapeutski (Tamime i sar., 2003; Radulovi¢ i sar., 2010).

Nutritivni benefiti ukljucuju njihovu ulogu u povecanju biodostupnosti gvozda 1
minerala (Oda i sar, 1994; Scholz-Abrens i sar., 2007; Sagawal i sar., 2010a), poboljsanju

svarljivosti proteina i sintezi mnogih vitamina (Lee 7 Salminen, 2009).
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Terapeutski efekti probiotika saopsteni u literaturi obuhvataju:

— prevenciju i lecenje razlicitih vrsta dijareja, hroni¢nih upalnih bolesti creva (kao §to
su Kronova bolest, gnojni i ulcerozni kolitis i dr.) i sindroma nadrazenog creva;
— lecenje infekcije izazvane delovanjem Helicobacter pylori odgovorne za nastanak

gastritisa, ¢ira 1 kancera zeluca (Marteau i Boutron-Ruault, 2002; Sullivan i Nord, 2005,

Sheil i sar., 2007, Lee i Salminen, 2009);

— stimulaciju proizvodnje y-interferona koji povecava otpornost prema infekcijama,

kao $to su npr. infekcije respiratornih puteva (Hojsak, 2070);

— povecanje aktivnosti laktaze u mleku ¢ime se smanjuje intolerancija na laktozu (De

Vres i sar., 2001; Lomer i sar., 2008);

— smanjenje broja faktora koji dovode do bolesti srca i krvnih sudova (Narusgewicz i

sar., 2002);

— snizavanje nivoa holesterola u serumu (Klaver i VVan der Meer, 1993; De Smet i sar.,

1998);

— suzbijanje alergija (Prescott i Bjorksten, 2007, Carit, 2010);
— povecanje nivoa imunoglobulina (IgG), ¢cime se pospesuje otpornost organizma;
— smanjenje rizika od pojave nekih vrsta kancera, kao §to su kancer debelog creva

(Wollowski i sar., 2001; Rafter, 2003; Rafter, 2004, Brown i 1 aliere, 2004), besike ili

dojke (Bruce i Reid, 2003; Rao i sar., 2007, Lee i Salminen, 2009);

— pospesivanje lecenja oralnih infekcija 1 karijesa (Twetman i Stecksen-Blicks, 2007;

Glavina, 2010);

— sprecavanje ponovne pojave bakterijskih vaginoza 1 gljivicnih vaginitisa

(FAO/WHO, 2001; Falagas i sar., 2006; Falagas i sar., 2007).

Budué¢i da je poslednjih nekoliko godina doslo do naglog Sirenja antibiotske
rezistencije 1 smanjivanja delotvornosti antibiotika, razvoj primene probiotika kao
bioterapeutika predstavlja obecavajucu alternativu sa ciljem smanjenja upotrebe
antiobiotika (S/eator i Hill, 2008). Pojedini probiotski sojevi su ispoljili viSestruke efekte u
pravcu sprecavanja invazije i vezivanja patogenih mikroorganizama, inhibiranja rasta
enteropatogena ## vivo 1 jacanja imunog odgovora. Uzimajuci navedeno u obzir, upotreba

probiotika moze da smanji zavisnost od antibiotskih tretmana (Radulovié i sar., 2012). Zbog
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toga su mogucnosti biotehnoloske proizvodnje i primene probiotika kao “Zivih lekova”
dospeli u srediste nau¢nih istrazivanja (Suskovié i sar., 2009).

Smatra se da ucinak probiotika ne zavisi samo od njihove vrste ve¢ i od
upotrebljene doze. Neophodne doze probiotika veoma variraju u zavisnosti od soja, a u
literaturi se kao faktori od znacaja navode jo§ i ucestalost dnevne primene, kao i njeno
trajanje, te nacin njthovog dostavljanja u organizam (hrana, napici, kapsule, tablete ili prah) i
vijabilnost probiotskih bakterija (Iee, 2009). Da bi ostvarile svoju terapeutsku funkciju,
minimalan broj probiotskih bakterija prilikom konzumiranja, prema nekim autorima, mora
biti > 10° cfu/g (Doleyres i Lacroix, 2005; Bernardean i sar., 2006), dok drugi tvrde da ne sme
biti manji od 10’ ctu/g (Ouwehand i Salminen, 1998). Na osnovu smernica predlozenih od
strane Udruzenja svetskih gastroenterologa, nije moguce izneti op$tu potrebnu dozu
probiotika, ve¢ se doziranje mora zasnivati na istrazivanjima na ljudima i pokazanim
benefitima po zdravlje (WGO, 2008).

Lee i Salminen (2009) na spisak faktora koji uslovljavaju efikasnost primene
probiotika pridodaju jo$ i vrstu bolesti/tegobe/stanja koji se tretiraju, kao i stanje (GI
trakta) samog domacina.

Naravno, ne mogu se sva povoljna svojstva pripisivati svakoj vrsti probiotika 1
potrebno je da za svaki soj postoje dokumentovani dokazi o efektima koji se postizu. U

daljem tekstu navedene su koristi primecene kod pojedinih sojeva probiotskih bakterija.

Lactobacillus acidophilus NCFM

Istrazivanja zn vitro su pokazala da Lactobacillus acidophilus NCFM poseduje nuzan
preduslov za prezivljavanje tranzita kroz GI trakt, otpornost na zucne soli, nizak pH kao i
digestivne enzime (Daniel 7 sar., 2006; Ouwehand i sar., 2009). L.acidophilus NCFM pokazuje
dobro prijanjanje na epitel celija (Greene i Klaenhammer, 1994) 1 intestinalnu sluzokozu (Collado i sar.,
2007), a pored toga, moze da spreci prijanjanje nekih patogena (Collado i sar., 2008).

U kombinaciji sa jo§ 4 probiotska soja, pokazalo se da L. acidophilus NCFM
stabilizuje intestinalnu mikrofloru kod ljudi nakon terapije antibioticima (Engelbrekston i sar.,
2006), a da u kombinaciji sa rastvorljivim vlaknima i glutaminom poboljsava stanje kod

dijareja povezanih sa antiretroviralnim terapijama (Hezser 7 sar., 2004).
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U jednom nasumicnom istrazivanju velikog opsega uoceno je da L. acidophilus
NCFM, upotrebljavan pojedinacno ili u kombinaciji B. /Jactzs Bi-07, smanjuje pojavu
simptoma infekcija respiratornog trakta, kao §to su groznica, kasalj, “curenje” nosa kod
dece (Leyer i sar., 2009). Navedeno se, izmedu ostalog, moze objasniti uticajima ovog soja
na modlulaciju imunih odgovora (Omweband i sar., 2009).

Nadalje se pominje da ovaj soj smanjuje simptome netolerancije na laktozu kod
dece 1 pomaze u kontroli urogenitalnih infekcija kod zena (Sanders i Klaenhammer, 2001).

Jedno od najnovijih saznanja o L. acidophilus NCFM vezano je za njegovu
sposobnost da pobuduje p-opioidne i kanabinoidne receptore u probavnom traktu
zivotinja. Tako dolazi do nestanka bola u stomaku, §to moze imati veliki znacaj kod
oboljenja kakva su npr. sindrom nadrazenih creva ili deciji kolitis, ali navedeno zahteva

dalja istrazivanja na ljudima (Rousseanx i sar., 2007; Ouwehand i Labtinen, 2009).

Bifidobacterium animalis ssp. lactis HNO19

Sli¢no prethodnom soju, i u slucaju B. Jactis HNO19 in vitro istrazivanja su pokazala
da poseduje neophodne preduslove za prezivljavanje tranzita kroz probavni sistem, otporan
je na zucne soli, nizak pH i enzime digestivnog trakta (Prasad i sar., 1999). Takode ovaj soj
ima sposobnost prijanjanja na epitel celija coveka (Gopal i sar, 2007) 1 ne degradira
intestinalnu sluzokozu (Shu i sar., 1999). Odsusutvo negativnih uticaja tokom ispitivanja na
ljudima 1 duga istorija komercijalne upotrebe indikator su njegove bezbednosti (Zhou i sar.,
2005; Onweband i sar., 2009).

Najvedi benefit soja B. /actis HNO19 jeste sposobnost modulacije imunog sistema,
$to je potvrdio Citav niz ispitivanja, kako na zivotinjama, tako i na ljudima, pogotovo
strarijom populacijom, koja najéesc¢e ima smanjeni imunitet. lako kod najveéeg broja
probiotskih sojeva uticaj na imuni sistem jenjava odmah nakon prestanka njihove primene,
u slucaju B. Jactis HNO19, efekti su primeceni i nakon 6 nedelja od upotrebe (Gi// i sar.,
2001; Zhon i Gill, 2005).

Mnoge studije su potvrdile aktivnost B. /actis HNO19 protiv gastrointestinalnih
oboljenja (Shu i Gill, 2001; Shu i sar., 2001). Ispitivanja koja su ukljucivala vise od 600 dece
uzrasta od 1-3 godine ukazala su da konzumiranje B. /actis HNO19 tokom godine dana, u

kombinaciji sa galaktooligosaharidima, smanjuje mogucénost pojave dizenterije. Dodatno,
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primena ovog probiotika vremenski smanjuje trajanje ozbiljne bolesti ili groznice, kao i
pojave infekcije srednjeg uha (Sazawal i sar., 2010b). Isto tako, istrazivanje koje su sproveli
Sazawal i sar., (2010a) pokazalo je da ovaj probiotski soj u kombinaciji sa prebiotikom

doprinosi boljoj resorpciji gvozda 1 smanjenju pojave anemije kod predskolske dece.

Streptococcus thermophilus

Ima dugu tradiciju upotrebe kao starter kultura za proizvodnju jogurta, i u
unapredenju opsteg i, posebno, zdravlja digestivhog trakta. Fermentise laktozu u mlecnu
kiselinu koja je vrlo efikasna u prevenciji intolerancije na laktozu. Nastankom mlecne
kiseline snizava se pH cime se prevenira razvoj bakterija koje dovode do trovanja
(www.probiotic.org).

Celijska struktura S. thermophilus omoguéava mu da izdr#i povisene temperature
tokom industrijskih postupaka. Ovim bakterijama nedostaju geni koji sadrze povrsinske
proteine. Navedeno je vazno zbog toga s§to patogene bakterije koriste ove povrsinske
proteine kako bi se vezale za sluzokozu i “sakrile” od odbranbenog sistema organizma.
Pomazu kod hroni¢nog gastritisa (Rodriguez i sar., 2010), a pokazale su se kao vrlo dobre kod
smanjenja dijareja kod odojcadi i dece (Martean i Boutron-Ruault, 2002; Sullivan i Nord, 2005).

Imaju sposobnost da sprece pretvaranje nitrata u kancerogene nitrite. Takode,
pomazu kod infekcija tankog creva koje mogu biti veoma ozbiljne a ponekad i fatalne,

kojima su podlozni pacijenti pod hemoterapijom (www.probiotic.org).

Bifidobacterium breve

Ove bakterije odlikuju se jedinstvenom sposobno$¢u kompeticije sa ostalim
bakterijama zbog velike raznovrsnosti molekula koje mogu da svare. Poseduju superiornu
sposobnost da  razgrade bilo koju vrstu hrane, ¢ak i biljna vlakna koja se smatraju
nesvarljivim.

Posebno vaznu ulogu imaju u funkcionisanju kolona. U medicinskim istrazivanjima
obolenja kakva su npr. dijareja izazvana antibioticima, sindrom nadrazenog creva, alergije 1
sl. povezuju se sa manjkom ovih bakterija. Izgleda da B. breve inhibira E. coli. Kitajima i sar.

(1997) su utvrdili da B. breve moze efikasno da kolonizuje nedovoljno razvijena creva kod
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nedonoscadi i da doprinese njihovom brzem dobitku na tezini, §to je, verovatno, rezultat
stabilizacije intestinalne flore. Manje pozeljne bakterije koje ne ispoljavaju iste imune
benfite kao B. breve mogu da kolonizuju organizam tokom bolesti ili stresnih perioda, tako
da je potrebno nadomestiti nedostatak ovog probiotika, kako bi bolesti digestivhog trakta i
nelagodnosti koje one prouzrokuju bile redukovane (www.probiotic.org).

Na kraju treba napomenuti da, i pored svih prednosti koje pruzaju, upotreba Zivih
probiotskih mikroorganizama nije potpuno oslobodena rizika, kako potencijalnog, tako i
realnog, pogotovo u odredenim populacijama (Martean, 2001). Zbog toga je od nemalog
znacaja utvrditi mogu li se zdravstveni benefiti probiotika dosti¢i bez hazarda povezanih sa
upotrebom zivih mikroorganizama. U poslednjih nekoliko godina pojavljuju se dokazi da
¢ak 1 nezivi ili inaktivisani organizmi i njihove komponente mogu biti jednako efektivni po

zdravlje konzumenata, ali i znacajno sigurniji za upotrebu (Kataria i sar., 2009).

2.8.5. Kriterijumi za selekciju probiotskih bakterija

Izbor soja koji ¢e biti upotrebljivan kao efikasan probiotik je sloZen proces.

Prilikom selekcije sojeva preporucuje se upotreba kombinacije fenotipskih i
genetskih tehnika da bi se postigla identifikacija, klasifikacija i tipizacija. Za nomenklaturu
bakterija potrebno je upotrebiti nau¢no priznata imena, i preporuceno je da se soj deponuje
u medunarodnoj kolekciji kultura. Prema preporukama FAO/WHO (2006) neophodno je
da se identifikacija mikroorganizma prilikom selekcije obavi do nivoa vrste, odnosno soja,
s obzirom da sojevi probiotskih bakterija mogu ispoljavati razli¢ite uticaje na osnovu svojih
specificnih sposobnosti i enzimatske aktivnosti, ¢ak 1 u okviru jedne vrste. Zbog toga su
utvrdena probiotska svojstva vezana za odredeni soj 1 ne mogu se pripisati drugom soju,
nevezano za to pripada li on istoj bakterijskoj vrsti ili ne (Schrezenmeir i De 1 rese, 2001,
Margolles i sar., 2009).

Probiotski sojevi se mogu upotrebljavati 1 efiksano ispoljavati pozitivhe uticaje u
organizmu domacina samo ukoliko ispunjavaju odredene kriterijume (tabela 4). U osnovi,
zahtevi za selekciju probiotskih mikroorganizama ukljucuju, pre svega, aspekt bezbednosti,

potom funkcionalnosti, kao i tehnoloski aspekt.
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Mada je u poslednje vreme bilo predmet debata, humano poreklo probiotskih
bakterija ipak se izdvaja kao najpozeljnije, izmedu ostalog i zbog toga $to se smatra da
probiotski soj moze funkcionisati bolje u okruzenju slichom onom iz koga je prvobitno i
izolovan (npr. GI trakt coveka) (Saarela i sar., 2000). Aspekt bezbednosti podrazumeva jos 1
da sojevi imaju dugu istoriju bezbednog konzumiranja ili, pak, poseduju status “generalno
priznati kao bezbedni” (GRAS) od strane Americke asocijacije za hranu i lekove (FDA) ili
“kvalifikovanu pretpostavku bezbednosti” (QPS) od strane Evropske strucne komisije za
bezbednost (EFSA), te da ne ispoljavaju patogena svojstva, ne izazivaju infektivne bolesti
GI trakta, kao i da ne razlazu zuc¢ne soli (Saarela i sar., 2000).

Pojedine BMK poseduju gene antibiotske rezistencije, $to, s obzirom na njihovu
prisutnost u GI sistemu u velikom broju, moze imati povoljno dejstvo na organizam
domacéina. Medutim, zbog mogucnosti prenosenja ovih gena na pateogene bakterije u
crevima postoji potreba da se proceni bezbednost potencijalnih probiotskih sojeva vezano
za njihovu sposobnost sticanja 1 Sirenja antibiotske rezistencije, sto je jedan od esencijalnih
kriterijuma pri selekciji probiotika (Radulovié i sar., 2012).

Nadalje, probiotici moraju preziveti prolaz kroz gornji GI trakt, sti¢i zivi na mesto
delovanja i, naravno, neophodno je da budu sposobni za funkcionisanje u okruzenju
prisutnom u crevima. Mikroorganizmi uneti sa hranom koji zapocinju svoj put ka donjem
delu intestinalnog trakta preko usne duplje, izlozeni su tokom tranzita kroz probavni sistem
sukcesivnom stresu koji uti¢e na njihovo prezivljavanje. Probiotske bakterije moraju da
prevazidu fizicke i hemijske barijere u GI sistemu, posebno kiselo okruzenje u Zelucu, a
potom i dejstvo hidrolitickih enzima i Zuénih soli u tankom crevu. Zué uti¢e na smanjenje
prezivljavanja bakterija unistavanjem njthovih celijskih membrana, cije osnovne
komponente ¢ine lipidi i masne kiseline, a ovakve modifikacije mogu da uticu ne samo na
propustljivost ¢elija i njihovu vijabilnost, ve¢ i na interakcije izmedu membrane 1 okruzenja
(Radulovic i sar., 2012). Rezistencija na uslove humanog probavnog trakta varira od soja do
soja. Karakteristicno je za laktobacile da svoje pozitivne efekte ispoljavaju u tankom crevu -
ileumu, dok je za bifidobakterije svojstveno da su aktivne u debelom crevu — kolonu (Goldin
7 Gorbach, 1992). Za proucavanje probiotskih sojeva u GI traktu potrebno je da postoje
molekularne tehnike pomocu kojih bi se uneseni probiotici razlikovali od hiljada drugih bakterija
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koje ¢ine crevni ekosistem, kao i nacini da se utvrde efekti probiotika na domacina (Saarela i sar.,
2000).

Sposobnost adhezije, kao 1 interakcije sa patogenim mikroorganizmima se smatraju
vaznim funkcionalno-fizioloskim kriterijumom za izbor probiotskih sojeva (Salminen i sar.,
20170). Od sposobnosti adhezije tj. adsorpcije na crevni epitel zavisi zadrzavanje probiotika
u GI traktu, a samim tim i njihov uticaj na zdravlje. Adhezija probiotskih sojeva u
intestinalnom traktu moze biti specificna i nespecificna. Specificna adhezija oznacava
vezivanje adhezina na povrisni bakterijske celije sa receptorom na celiji crevnog epitela
Nespecificna adhezija obuhvata elektrostaticke 1 hidrofobne interakcije (Radulovi¢ i sar.,
2012) koje su cesto inicijalna faza koja prethodi specificnoj adheziji (Cari, 2010).
Probiotske bakterije ne moraju se vezivati isklju¢ivo na same epitelne Celije, vec i za sluzavi
(mukozni) sloj koji izlucuju humane crevne Celijje, ¢ime se podsti¢u imuni efekti i stabilizuje

intestinalna barijera sluzokoze (Saarela i sar., 2000).

Tabela 4. Zahtevi pri selekciji probioskih sojeva (Radulovic i sar., 2012)

Procena bezbednosti: nepatogeni, netoksicni, antialergijski, antimutageni
Pozeljne metabolicke aktivnosti i otpornost na antibiotike/osetljivost
Rezistencija na nizak pH, Zuc¢ne soli

Sposobnost adhezije na intestinalne éelije

Sposobnost supresije adhezije patogena

Proizvodnja antimikrobnih supstanci

Kolonizacija GI sistema ¢oveka

Antagonizam prema kancerogenim i patogenim bakterijama
Prezivljavanje razlicitih tehnoloskih postupaka u proizvodniji
Klinicki potvrdeni 1 dokumentovani uticaji na zdravlje

Eksperimenti 7z vivo 1 in vitro su pokazali da se neki sojevi laktobacila vezuju za
specificne receptore na zidu creva, zauzimajuéi na taj nacin mesto Stetnim bakterijama
(Helicobacter pylori, Esherichia coli). Jo$ jedno od funkcionalnih svojstava neophodno pri
selekciji probiotskih bakterija jeste i proizvodnja antimikrobnih komponenata. Medu
antimikrobne supstance koje proizvode probiotici, a koje predstavljaju znacajnu prednost u
borbi sa patogenim i drugim Stetnim bakterijama, spadaju i masne kiseline, organske
kiseline, vodonik-peroksid, diacetil, aceton, kao i najproucavaniji od svih - peptidi sa

inhibitornim dejstvom - bakteriocini (Todorov i sar., 2011). Sposobnost probiotika da se
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nastane u GI traktu povecava se sa njihovom sposobnoséu da eliminisu konkurentske
mikroorganizme.

Bakterijski enzim B-glukuronidaza moze hidrolizovati mnoge glukuronoide (Sto je
jedan od mehanizama detoksifikacije u organizmu) i tako oslobadati kancerogene aglikone
u crevo. Radovi nekih istrazivaca pokazali su da je dodatak BMK u ishrani pacova znacajno
smanjio aktivnost nekih fekalnih enzima, povezanih sa kancerogenim efektom. Tako L.
acidophilus  smanjuje aktivhost spomenute J-glukuronidaze, ali 1 nitroreduktaze i
azotoreduktaze (Rafter, 2003).

Pored gore navedenih kriterijuma, izabrani probiotski sojevi moraju biti u stanju da
opstanu dobro u hrani i da poseduju odgovaraju¢a tehnoloska svojstva (adekvatan rast,
oporavak, pogodnost zamrzavanja, dehidratacije, skladistenja, distribucije). Osim toga,
vazno je da probiotik dodat u hranu obezbedi odrzavanje pozeljnih senzornih svojstava,
odnosno da ne utice negativno na ukus, miris 1 teksturu hrane ili pi¢a (Saarela i sar., 2000;
Suskovic i sar, 2001; Radulovié i sar, 2072). Tehnoloski aspekti neophodni za primenu
probiotika u hrani detaljnije su opisani u poglavlju 2.8.5.1.

In vitro testiranja na osnovu navedenih kriterijuma za selekciju probiotika, iako ne
predstavljaju definitivan korak u izbora soja, mogu da pruze korisne pocetne informacije.
Od znacaja u izboru soja je i validacija upotrebom model sistema, kao $to je npr. SHIME
(simulator humanog crevnog ekosistema), ¢iji je cilj da imitira kompleksne fizioloske i
fizickohemijske reakcije 7z vivo. Medutim, krajnji dokaz probiotskih efekata zahteva proveru
valjanosti kroz dobro osmisljena i statisticki solidno izvedena klinicka ispitivanja. Alati koji
se mogu koristiti u takvim procenama obuhvataju 7z vitro studije, ispitivanja svojstava soja,
farmakokineticke studije, istrazivanja na zivotinjama, koriscenje intestinalnih modela,
ispitivanja na ljudima i epidemioloski nadzor. Pri navedenim istrazivanjima neophodno je

ispitati svaki soj pojedinac¢no (Radulovic i sar., 2012).

2.8.5.1. Tehnoloski aspekti selekcije probiotika i faktori koji uti¢u na
njihovu primenu u prehrambenim proizvodima

Generalni termin “probiotici” uklju¢uje probiotske lekove/preparate (koji tretiraju,

lece ili sprecavaju odredenu bolest), probiotsku hranu (ukljucujuéi same namirnice ili
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njihove sastojke, kao i dijetetske suplemente), mikrobe za direktno konzumiranje
(probiotici za Zivotinjsku upotrebu), kao i dizajnirane probiotike (genetski modifikovane)
(Sanders, 2009).

Ishrana se samatra osnovnim faktorom u regulisanju kolonizacije mikroorganizama
u GI traktu coveka. Hrana §titi probiotike u zelucu, a osim toga moze sadrzati 1 druge
funkcionalne sastojke koji mogu interagovati sa probioticima i uticati na njihovu
tunkcionalnost (Ranadheera i sar., 2010).

Tradicionalni prehrambeni proizvodi sa probiotskim bakterijama su jogurt i kiselo
mleko. Tehnike i tehnologije za inkorporaciju ovih organizama u mlec¢ne proizvode su
danas relativho razradene. Permanentna pojava klinickih dokaza o dobrobitima po
konzumente 1 medijska paznja koja prati ovakve sastojke, ucinili su da probiotici danas
postanu kategorija komponenata funkcionalne hrane koja se najbrze razvija (Slan, 2004,
Jankovic i sar., 2010; Cruz, 7 sar., 2010). Fabrike prehrambenih proizvoda Sirom sveta tragaju
za daleko $irim opsegom primene probiotika u hrani i napicima. Medutim, inkorporiranje
zivih probiotskih mikroorganizama u hranu i, potom, odrzavanje istth u zivotu tokom
celokupnog perioda skladistenja, predstavlja znacajan izazov za prehrambene tehnologe.

Uopsteno gledano, kako navodi Crittenden (2009) postoji pet osnovnih momenata na
koje se mora obratiti paznja prilikom primene probiotika u hrani:

1. odabir kompatibilne kombinacije probiotskog soja 1 vrste namirnice u koju se
probiotik dodaje;

2. primena postupaka proizvodnje koji omogucavaju prezivljavanje probiotika;

3. obezbedivanje sastava namirnice koji pogoduje razmnozavanju probiotika, ukoliko
je potrebna fermentacija;

4. odabir sastava namirnice, ambalaze i uslova sredine koji omogucavaju adekvatno
prezivljavanje probiotika tokom lanca prodaje finalnog proizvoda i vremena
skladistenja;

5. sprecavanje pojave nezeljenih uticaja na ukus 1 teksturu proizvoda od strane
probiotika.

Vedina probiotskih preparata koji su komercijalno dostupni se dostavljaju u veoma

koncentrovanoj formi i uglavnom su napravljeni za direktnu upotrebu u insutriji.
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Koris¢enje ovakvih preparata je uobicajeno imajuéi u vidu poteskoée vezane za
razmnozavanje probiotskih mikroorganizama na licu mesta. Najcesce se ove komercijalne
kulture mogu naci u zamrznutom ili u liofilizovanom obliku (Saarela i sar., 2000). Preparati
se moraju skladititi prema uputstvima proizvodaca kako bi se izbegao brz gubitak
vijabilnih ¢éelija. Za preparate u suvom, praskastom obliku to podrazumeva skladistenje na
hladnom mestu i izbegavanje dodira sa vlagom, dok je za smrznute kulture vazno
odrzavanje konstantne temperature i sprecavanje ponovnih otapanja (Mattila-Sandholn: i sar.,
2002).
Probiotici mogu biti inkorporirani u hranu ili napitke na razlicite nacine:

» suvim umes$avanjem u hranu (kao $to je npr. decija);

A\

dispergovanjem u tecne ili polutecne proizvode (u tipu sokova ili sladoleda);
» inokuliranjem u fermentisane proizvode (sli¢no jogutru ili kiselom mleku).

U prva dva navedena slucaja probiotici se ne razmnozavaju u proizvodu i najcesce
se dodaju u dozama reda veli¢ine 10"-10° cfu/g. U fermentisanim proizvodima postoji
mogucnost izvesnog rasta i povecanja broja probiotskih mikroorganizama tokom
fermentacije, $to omogucava dodatak nesto manjeg pocetnog broja mikroorganizama.

Broj odrzivih ¢elija probiotika obi¢no opada tokom skladiStenja proizvoda, pri
cemu stepen opadanja zavisi od niza faktora. Da bi se nadomestili eventualni gubici,
teoretski je moguce postici prihvatljiv broj zivih celija unosenjem vece koli¢ine probiotika
tokom same proizvodnje, buduc¢i da je konzumiranje probiotskih organizama, generalno,
bezbedno, tako da ne bi trebalo da predstavlja rizik po zdravlje (Salminen i sar., 1998;
Martean, 2001; Snydman, 2008). Medutim, u praksi znacajno prekoracenje u dozama
probiotika, se moze pokazati kao veoma skupa investicija, imajuci u vidu relativno visoku
cenu probiotskih kultura. Takode, mogu postojati i ograni¢enja u smislu senzornih
svojstava proizvoda u odnosu na kolicinu probiotika dodatih u hranu. Zbog svega
navedenog, postavlja se kao imaperativ odrzavanje vijabilnosti probiotika u hrani tokom
njene proizvodnje i skladistenja (Crittenden, 2009).

Osnovni faktori od znacaja koji mogu uticati na sposobnost probiotika da prezive u
hrani ukljucuju:

A fiziolosko stanje dodatih probiotika;
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fizicke 1 hemijske uslove proizvodnje namirnice;
hemijski sastav proizvoda (kiselost, nutrijenti, vlaga, kiseonik);

interakcije sa ostalim komponentama proizvoda (inhibitornim ili protektivnim);

= > >

fizicke uslove skladistenja proizvoda (npr. temperatura) (Crittenden, 2009).

Prvi korak pri inkorporiranju probiotika u hranu je identifikovanje stepena podudaranja
svojstava izabranih sojeva probiotika i tehnoloskih faza proizvodnje namirnice, njenog
sastava 1 uslova skladiStenja. Navedeno moze da oznacava i kompromis izmedu Zeljenih
efekata po zdravlje i tehnoloskih mogucnosti odredene vrste probiotika za primenu u
odgovarajucoj namirnici. Tokom procesa razvoja novog prehrambenog proizvoda
potrebno je raditi sa sojem koji poseduje proverena probiotska svojstva, na kome su
sprovedena istrazivanja, kako bi se obezbedilo da izabrani soj ima dobru sposobnost
prezivljavanja u hrani, potom odgovarajuca tehnoloska svojstva i, najvaznije, da ne utice
Stetno na ukus, miris i teksturu namirnice.

Vazan faktor u prezivljavanju predstavlja fiziolosko stanje probiotika u kome se nalaze
jer suve Celije u stanju mirovanja mogu imati duzu trajnost od vegetativnih celija. Bakterije
su sposobne da odole nepovoljnim uslovima sredine aktiviranjem razli¢itth mehanizama
tolerancije stresa. Aktiviranje proteina stresa, izlaganjem celija nepovoljnim uslovima kao
$to su toplota, hladnoéa, nedostatak hrane, nizak pH i osmotski pritisak, moze usloviti da
probiotici bolje podnose nepovoljne uslove tokom proizvodnje hrane, skladistenja i tranzita
kroz GI trakt (Ross 7 sar., 2005).

Temperatura je jedan od kriticnih faktora koji uticu na prezivljavanje probiotika
tokom proizvodnje i skladistenja. Generalno se moze smatrati da, $to je temperature niza,
to ¢e i odrzivost probiotika u hrani biti stabilnija. Tokom same proizvodnje hrane,
temperature iznad 45-50°C su $kodljive po preZivljavanje probiotika. Sto je temperature
visa, potrebno je kraée vreme izlaganja istoj, kako bi se izbegao ozbiljan pad u broju
vijabilnih celija, 1 to vreme se meri u satima ili minutima na 45-50°C, a sekundama na visim
temperaturama. Iz toga proizilazi da proboitike treba dodavati u fazama sniZzavanja
temperature tokom proizvodnjih procesa. Povisene temperature, takode imaju i Stetno

dejstvo tokom transporta i skladiStenja proizvoda.
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Za probiotske preparate koji su u obliku praha sa bakterijama u stanju mirovanja
aktivnost vode je krucijalna determinanta za prezivljavanje tokom skladistenja (Mattila-
Sandholm i sar., 2002; Nebesny i sar., 2007). Sa poveéanjem sadrzaja vlage i aktivnosti vode,
prezivljavanje probiotika se znacajno smanjuje. Probiotici mogu da prezive tokom dugog
vremena skladiStenja (12 mececi i vise) na sobnoj temperaturi u suvim proizvodima, sve
dok se u njima moze odrzavati nizak nivo vlage (barem izmedu vrednosti a, od 0.2 do 0.3).
Uopsteno se moze smatrati da, sto je aktivnost vode niza, to ¢e prezivljavanje bakterija biti
bolje. Postoji znacajna interakcija izmedu aktivnosti vode 1 temperature, kada je re¢ o
njthovom uticaju na prezivljavanje probiotika u stanju mirovanja. Sa povecanjem
temperature skladiStenja povecava se i Stetno dejstvo vlage. Mada precizan mehanizam koji
dovodi do odumiranja probiotskih celija ostaje nepoznanica, smatra se da izvesnu ulogu u
ovim procesima ima osmotski pritisak (Mugnier i Jung, 1985). Uprkos jasnim dokazima da
vrlo niska vrednost aktivnosti vode pospesuje vijabilnost pobiotika, mogu se javiti izvesna
ogranicenja u tehnoloskom smislu vezana za smanjenje vrednosti aktivnosti vode do veoma
niskog nivoa. Navedeno ukljucuje troskove energije za susenje, nepovoljan uticaj na ukus
hrane i poteskoce u vlazenju i dispergovanju preparata u prahu. Upotrebom odgovarajuceg
ambalaznog materijala moguce je spreciti gubitak vlage tokom skladistenja.

Laktobacili i bifidobakterije se smatraju anaerobnim mikroorganizmima 1 kzseonik
moze biti Stetan po njthov rast i prezivljavanje. Medutim, nivo senzitivnosti na kiseonik
znatno varira medu razlicitim vrstama i sojevima (Kawasaki i sar., 2006). Generalno,
laktobacili, koji su uglavhom mikroaerofilni, su tolerantniji prema kiseoniku od
bifidobakterija, na nivou na kom kiseonik ne predstavlja najvazniji faktor za njihovo
prezivljavanje. Sa druge strane, veéina probiotskih bifidobakterija se ne razmnozava u
prisustvu kiseonika (Crittenden, 2009). Medutim, mnoge bifidobakterije imaju enzimatske
mehanizme (preko NADH-oksidaze i NADH-peroksidaze) za limitiranje Stetnog dejstva
kiseonika (Shimamura i sar, 1992). Soj B. animalis subsp. lactis je relativno otporan na
oksidativni stres. Za sojeve osetljive na kiseonik dostupne su izvesne strategije za
preveniranje Stetnosti kiseonika u prehrambenim proizvodima. Antioksidansi, kao $to su
askorbinska kiselina ili cistein, pokazali su se kao komponente koje poboljsavaju

prezivljavanje probiotika (Dave i Shabh, 1997; Bolduc i sar., 2006), a isto tako i koris¢enje
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barijere prema kiseoniku ili pakovanje u modifikovanoj atmosferi (Talwalkar i sar., 2004).
Kako prisustvo kiseonika katkad Steti vijabilnosti probiotika u hrani, preproucuje se
minimiziranje procesa koji uklju¢uju visok nivo aeracije, posebno kada se upotrebljavaju
bifidobakterije.

Kompatibilnost probiotika sa ostalinz komponentama u sastavn hrane moze imati
znacajan uticaj na prezivljavanje bakterija. Interakcije izmedu probiotika i drugih prisutnih
sastojaka mogu biti Stetne, neutralne ili, pak zastitne po stabilnost probiotika (Mattila-
Sandholm i sar, 2002). Na prezivljavanje probiotika Stetno dejstvo imaju antimikrobne
komponente, ili povisen sadrzaj sastojaka kao $to su npr. soli, organske kiseline i nitrati
(Boylston i sar., 2004, Kourkoutas i sar., 20006).

Posebno je interesantna interakcija izmedu polifenolnih jedinjenja, sa dominantnim
antioksidativnim svojstvima, i probotika, do kojih moze do¢i u nekim vrstama funkcionalne
hrane, kao $to su voéni jogurti ili probiotske ¢okolade. Naime, u pojedinim istrazivanjima
(Duda-Chodak i sar., 2008) se pominje da, interesovanje za polifenolne komponente raste,
izmedu ostalog, i zbog njihovih antibakterijskih svojstava prema mnogim bakterijskim
vrstama, ali je veéina radova zasnovana na patogenim mikroorganizmima ili onima koji
izazivaju kvarenje hrane. Medutim, pojedini autori ukazuju da antioksidansi mogu takode
imati negativan uticaj i na bakterije koje su u ¢ovekovom organizmu pozeljne, kao sto su
probiotske bakterije (Tabasco i sar, 2011). Poznavanje interakcija izmedu odredenog
probiotika i antioksidanasa je neophodno radi odgovarajuce upotrebe ovih komponenata.
Narocito se javljaju nedoumice kada se hrana bogata antioksidativhim komponentama
dopunjava probiotskim bakterijama (Duda- Chodak i sar, 2008), kao sto je slucaj u
eksperimentu sprovedenom u okviru ove doktorske disertacije. Na osnovu rezultata
dobijenih sa drugim mikroorganizmima moglo bi se pretpostaviti da bi prisustvo
antioksidanasa moglo znacajno da smanji broj probiotskih bakterija ili ¢ak da dovede do
njthovog unistenja. Osim toga, i neke druge komponente, kao $to su tanini ili alkaliodi,
mogu ispoljiti antibakterijske efekte. LoCasio 7 sar., su u svojoj studiji sprovedenoj 2006.
godine ispitivali sposobnost pojedinih mikroorganizama uobi¢ajeno prisutnih u hrani,
medu kojima i jednog probiotskog soja bifidobakterija, da apsorbuju i/ili transformisu

odredene flavonoide, ukljucujudi 1 katehin. Celije mikroorganizama su bile u stanju u kojem
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se nisu razmnozavale ali su bile metabolicki aktivne. Utvrdeno je da su gubici katehina bili
minimalni (< 5 %), ili su potpuno izostali. Duda-Chodak i sar. (2008), ispitivali su uticaj
komponenata sa antioksidativnim svojstvima na IL.case/ kao predstavnika probiotskih
mikroorganizama. Izmedu ostalog, rezultati su pokazali da je katehin u koncentraciji od
100-400 pM ispoljio stimulativni efekat na rast L. casei. Nasuprot tome, Tabasco 7 sar., (2011)
proucavali su dejstvo ekstrakta kostica grozda bogatog flavan-3-olima na rast BMK i1
bifidobakterija. Rezultati su pokazali preovladujuci inhibitirni uticaj ispitivanih ekstrakata na
rast probiotskih bakterija. Medutim, bez obzira da li su u svojim istrazivanjima utvrdili da
pojedine polifenolne komponente sa antioksidativnim svojstvima ispoljavaju neutralan,
stimulativan ili inhibitoran uticaj na probiotske bakterije, svi pomenuti autori su dosli do
zajednickog zakljucka da navedeni uticaj veoma zavisi od koncentracije polifenola, njihove
strukture 1 da se povecava sa sadrzajem procijanidina. Osim toga, krajnji efekat zavisi 1 od
vrste probiotskih bakterija, odnosno, specifican je ¢ak i na nivou soja.

Nadalje, neke supstance, substrati rasta, kao sto su npr. izvori ugljenika (glukoza),
izvori azota 1 faktori rasta (npr. ekstrakt kvasca ili proteinski hidrolizati), ili, pak, minerali 1
vitamini, mogu se dodati da bi pospesili rast probiotskih bakterija (Rajiv i Shah, 1997;
Kailasapathy i Chin, 2000; Mattila-Sandholm i sar., 2002). Ostali sastojci namirnice mogu
protektivno delovati na vijabilnost probiotika time $to ¢e delovati kao nosaci (Ross 7 sar.,
2005; Saarela i sar, 2006). Na kraju i sama struktura/matriks namirnice moze delovati
zastitno. Primer za to je sir, u kome anaerobna sredina, visok sadrzaj masti i celokupan
sastav deluju kao branik koji pomaze zastiti probiotskih celija, kako u samom proizvodu,
tako 1 u intestinalnom traktu (Boy/ston i sar., 2004).

Komponente koje u najve¢oj meri doprinose razvoju probiotika su, svakako,
prebiotici. Ovi nesvarljivi oligosaharidi selektivno stimuliSu razmnozavanje i/ili aktivnost
jedne ili ograni¢enog broja bakterijskih vrsta u kolonu, a zajedno sa njima ispoljavaju
sinergisticki efekat koji doprinosi zdravlju domacdina.

Od faktora koji mogu dovesti do smanjenja broja zivih celija, pominju se odredent
postupci tokom proizvodnje ili manipulacije same namirnice. Iako laktobacili i
bifidobakterije spadaju u mikroorganizme sa debelim ¢elijskim zidovima koji su u stanju da

podnose sile trenja koje nastaju prilikom standardnih proizvodnih procesa hrane, izvesni
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postupci koji ukljucuju jake sile trenja, kao §to su mesanje ili homogenizacija, mogu dovesti
do gubitaka celija. Isto tako, ponovno zamrzavanje jednom otopljenih celija uzrokuje
ostecenje ¢éelijskih membrana 1 Stetno je po prezivljavanje probiotika.

Niske pH wvrednosi u Zelucu predstavljaju jednu od prvih prepreka sa kojom se srecu
probiotske kulture nakon ingestije, pa je sposobnost njihovog prezivljavanja u ovakvim
uslovima od izuzetne vaznosti (Ross 7 sar., 2005). Brojna in vitro 1 in vivo istrazivanja su
pokazala da probiotske bakterije mogu da prezive tranzit kroz GI trakt coveka u kojem su
celije izloZzene vrednostima pH oko 2.0, mada je vreme izlaganja ovakvim uslovima
relativno kratko (1-2 sata)(Salminen i sar., 2004; Radulovié i sar., 2010). Bifidobakterije
pokazuju manju toleranciju ka kiselosti, u odnosu na laktobacile, medutim, vrsta B. animalis
subsp. lactis je tolerantnija prema kiselosti od veéine ostalih bakterija u covekovom
intestinalnom traktu, te je zbog toga najcesce koristena bifidobakterija u hrani (Salminen i
sar., 2004).

Nosaci, kao $to su dijetalna vlakna, poboljsavaju vijabilnost na niskim vrednostima
pH (Saarela i sar., 2006). Prezivljavanje laktobacila u kiseloj sredini je pobolj$ano u prisustvu
Secera koji se mogu metabolisati, a koji omogucavaju protonima celijskih membrana da
sprece snizavanje pH vrednosti unutar Celije (Corcoran i sar, 2005). Navedeno moze
poboljsati  prezivljavanje tokom tranzita kroz probavni trakt, mada poboljsanje
prezivljavanja tokom skladistenja hrane nije ispitano. Takode, prisustvo mleka ili mle¢nih
proteina u zeludacnom soku moze znatno povecati pH vrednost i time omoguéiti bolje
prezivljavanje nekih laktobacila i bifiodobakterija (Charteris i sar., 1998).

Uprkos nespornim benefitima koje ispoljavaju probiotski mikroorganizmi, njithova
osetljivost na veliki broj pomenutih faktora, bilo tokom samog proizvodnog postupka, bilo
nakon ingestije, moze umnogome uticati na konkretne koristi njihove primene. Zbog toga
se u poslednje vreme ulazu istrazivacki napori za iznalazenje novih tehnika zastite
probiotika, kako tokom proizvodnje i skladistenja, tako i tokom prolaska kroz sistem
organa za varenje. U tom smislu indukcija urodenog Celijskog odgovora na stres (Ross 7 sar.,
2005) tj. sposobnosti adaptacije na stres moze znacajno povecati prezivljavanje tokom
izlaganja toploti, susenju ili dejstvu zeludacne kiseline (Saarela i sar., 2004; Desmond i sar.,

2004). Pored navedenog, dadavanje razlicitth protektivnih komponenata probiotskim
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kulturama moze takode dovesti do poboljsanja njthove vijabilnosti tokom proizvodnje: na
primer upotreba termoprotektanata kao sto je trehaloza (Conrad i sar., 2000) tokom susenja
u spreju, ili krioprotektanata, poput inulina, nekih $ecera ili sorbitola tokom procesa susenja

zamrzavanjem (liofilizacije) (Carvalho i sar., 2004).

2.8.6. Mikroinkapsulacija kao nacin zastite probiotskih bakterija

Kao jedan od nacina zastite korisnih probiotskih bakterija od nepovoljnih uslova
okruzenja, poput dejstva kiseonika, kiselosti hrane, smrzavanja, visokih temperatura ili
vlage, prisutnih pri proizvodnim postupcima (liofilizacija, suSenje u spreju), delovanja
bakteriofaga, i dr., koji ujedno predstavlja i sistem njihove isporuke ali i oc¢uvanja u GI
traktu coveka, jeste mikroinkapsulacija. Ova tehnika se definiSe kao proces pakovanja
osetljivog materijala u specijalne polupropustljive polimerne membrane formiranjem cestica
ili kapsula, koje potom mogu osloboditi svoj sadrzaj kontrolisanom brzinom pod
specificnim uslovima (Shabidi i Han, 1993; Zuidam i Nedovié, 2070). Na taj nacin se
omogucava da aktivhe komponente koje ¢ine jezgro, budu odvojene od okruzenja pomocu
protektivnog filma, pri ¢emu samo odvajanje traje do momenta zeljenog oslobadanja
funkcionalnog sastojka jezgra (Ross i sar, 2005). Polupropustljiva membrana omogucava
prolaz nutrijenata ili metabolita, a sadrzaj jezgra se oslobada bilo mehanic¢kim cepanjem,
rastvaranjem ili topljenjem membrane, bilo procesom difuzije (Kailasapathy, 2002),
osmotskim Sokom ili delovanjem povisenog pritiska (Zuidam i Nedovié, 2010). Pominju se 1
agesni koji dovode do otpustanja, tzv. okidaci, medu koje spadaju i promena pH vrednosti,
dejstvo toplote, enzimska aktivnost, osmotski pritisak, prisustvo odredenih hemijskih
komponenata i vreme skladistenja (Gouin, 2004; Mortazgavian i sar., 2007). U prehrambenoj
industriji najces¢e primenjivan nacin oslobadanja mikrokapsule je rastvaranje, npr.
dodatkom vode u dehidrisane preparate. Osim zastite, ovom tehnikom se doprinosi vecoj
stabilnosti komponenata jezgra, produzava trajnost 1 obezbeduje njthovo neprekidno i
kontrolisano otpustanje (17dhyalakshmi i sar., 2009).

Pri mikroinkapsulaciji probiotskih sojeva svaka mikrokapsula se sastoji od

hidrokoloida obavijenih oko bakterijske celije. Najcescéi geometrijski oblik kapsula je sferan
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ili elipti¢an, sa ujednac¢enom/glatkom ili, pak, hrapavom povrsinom. Kao $to jezgro moze
biti sacinjeno od jedne ili vise celija, tako se 1 membrana moze sastojati od jednog ili
nekoliko zidova, ¢ime se povecava efikasnost inkapsulacije (S#rand i sar., 2004; Mortazavian i
sar., 2007). Kapsule mogu biti razli¢itih veli¢ina, od submikronskih, do onih od nekoliko
milimetara.

Za izvodenje postupka mikroinkapsulacije na raspolaganju je nekoliko tehnika:
emulgovanje, ekstruzija, suSenje (u spreju, u fluidizovanom sloju, susenje zamrzavanjem -
liofilizacija), kao i tehnike sprej-oblaganja (Nedovic i Willaert, 2004; Nedovic i Willaert, 2005,
Manojlovié i sar., 2010, Petrovié, 2071). Najcesce se kao nosaci koriste: alginat, kapa-karagenan,
skrob, hitozan, zelatin, lipidi, proteini surutke, voskovi (npr. karnauba), biogume, kao $to su
ksantan, guar guma ili guma rogaca. Sa opremom koja je trenutno na raspolaganju tehnike
poput emulgovanja ili ekstruzije ne mogu da obezbede velike koli¢ine mikro ili nano
kapsula uniformne velicine. Uvodenjem tehnika susenja ili sprej-oblaganja omogudilo je
proizvodnju kapsula, odnosno cestica u dovoljnim koli¢inama za industrijsku upotrebu
(Petrovic i sar., 2007).

Za uspesnu mikroinkapsulaciju postoji nekoliko neophodnih uslova:

" materijal za formiranje kapsula mora biti jestiv, jeftin, i kompatibilan sa namirnicom u
koju ¢e probiotik biti primenjen;

* proces mikroinkapsulacije mora biti jednostavan, jeftin i ne sme uticati na redukciju i
vijabilnosti probiotika;

" cfikasnost inkapsulacije mora biti visoka (npr. 100 % bakterija u suspenziji mora biti
inkapsulisano);

* mikrokapsule moraju sadrzavati veliku koli¢inu (%ov/v) probiotika;

* mikrokapsule ne smeju imati Stetan uticaj na ukus i teksturu hrane ili pi¢a (male
kapsule velicine <30 pum);

* mikrokapsule moraju $tititi probiotike od velikog broja spoljnjih faktora tokom
proizvodnje 1 skladistenja, pri ¢emu su dva najvaznija faktora niska pH vrednost i
vlaga;

* mikrokapsula mora biti u stanju da ispusti/oslobodi probiotske baktetije u crevima

na tacno odredenoj poziciji (Crittenden, 2009).
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Ding i Shah (2009) su inkapsulisali deset probiotiskih sojeva (I.. rhammnosus, B. longum,
L. salivarius, L. plantarum, L. acidophilus, L. paracasei, B. lactis Bl-04, B. Jactis Bi-07, HOW.ARU
L. rhamnosus i HOW.ARU B. bifidum) na razli¢itim nosacima: alginatu, guar gumi, ksantan
gumi, gumi rogaca i karagenan gumi, a potom su ispitivali njthovu otpornost prema dejstvu
zeludacne kiseline 1 zucnih soli u odnosu na kontrolne ¢elije koje nisu bile inkapsulisane.
Generalno, primena ove tehnike se pokazala uspesnom pri ¢emu su se alginat, ksantan i
karagenan gume pokazale kao najbolji materijali za inkapsulaciju, buduci da su u vecoj meri
odbezbedili prezivljavanje probiotiskih bakterija u odnosu na slobodne, pri izlaganju vtlo
niskom vrednostima pH (2.0) i visokim koncentracijama soli. U drugom istrazivanju celije
B. bifidum koje su bile inkapsulisane na nosacu nacinjenom od alginata, pektina i proteina
surutke i zastiene sa dve membrane, prezivele su pH vrednost od 2.5 u trajanju od 2 sata,
dok slobodne éelije nisu prezivele navedene uslove, a ovim sistemom je obezbedena 1 dalja
zastita pri izlaganju Celija dejstvu zucnih soli (Guerin i sar., 2003). Na osnovu in vitro
testiranja nekoliko razli¢itth probiotskih sojeva, Kotikalapudi (2009) je u eksperimentu u
okviru svoje magistarske teze, selektovala L.acidophilus kao soj koji ¢e podvrgnuti
inkapsulaciji na matriksu sacinjenom od mesavime proteina graska 1 alginata.
Trimilimetarske kapsule su, zatim, izlozene simuliranim uslovima Zeluca. Inkapsulacija
navednih bakterija pokazala je znacajan (p < 0.05) protektivni efekat tokom dvocasovnog
izlaganju pH = 2.0, posto je gubitak vijabilnih celija unutar kapsula iznosio oko 1 log
cfu/ml, dok su nezastiCene Celije ispoljile gubitak veéi od 6 log cfu/ml, tokom istog
vremenskog perioda. Takode je ustanovljeno da su laktobacili inkapsulisani na nosacu od
kalcijum alginata pokazali povecanu toleranciju prema toploti (Selmer-Olsen i sar., 1999), a B.
ruminatium susene u spreju imale su produzenu vijabilnosti tokom skladistenja (O Riordan i
sar., 2001). Isto tako, inkorporacija gumi akacije u medijum za susenje bila je uspesna u
poboljsanju stabilnosti susenih kultura L. paracasei NFBC 338 tokom skladistenja na 15 1
30°C 1 to do 1000 puta, a pruzila je i zastitu bifodobakterijama (Lzan i sar., 2002). Laktobacili
suseni u spreju koji je sadrzao gumi akaciju, ispoljile su mnogo bolje prezivljavanje nego
kontrolne kulture tokom cetvoronedeljnog skladistenja u Sirokom rasponu temperatura od
4 do 30°C. U istom eksperimentu je pokazano je da je njihovo prezivljavanje ¢ak 100 puta
vece pri izlaganju zivotinjskim zeluda¢nim sokovima tokom 120 minuta u poredenju sa

kontrolnim kulturama susenim u spreju (Desmond i sar., 2002).
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Vidhyalakshmi i sar. (2009) predvidaju da Ce, uz stalan razvoj, u skoroj buducnosti
mikroinkapsulacija dobiti jos vise na znacaju posto nije daleko dan kada ¢e ona posluziti
kao alat za visestruku ispostavu korisnih komponenata na zeljena mesta u GI sistemu,
ukljucujuéi probiotike, prebiotike i1 nutraceutike koinkapsulisane u istoj membrani,
otvarajuci tako nove oblasti njihove terapeutske primene, a ujedno i ispitivanje slozenijih
matriksa namirnica.

Pored mikroinkapsulacije, jedan od najsavremenijth nacina za odrzavanje
vijabilnosti probiotika tokom dugog vremenskog intervala na sobnoj temperaturi
predstavlja fizicko odvajanje probiotika od namirnice i okolne atmosfere. Ovo se na
najjednostavniji nacin moze posti¢i smestanjem probiotika u suvom stanju (prahu) u
zapecacene kesice sa odredenom namirnicom ili napitkom, najcesée u sklopu ambalaze,

kako bi sa njima izmesali neposredno pre konzumiranja (Cittenden, 2009).
2.8.7. Primena probiotika u proizvodnji cokolade

Prehrambeni proizvodi koji sadrze probiotike predstavljaju jedno od najvecih trzista
funkcionalne hrane, pri cemu su najdostupniji proizvodi od mleka, poput jogurta, kiselog
mleka, kefira, sireva, sladoleda ili smrznutih deserata. Imajuci u vidu da je savremeni
koncept ishrane evoluirao i da ishrana dobija novi terapeutski i preventivni znacaj, sve veci
broj potrosaca shvata njenu ulogu u zastiti zdravlja i postizanja veceg kvaliteta zivota i
blagostanja organizma. Medutim, kod jednog, nemalog, dela potrosaca upotreba mleka i
proizvoda od mleka je limitirana bilo zbog nacina ishrane (vegeterijanska) ili iz
tradicionalnih razloga, bilo zbog intolerancije na laktozu, sadrzaja holesterola ili alergije na
proteine mleka. Ovi razlozi promovisu ideju o redukovanju komponenata mleka kao
nosaca probiotskih bakterija, ili ¢ak o zameni mleka drugim medijumima, ¢ineci tako razvoj
nemlec¢nih namirnica sa probioticima koje bi bile dostupne Sirim kategorijama potrosaca,
od sustinske vaznosti (Granato i sar., 2010).

U tom svetlu probiotici se dodaju proizvodima na bazi soje ili cerealija, voénim
sokovima ili fermentisanom mesu (Rivera-Espinoza i Gallardo-INavarro, 2070), ali je najnovija
ideja vezana za inkorporiranje probiotskih mikroorganizama u jednu od najomiljenijih

namirnica — ¢okoladu.
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Pretpostavlja se da cokolada moze da bude mnogo superiorniji sistem za
intestinalnu dostavu probiotika (Mazllard i Landuyt, 2009). Primena probiotika u cokoladi
moze da ponudi dobru alternativu proizvodima od mleka, ¢ime bi se omogudilo
obogacdivanje asortimana ¢okolade (Mazllard i Landuyt, 2009). Osim toga, prema nedavnom
istrazivanju sprovedenom na Univerzitetu u Gentu (Belgija), koje je podrzano od strane
Barry Callebaut, jednog od vodecih svetskih proizvodaca kakao- i ¢okoladnih proizvoda,
preko 80 % probiotika u cokoladi kao nosacu bezbedno produ kroz Zeludac, naspram
svega 20 % kada su nosaci mle¢ni/jogurtni napici.

Possemiers i sar. (2010) su prosirili ovu vrstu istrazivanja na celokupan GI trakt. Oni
su najpre poredili prezivljavanje inkapsulisane mesavine probiotskih kultura L. helveticus
CNCM 1-1722 1 B. longum CNCM 1-3470 u crnoj i mlecnoj ¢okoladi u odnosu na mleko kao
nosa¢, u simuliranim uslovima zeluca 1 tankog creva. Dosli su do podataka da je
prezivljavanje u mleku pomenutih probiotika bilo svega 17 % u uslovima Zzeluca i tankog
creva, dok su obe vrste cokolade obezbedile visok nivo prezivljavanja: crna oko 80 %, a
mlecna cak 91 %, zbog cega je mlecna cokolada izdvojena kao nosa¢ probiotika za dalja
istrazivanja u adaptiranim uslovima debelog creva. Iako je mlecna ¢okolada kao matriks za
probiotike ispoljila zanematljiv uticaj na laktobacile 1 bifidobakterije, sa ¢ak, primecenim
smanjenjem njihovog broja, autori su utvrdili da nakon ingestije dolazi do znatnog
povecanja broja korisnih bakterija oba soja i do uspesne kolonizacije creva nakon
dugotrajene primene, dokazavsi tako da cokolada predstavlja odlicno resenje za protekciju
probiotika od stresnih uslova razli¢itog porekla.

U drugom eksperimentu konstatovano je da probiotski soj L. helveticus M92
prezivljava bolje u simuliranim uslovima GI trakta kada su celije mikroinkapsulisane na
aliginatu, karagenanu i kazeinu, s tim S§to alginat daje najbolje rezultate u pogledu
prezivljavanja. Potom se pokazalo da navedeni probiotski soj prezivljava pomenute uslove
bolje kada se nalazi inkorporiran u c¢okoladi (crnoj i mle¢noj) kojoj su dodati maltitol i
inulin, nego kao cista mikroinkapsulisana liofilizovana kultura. To pokazuje da c¢okolada
(crna i mle¢na) sa dodatkom prebiotika ima zastitno delovanje na probiotske bakterije i ¢ini

dobar matriks za pripremu novog proizvoda sa funkcionalnim svojstvima (Caric, 2010).
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Vazan zakljucak ovih istrazivanja predstavlja 1 ¢injenica da je, kada je u pitanju
cokolada, potrebna manja kolicina namirnice da bi se postigli terapeutski efekti pripisani
odredenim probiotskim sojevima. Nadalje, kakao-maslac iz ¢okolada obezbeduje zastitu
probiotskim bakterijama, pa nije potrebno c¢uvanje u frizideru, a rok trajanja samog
proizvoda daleko premasuje onaj kod namirnica na bazi mleka (www.maramor.com).

Medutim, da bi se prevazisla ograni¢enja vezana za osetljivost probiotika i da bi oni
u §to vecem broju dospeli u probavni sistem coveka, potrebno je primeniti novi ili
prilagoditi postojeéi tehnoloski postupak kako bi se omogucilo ne samo prezivljavanje
uslova tokom proizvodnje, ve¢ i dovoljna odrzivost probiotskih bakterija tokom
dugotrajnog skladistenja (Nebesny i sar., 2007; Maillard i Landuyt, 2009). Navedeno svakako
predstavlja veliki izazov za tehnologe i proizvodace namirnica koje ne pripadaju
proizvodima od mleka, pogotovo ako se ima u vidu da se oni cuvaju na sobnoj temperaturi
(Nebesny i sar.,2007).

Obogacivanje c¢okolade vijabilnim celijama bakterija mlec¢ne kiseline 1
bifidobakterijama, kao 1 razvoj modifikovanog tehnoloskog postupka proizvodnje, kako bi
se obezbedilo prezivljavanje pomenutih bakterija doprinelo bi povoljnom uticaju ovih
proizvoda na zdravlje ljudi. Ovakav pristup je od izuzetne vaznosti bududi da je ¢okolada
jedna od omiljenih poslastica medu decom.

Medutim, treba naglasiti da zbog njenog jedinstvenog ukusa i specificne teksture, zbog
kojih je i narocito cenjena kod potrosaca, senzorna svojstva cokolade ne smeju biti poremecena,
uprkos dodatku bakterija mlecne kiseline, o cemu je potrebno posebno voditi racuna.

Nebesny i sar. (2005) proizveli su u laboratorijskim uslovima ¢okolade bez $ecera sa
dodatkom izomalta, obogacene bakterijama mlecne kiseline. Probiotske kulture .
thermophilus MK-10 1 L. delbrueckii subsp. bulgaricus 151 dodate su u ¢okolade sa jogurtom u
prahu dobijenim sprej susenjem. Cokolade sa izomaltom i jogurtom pokazale su
zadovoljavajuca senzorna svojstva. Njihova energetska vrednost 1 konzistencija (¢vrstoca)
su bili slicne u poredenju sa kontrolnim cokoladama bez secera. Crne ¢okolade sa jogurtom
1 probioticima imale su nesto vece vrednosti ukupnog aciditeta i povisene reoloske parametre u
poredenju sa kontrolnim ¢okoladama bez Secera. Najvaznije, obe vrste ¢okolade imale su

visok broj vijabilnih éelija (priblizno 10" cfu/g) i nakon 6 meseci ¢uvanja na 4 i 18°C.
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Nesto kasnije, isti autori su sproveli slican eksperiment u kojem su crnoj ¢okoladnoj
masi dodali sojeve L. casez 1 L. paracasei sa potencijalnim probiotskim svojstvima, koji su pri
tome bili liofiolizovani u mleku. Kao zasladivaci su koris¢eni saharoza, izomalt ili aspartam.
Primenjene BMK imale su dobru vijabilnost i nakon 12 meseci ¢uvanja na temperaturama
od 4 i 18°C (10° — 10" cfu/g). Senzorna svojstva i aciditet ispitivanih uzoraka crnih
cokolada nisu se promenili dodatkom liofilizovanog preparata laktobacila. Jedina promena
zapazena je kod energetske vrednosti 1 reoloskih svojstava u zavisnosti od primenjene
recepture, odnosno upotrebljenog zasladivaca i kolicine masti (Nebesny 7 sar., 2007).

Cari¢ (2010) je proizvela ¢okolade sa sinbiotskim svojstvima, dodavsi i crnu i mle¢nu
cokoladnu masu inkapsulisani liofilizovani probiotski soj L. helveticus M92 1 prebiotike inulin
1 maltitol. Hemijska 1 senzorna svojstva ovako dobijenih c¢okolada bila su slicna
standardnim ¢okoladama, a broj Zivih probiotskih bakterija odrzao se na nivou 10° cfu/g
tokom 12 meseci ¢uvanja. Ispitivanjima u simuliranim uslovima GI trakta pokazalo se da
soj L. helveticus M92 bolje prezivljava uslove zeluca i tankog creva kada se nalazi u ¢okoladi
nego kao cista mikroinkapsulisana liofilizovana kultura, ¢ime je jo$ jednom dokazano
puferno dejstvo cokoladnog matriksa na prezivljavanje probiotika.

Prema navodima Mangjlovié i sar. (2010), jednu od najnovijih trzisnih strategija
predstavlja proizvodnja namirnica sa jasno vidljivim mikrokapsulama (po moguéstvu
obojenim) rasporedenim u samom proizvodu, koje bi pored zastitnog imale i dekorativni
efekat. Cokolada je jedna od namirnica u kojoj bi navedena ideja mogla zaZiveti i imati
viestruke koristi posebno imajudi u vidu njenu omiljenost kod dece.

Kao sto se vidi iz navedenih primera primena probiotika u proizvodnji ¢okolada, je,
iako veoma interesantna, jo§ uvek u povoju 1 velikim delom je zastupljena na nivou naucnih
istrazivanja, bez veceg komercijalnog znacaja.

Zainteresovani 1 ohrabreni rezultatima pomenutih autora, uz sagledavanje Sireg
potencijala ¢okolade kao namirnice bogate polifenolnim jedinjenjima, dosli smo na ideju da
proizvedemo razlicite vrste cokolada sa dodatkom probiotskih sojeva u industrijskim
uslovima. Nasuprot vecini pomenutih eksperimenata obavljenih u laboratorijskim uslovima
uz koris¢enje neke od komponenata mleka za aplikaciju probiotskih bakterija, ili, pak,

upotrebom prebiotika kojim se pospesuje razvoj korisnih bakterija, opredelili smo se za tezi
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put koji je podrazumevao uklju¢ivanje probiotskih bakterija u mlecne i crne ¢okolade
standardnog sastava, bez prisustva komponenata koje bi potpomogle njihovu odrzivost. U
cilju utvrdivanja duzine perioda funkcionalnosti, kao i pojave i/ili stepena moguéih
promena proisteklih dodatkom probiotika, obavljeno je odredivanje vijabilnosti probiotskih
kultura na dve temperature cuvanja (4 i 20°C), te ispitivanje senzornih, antioksidativnih i
reoloskih svojstava proizvedenih c¢okolada neposredno nakon proizvodnje i1 tokom

skladistenja.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Savremena naucna saznanja u oblasti ishrane ukazuju da je uloga hrane, pored
energetske 1 nutritivne, dopunjena funkcionalnim aspektom 1 zbog toga predstavlja izazov
za istrazivace u sferi nauke i biotehnologije hrane. Hrana je funkcionalna ako sadrzi sastojke
koji pozitivno deluju na jednu ili vise ciljanih funkcija u organizmu. Stoga je sve vise
potrosaca zainteresovano za potencijalna svojstva funkcionalne hrane radi ocuvanja ili
poboljsanja zdravlja, podizanja kvaliteta zivota 1 opsteg blagostanja svakog pojedinca.

Permanentna pojava klinickih dokaza o dobrobitima po konzumente i velika paznja
koju izazivaju ovi sastojci, ucinili su da probiotici danas predstavljaju kategoriju
komponenata funkcionalne hrane koja se najbrze razvija. Teznja da korisne, probiotske
bakterije bezbednije i lakse prezive uslove gastrointestinalnog trakta, kao i potreba da budu
dostupne tokom duzeg vremenskog perioda u odnosu na onaj koji je ogranicen trajnoséu
proizvoda od mleka, nametnula je ideju da se obave opseznija ispitivanja primene
probiotika na ¢okoladi kao nosacu.

Kombinacija terapeutskih efekata probiotika sa dobrobitima koje ispoljavaju
polifenolna jedinjenja iz ¢okolada, kao priznate bioaktine komponente, integrisana u
jednom proizvodu, ¢ini takav proizvod jednom vrstom funkcionalne hrane.

Imajuci u vidu sve prethodno navedene cinjenice, osnovni cilj istrazivanja u okviru

ove doktorske disertacije sastojao se u:

A utvrdivanju optimalnih koncentracija probiotika koje bi bile inkorpotirane u cokoladne
mase razlicitog sastava (udeo kakao-delova, masti, Secera i/ili mleka) kako bi se dobio
proizvod sa funkcionalnim svojstvima;

A pracenju vijabilnosti probiotskih bakterija dodatih u razlicite vrste ¢okolada nakon
proizvodnje i tokom skladistenja na temperaturama od 4 1 20°C, kao i odredivanju roka

funkcionalnosti finalnih proizvoda.
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Pored toga, cilj je bio da se utvrde eventualni uticaji probiotskih bakterija na:

A senzorna svojstva kvaliteta ¢okolada (izgled, tekstura, aroma), sa posebnim osvrtom na
promenu boje i termalnih svojstava;

A sadrzaj polifenolnih jedinjenja kao i antioksidativni kapacitet cokolada;

A reoloske karakteristike (prinosni napon, viskozitet),

u periodu od 0-30, 90 i 180 dana skladistenja.

Takode, jedan od zadataka predstavljalo je ispitivanje pogodnosti upotrebljenih

ambalaznih materijala za pakovanje cokolada sa probioticima.

Cilj istraZivanja 124; _




Doktorska disertacija Mr Jovanka G Laliéié-Petronijevié

4. MATERIJAL I METODE RADA

4.1. MATERIJAL

4.1.1. Uzorci cokolada
U okviru ovog eksperimenta koriS¢ene su tri vrste cokoladnih masa razlicitog
sastava 1 razlicitog udela kakao-delova, od kojih su proizvedene tri vrste cokolada.

Sirovinski sastav ¢okolada, kao i njithove oznake prikazani su u tabeli 5. Sve cokolade

proizvedene su u industrijskim uslovima fabrike L Starks a.d., Beograd.

UZORAK

Mlecna
¢okolada sa
visokim
sadrzajem mleka

Crna c¢okolada

Crna ¢okolada

Tabela 5. Nazivi, oznake i sastav razlicitih vrsta ¢okolada

TRGOVACKI  OZNAKA
NAZIV UZORKA
“Najlepse zelje”, ML
mlec¢na cokolada
“Menaz”,
crna ¢okolada M
“Najlepse zelje”,
crna ¢okolada sa
75 % kakao- C

delova

SASTAV:

Seéer, mleko u prahu,
kakao-maslac, kakao-masa,
obrano mleko u prahu,
emulgator (soja lecitin),
etilvanilin

Seéer, kakao-masa, kakao-
maslac, emulgator (soja
lecitin), etilvanilin

Kakao-masa, Secer, kakao-
prah, kakao-maslac,
emulgator (soja lecitin),
etilvanilin

PROIZVOD
SADRZI:

Min. 27 %
ukupne suve
materije kakao-
delova

Min. 44 %
ukupne suve
materije kakao-
delova

Min. 75 %
ukupne suve
materije kakao-
delova

Kontrolni uzorci ¢okolada, bez dodatih probiotika, u daljem tekstu oznaceni su

kao u prethodnoj tabeli sa ML, M i C.
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4.1.2. Probiotske bakterije
Za rad su upotrebljene liofilizovane koncentrovane probiotske bakterije (slika 13,
tabela 0) 1 to:
=>» Lactobacillus  acidophilus NCFM®, komercijalnog naziva HOWARU
DOPHILUS (Danisco, Danska), u daljem tekstu skracenog naziva Dophilus ili D;
=» Bifidobacterium lactis HNO019, komercijalnog naziva HOWARU BIFIDO
(Danisco, Danska), u daljem tekstu skra¢enog naziva Bifido ili B;
kao i DUOLAC MIX L3 mikroinkapsulisana mesavina slede¢ih probiotskih kultura:
=» Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus i Bifidobactetium
breve (Cell Biotech, Danska), u daljem tekstu skracenog naziva L3, obavijenih

dvostrukim (proteinskim i polisaharidnim) omotac¢em.

Slika 13. Izgled upotrebljenih preparata sa probiotskim bakterijama

Tabela 6. Nazivi, skracenice, sastav probiotika i koncentracija ¢elija
u probiotskom preparatu

N . Koncentracija
Komercijalni naziv

probiotskih Skracenice Sastav p rob1ot§k1h c.eh]a v
bakterija komercijalnoj kulturi
cfu/g

HOWARU
DOPHILUS Dophilus ili D Lactobacillus acidophilus NCFM® =101
HOWARU
BIFIDO Bifido ili B Bifidobacterium lactis HN019 =101

LA Lactobacillus acidophilus =101
DUOLACMIX L3 | 13 ST  Streptococcus thermophilus =101

BB  Bifidobacterium breve >10°
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4.2. METODE RADA

Istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije podrazumevala su razlicite aktivnhosti
koje su se odvijale u nekoliko faza.

Prva faza ispitivanja predstavljala je sprovodenje preliminarnog ogleda koji je
realizovan u laboratoriji fabrike ,Stark* a.d., Beograd, kao i u mikrobiologkoj laboratoriji
Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Ovim ogledom utvrdene su optimalne
koncentracije svake komercijalne probiotske kulture koje je potrebno dodati u cokoladne
mase razlicitog sastava (sadrzaja kakao-delova, masti, Secera, mleka), radi postizanja
funkcionalnih efekata bez nepotrebnih prekoracenja u dodatim kolicinama, a koje,
istovremeno, ne uzrokuju remecenje njihovih senzornih karakteristika.

U tom cilju obavljeno je niz proba pri cemu su u razlicite vrste ¢okolada dodavani
svaki od ispitivanih sojeva probiotika u tri razlic¢ite koncentracije (tabela 7), odredene na
osnovu smernica proizvodaca komercijalnih kultura za postizanje funkcionalnog nivoa
liofilizovanih, odnosno inkapsulisanih bakterija. Istovremeno, pod istim uslovima rada
proizvedene su i tzv. kontrolne ¢okolade, koje nisu sadrzavale probiotiske kulture. Nakon
toga je obavljena mikrobioloska analiza kojom je utvrden broj vijabilnih ¢elija dodatih
probiotskih bakterija u razlicitim vrstama cokolada. Isto tako, senzornom analizom

ocenjene su osnovna senzorna svojstva dobijenih cokolada (izgled, tekstura, aroma).

Tabela 7. Koli¢ine probiotika dodate u razli¢ite cokoladne mase
tokom preliminarnog ogleda

Dodata probna koncentracija (g/kg)

Probiotik
C1 c2 Cc3
DOPHILUS (D) 1.75 3.50 5.25
BIFIDO (B) 0.85 1.75 2.65
L3 1.00 3.50 5.00

Druga faza ogleda obuhvatala je postupak proizvodnje razlicitih vrsta ¢okolada sa
nekoliko sojeva probiotika utvrdenih koncentracija. Nakon proizvodnje finalni proizvodi su
upakovani u odgovaraju¢u ambalazu, skladiSteni na sobnoj temperaturi (20°C) i dalje
ispitivani tokom perioda cuvanja. Jedan deo cokolada od svake vrste je skladiSten i na

temperaturi hladenja (4°C), radi utvrdivanja vijabilnosti pod razlic¢itim uslovima cuvanja.
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Treca faza istrazivanja podrazumevala je, pre svega, pracenje vijabilnosti dodatih
probiotskih sojeva tokom skladi$tenja. Nadalje, ovim delom eksperimenta obuhvaceno je
ispitivanje pojedinih svojstava cokolada, relevantnih za ovakvu vrstu proizvoda, i to:
osnovni hemijski sastav, izracunavanje energetske vrednosti, utvrdivanje senzornih
svojstava, karakteristika kvaliteta boje, osobina topljenja, sadrzaja polifenolnih jedinjenja i, s
tim u vezi, antioksidativne moc¢i odnosno kapaciteta, zatim reoloskih svojstava, kao i
tizicko-mehanickih 1 barijernih karakteristika ambalaznih materijala upotrebljenih za
pakovanje. Kako bi se utvrdio moguci rok odrzivosti ovakvih proizvoda, ispitan je uticaj
vtemena cuvanja na navedena svojstva, a vremenske odrednice u kojima su obavljene
analize obuhvatile su period odmah nakon proizvodnje (0-30 dana), dok su ostali intervali
bili uslovljeni vijabilno$¢u probiotskih bakterija, tako da je drugi period ispitivanja

sproveden nakon tri meseca (90 dana), a treéi nakon Sest meseci (180 dana) skladistenja.

4.2.1. Proizvodnja uzoraka cokolada

Proces proizvodnje sastojao se od standardnih faza proizvodnje ¢okolade: mesanja,
usitnjavanja (rafinacije), konciranja, temperiranja, oblikovanja i hladenja, uz izvesne
modifikacije nakon faze temperiranja i tokom livenja, radi uvodenja probiotskih kultura.

Mesanje je obavljeno sjedinjavanjem osnovnih sirovina u mesalici, odnosno
melanzeru prema zadatim recepturama, radi dobijanja homogene suspenzije. Odnos masne
1 ¢vrste faze u suspenziji cokoladne mase je od 26:74 do 29:71. Veliki udeo ¢vrste faze 1
vlage kakao-mase (i mleka u prahu) zahtevaju mesanje i gnjecenje sastojaka — da bi se
savladali visoki povrsinski naponi 1 sile smicanja izmedu c¢vrstih Cestica 1 masne faze 1 da bt
se dobila odgovaraju¢a konzistencija cokoladne mase. Zbog sila smicanja i trenja razvija se
toplota tokom mesanja i gnjecenja koja utice na omeksavanje, sirenje i povecanje zapremine

kakao-mase.
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Slika 14. MeSanje

Slikal5

. Usitnjavanje

Sirovine su u melanzer ubacivane automatski,
sistemom cevovoda dopremane su na automatsku
vagu koja je na vrhu melanZera i koja propusta
koli¢inu sirovine zadatu po recepturi. Redosled
ubacivanja sirovina u melanzer je vrlo bitan za
kvalitet buduce smese i obavljan je slede¢im
redom: 1) kakao-masa 2) kakao-maslac 3) Secer u
kristalu 1, kod mlecnih ¢okolada 4) mleko u prahu.
Mesanje sirovina trajalo je oko 2 casa. Ispod
samog ispusta melanzera nalaze se dva
suprotnosmerna valjka, ¢ija je uloga da datu smesu
(narodito Secer) grubo usitne i kao takvu pripreme
za dalje sitnjenje na petovaljcima. Puznim
elevatorima masa je preneta na transportnu traku,
sa koje je posebnim skretnicama usmerena na neki

od petovaljaka koji se nalaze u nizu.

Usitnjavanje - Formirana masa je podvrgnuta
dvostepenom usitnjavanju na petovaljcima da bi se
olaksala dalja prerada i postigla glatka tekstura
finalnih proizvoda. Na petovaljcima se podesava
velicina  Cestica  cokoladne mase njenim
postepenim  sitnjenjem. Masa prolazi izmedu pet
valjaka u nizu i neophodno je da se ravhomerno
rasporeduje po povrsini valjaka. Valjci se pri radu
zagrevaju pa kroz njih mora proticati rashladena
voda kako cokoladna masa ne bi zagorela.
Kontrolise se koliko mase ulazi u petovaljak $to
zavisi od razmaka izmedu valjaka, 1 automatski se

podesava kod savremenijih modela petovaljaka.
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Slika 16. Konciranje

Konciranje je faza tehnoloskog procesa proizvodnje
u kojoj se odvija dugotrajno mesanje cokoladne
mase uz dejstvo toplote. Pocetna temperatura
konciranja bila je u intervalu od 40 do 50°C, a na
kraju procesa oko 45°C.

U proizvodnim pogonima fabrike ,,Stark®
konciranje se izvodi u dve faze: suvo i tecno.
Upotrebom savremenih konci Catle&Montanari
mlecna ¢okoladna masa je koncirana 7-9 sati na 60-
70°C, dok su obe crne cokoladne mase (sa 44 % i

75 % kakao-delova) koncirane 9 sati na 75°C.

Po zavrsenom procesu konciranja, ¢cokoladna masa se sistemom cevovoda odvodi u

spremnike (tankove sa duplim zidovima), u kojima se cuva na temperaturi od 40-45°C do

procesa livenja.

Slika 17. Temperiranje

Temperiranje podrazumeva predkristalizaciju malog
dela triglicerida pri  ¢emu se  formiraju
kristalizacioni centri koji obezbeduju da ostatak

masti kristaliSe u ispravnom polimorfnom obliku.

Uredaji koji se koristi za temperiranje sastoje se od visefaznih izmenjivaca toplote

kroz koje prolazi cokoladna masa u Sirokom rasponu stopa, cineéi teskim utvrdivanje

optimalnih uslova. Kombinacija vremena i temperature je od izuzetne vaznosti za

projektovanje procesa i kontinualno temperiranje. Rastopljena ¢okolada odrzavana je na

45°C, a zatim je polako hladena radi pokretanja rasta kristala. Kako se povecavao viskozitet,

cokoladna masa je ponovo zagrevana da bi se sprecilo ocvr§éavanje. U poslednjoj fazi

kristali su sazreli. Pri proizvodnji uzoraka cokolade u okviru ovog eksperimenta koris¢ene

su turbo temperirke c¢ime je znatno smanjeno vreme temperiranja i temperatura

pothladivanja. Tako je mle¢na cokoladna masa pothladivana na temperaturi i za dva stepena

nizoj od teoretske (25°C), dok su crne (sa 44 i 75 % kakao-delova) pothladivane na 28-

29°C.
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Posle faze temperiranja deo cokoladnih masa od svake vrste izdvojen je sa
proizvodne linije, a potom je obavljeno dodavanje/umesavanje probiotika (svaki od

probiotika u svaku vrstu cokoladne mase) u kolicinama koje su se pokazale najoptimalnijim

tokom preliminarnih ispitivanja.

Cokoladne mase sa dodatim probiotskim kulturama
su zatim ruéno /gkvene u kalupe 1 ravnomerno
rasporedene pomocu ravnog noza i stresanjem. Deo
cokoladne mase kojti je prelazio preko ivica kalupa
skinut je kao visak. Kalupi tj. forme su prethodno

oprani, osuseni i zagrejani na 26°C kako bi razlika u

temperaturi formi i cokoladnih masa bila $to manja.

Tako napunjeni kalupi su vradeni u dalji tok
standardnog proizvodnog postupka, odnosno na
vibracioni sto kako bi se obavile zavrsne tehnoloske
operacije,  konkretno,  treSenje  kalupa  radi
ravhomernog rasporedivanja c¢okoladnih masa i

istiskivanja zaostalih mehuri¢a vazduha.

Slika 19. Tresenje
Temperatura hladenja zavisi od brzine proizvodne linije 1
iznosila je 10-15°C tokom 15-20 minuta. Potrebno je
da temperatura na izlazu iz hladnjaka bude $to
pribliznija temperaturi prostorije, jer u suprotnom
moze nastati beljenje usled kondenzacije. Po izlasku
iz hladnjaka ohladene ¢okolade su iz kalupa istresene

na podmetace, oslobadajuéi kalupe za novi ciklus

Slika 20. Hladenje | livenja, a zatim poredane na kolica radi izjednacavanja

temp erature.
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Nakon proizvodnje finalni proizvodi su #pakovani u
odgovarajucu ambalazu, pri ¢emu je kao primarni
ambalazni materijal upotrebljena Stampana 1 lakirana
aluminijumska folija, a kao sekundarna ambalaza

Stampane papirne/kartonske blankete.

Slika 21. Pakovanje

4.2.2. Odredivanje vijabilnosti probiotskih bakterija

Broj zivih cCelija odreduje se radi procene zivih/aktivnih mikroorganizama u
odredenom materijalu, a zasniva se na pretpostavci da ¢e iz svake zive celije porasti po
jedna kolonija mikroorganizama. Kolonije koje porastu na ¢vrstoj podlozi predstavljaju
stvaran broj zivih celija. Dobijene vrednosti oznacavaju se kao cfu (“colony-forming
units”), odnosno jedinice koje stvaraju kolonije.

U okviru preliminarnog ogleda, nakon eksperimentalne proizvodnje ¢okolada, broj
probiotskih bakterija je odredivan tako $to je 10 g od svih ispitivanih uzoraka razlicitih vrsta
cokolade dodato u 90 ml fizioloskog rastvora i homogenizovano u Stomacher aparatu (Lab
Blender Stomacher 400, Seward, UK), pri ¢emu je dobijeno osnovno razredenje. Daljim
decimalnim razredivanjem dobijena su razredenja koja su zasejavana na odgovarajuce
selektivne podloge.

Tokom glavnog ogleda broj probiotskih bakterija odredivan je istim postupkom
zasejavanja kao i u preliminarnom ogledu, s tim §to su ispitivanja izvr$ena za vreme
celokupnog perioda skladistenja (180 dana) i to na uzorcima koji su ¢uvani na sobnoj
temperaturi (20°C), kao 1 na uzorcima koji su cuvani u frizideru na 4°C. Ispitivanja
vijabilnosti bakterija su obavljena 5., 30., 90., 120., 150., i 180. dana skladitenja u tri

ponavljanja.
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Lactobacillus acidophilus NCFM® odredivan je na MR-IM agaru sa dodatkom 20 % -
tnog rastvora maltoze, inkubacijom na 37°C tokom 48 sati u fakultativho anaerobnim
uslovima u Gas-Pak sistemu (BBL, Nemacka).

Bifidobacterinm lactis HNO19 odredivan je na Merck-ovoj selektivnoj za bifidobakterije
sa galaktooligosaharidima i litijum-mupirocinom (TOS-MUP agar), inkubacijom na 37°C
tokom 48 sati u fakultativno anaerobnim uslovima u Gas-Pak sistemu (BBL, Nemacka).

Broj ¢elija Lactobacillus acidophilus iz preparata DUOLAC MIX L3 odredivan je na
MRS agaru (Torlak) na 37+2°C, 24-72 ¢asa u fakultativno anaerobnim uslovima.

Broj ¢elija Streptococeus thermophilus iz preparata DUOLAC MIX L3 odredjivan je na
Streptococcus thermophilus isolation agaru (Fluka), koji je selektivan za razlikovanje od L.
acidophilus na 3712°C, 24-72 casa.

Broj ¢elija Bifidobacterium breve iz preparata DUOLAC MIX L3 odredivan je na
Merck-ovoj selektivnoj podlozi za bifidobakterije sa galaktooligosaharidima i litijum-

mupirocinom (TOS-MUP agar) u anaerobnim uslovima na 37+2°C, tokom 24-72 casa.

4.2.3. Odredivanje osnovnog hemijskog sastava

Na proizvedenim uzorcima razlicitih vrsta cokolada sa tri razlicita probiotika
neposredno posle proizvodnje, obavljena su ispitivanja osnovnog hemijskog sastava prema
Pravilniku (SZ /st SER] broj 41/1987):

€ Odredivanje sadrzaja vode susenjem pod normalnim pritiskom;

€ Odredivanje sadrzaja sirovih proteina metodom po Kjeldahl — u;

€ Odredivanje sadrzaja masti metodom po Soxhlet — u;

€ Odredivanje sadrzaja saharoze-polarimetrijska metoda.

Ukupni ugljeni hidrati su izracunati na osnovu prethodno odredenih vrednosti za
sadrzaj proteina, masti i $ecera (razlika do 100 %), u cilju izracunavanja energetske vrednosti.

Na osnovu dobijenih rezultata i literaturnih navoda, izraCunata je energetska
vrednost ¢okolada, koja je izrazena u kJ /100g proizvoda.

Hemijska ispitivanja obuhvatila su 1:

€ Odredivanje aktivnosti vode (a,, vrednosti).
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4.2.3.1. Odredivanje sadrzaja vode susenjem pod normalnim pritiskom

Sadrzaj vode se odreduje susenjem uzorka pod normalnim pritiskom do konstantne
mase.

Metoda se primenjuje kod kakao-proizvoda, proizvoda slicnih cokoladi, krem-
proizvoda, bombonskih proizvoda, osim Zelea, ratluka i gumenih bombona, keksa 1

proizvoda srodnih keksu i kolaca.

4.2.3.2. Odredivanje sadrzaja sirovih proteina metodom po Kjeldahl —u

Grejanjem sa sumpornom kiselinom u prisustvu katalizatora azotna jedinjenja
(osim nitrata 1 nitrita) prevode se u amonijum-sulfat. Dodatkom natrijumove baze oslobada
se amonijak, koji se sa vodenom parom destiliSe u odredenu kolicinu kiseline poznate

koncentracije. Visak kiseline odreduje se retitracijom.

4.2.3.3. Odredivanje sadrzaja masti metodom po Soxhlet - u

Posle hidrolize uzorka sa hlorovodoni¢nom kiselinom, vrsi se visestruka ekstrakcija

masti sa organskim rastvaracem (pertol-etar) u aparatu po Soxhlet-u.

4.2.3.4. Odredivanje sadrzaja saharoze-polarimetrijska metoda

a) Odredivanje saharoze u proizvodima koji sadrze samo saharozu — metoda
jednostruke polarizacije (kod uzoraka crnih ¢okolada)

Saharoza se ekstrahuje iz uzorka vru¢om destilovanom vodom, a dodatkom baznog
olovo-acetata istaloZe se balastne materije. Na polarimetru se, u ¢istom filtratu, ocita ugao
skretanja.

b) Odredivanje saharoze u proizvodima koji uz saharozu sadrze i druge Secere —
metoda dvostruke polarizacije (kod uzoraka mlecnih ¢okolada)

Saharoza se ekstrahuje iz uzorka vru¢om destilovanom vodom, a dodatkom baznog
olovo-acetata istaloze se balastne materije. Na polarimetru se ocita ugao skretanja rastvora

pre i posle inverzije.
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Koriséen je polarimetar Carl Zeiss DR 286 (Jena, Nemacka) sa natrijjumovom

svetiljkom kao izvorom svetlosti.

4.2.3.5. Izracunavanje energetske vrednostt 100 g proizvoda

Energetska vrednost je izracunata na osnovu sadrzaja osnovnih grupa jedinjenja
(ugljenih hidrata, proteina, masti) u ispitivanim uzorcima cokolada. Izracunavanje
energetske vrednosti 100 g proizvoda obavljeno je prema Rubnerovim koeficijentima
(Kostié, 1998):

1g ugljenih hidrata — 17.1658 k],

1g proteina — 17.1658 k],

1g masti — 38.9372 kJ.

4.2.3.6. Odredivanje aktivnosti vode (a,, vrednosti)

Odredivanje aktivnosti vode obavljeno je na a, metaru — model TH2/RTD-

33/BSK, Novasina (Svajcarska).

4.2.4. Senzorna analiza

Senzorna analiza ispitivanih uzoraka cokolada obavljana je tokom citavog perioda
skladiStenja ¢okolada sa probioticima u toku kojih je vrSena provera kvaliteta, dakle u periodu 0O-
30 dana od datuma proizvodnje cokolada, odnosno nakon isteka 90 i 180 dana.

Ukupni senzorni kvalitet svih ispitivanih uzoraka ¢okolada sa probioticima tokom
perioda skladistenja utvrden je primenom modifikovane metode senzornog ocenjivanja
cokolada (Popov-Raljic i Lalicic-Petronijevic, 2009) (tabela 7) ocenjivanjem prethodno odabranih
reprezenativnih svojstava kvaliteta. Prilikom ocenjivanja koris¢en je bodovni raspon od 1.00
do 5.00 sa moguénoséu dodeljivanja polovine i cetvrtine boda. Za svako odabrano svojstvo
kvaliteta odreden je koeficijent vaznosti (KV) pomocéu koga je obavljana korekcija
(mnozenjem) date ocene. Koeficijenti vaznosti se izabiraju prema uticaju pojedinih

svojstava na ukupan kvalitet, a izbalansirani su tako da njithov zbir bude 20. Sabiranjem
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pojedinacnih ocena dobija se jedan kompleksni pokazatelj koji reprezentuje ukupan
senzorni kvalitet a izrazava se kao "% od maksimalno moguceg kvaliteta". Deljenjem ove
vrednosti sa zbirom koeficijenata vaznosti dobija se ponderisana srednja vrednost ocene,
koja, takode, reprezentuje ukupan senzorni kvalitet ispitivanih uzoraka ¢okolada.

Kategorija kvaliteta ocenjenih uzoraka se odreduje na osnovu raspona kojem
pripada ponderisana srednja vrednost ocene za svaki uzorak. Rasponi ocena i odgovarajuce
kategorije kvaliteta prikazane su u tabeli 8.

U cilju objektivizacije 1 pouzdane senzorne evaluacije u ocenjivanju su ucestvovali
odabrani ocenjivaci (5) koji su prosli izbor, obuku i pracenje prema zahtevima standarda
ISO 8§586-1:1993E 1 IS0 8586-2:1994E tj. SRPS 15O §586-1:2002 1 SRPS ISO 8586-2:2002.

Tokom senzornog ocenjivanja svi uzorci su bili adekvatno oznaceni, prezentovani
optimalnom dinamikom, a dobijeni rezultati statisticki obradeni.

Poseban akcenat tokom senzornog vrednovanja kvaliteta razlicitih vrsta cokolada sa
probioticima stavljen je na odredivanje teksturalnih svojstava (od mehanickih svojstava:
tvrdoca, lomljivost, zvakljivost, adhezivnost; od geometrijskih svojstava: zrnavost; od
povrsinskih svojstava: vlaznost i masnost). Pored navedenih svojstava ocenjena je 1 topivost

cokolada (tabela 8).
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Tabela 8. Senzorno ocenjivanje kvaliteta cokolade (Popov-Raljié i Lalicié-Petronijevié, 2009)

Senzorno svojstvo kvaliteta KV Opis ocenjivanog svojstva Ocena
Svojstven oblik i boja (prema udelu kakao-delova), povrsina 5.00
glatka i sjajna, jasna gravura )

I Neznatno odstupanje od svojstvenog oblika, boje i povrsine, 400
oja ravura slabije izrazena )
z B g labij
G Sjaj Primetno odstupanje od svojstvenog oblika, boje i sjaja, na 3.00
L Obli'k 2.00 | povrsini primetni otisci prstiju uz prisustvo vidljivih mehuri¢a )
E Povtsina Jasno izrazeno odstupanje od svojstvenog oblika i sjaja, 200
D sina delimi¢no siva ili bela, prisustvo st t )
povisina delimi¢no siva ili bela, prisustvo strugotina
Jako izrazeno odstupanje od svojstvenog oblika - deformisan 1.00
oblik, povrsina siva ili bela, jaca oStecenja, gravura izuzetno slaba ’
P ] 13,8
. Svojstvena ¢vrstoca i ujednacen, krt prelom, svojstvena 5.00
* MEHANICKA zvakljivost i neprionjivost
SVOJSTVA Neznatno odstupanje od svojstvene ¢vrstoce i preloma, vilo 4.00
T Terdoca dobra zvakljivost, neznatna prionjivost
Lomlivost 2.00 Primetno odstupanje od svojstvene ¢vrstoce i preloma uz 3.00
E ] prisustvo mehurica vazduha na preseku, dobra zvakljivost,
. rimetno jaca prionjivost
Zvakljivost P
Jasno izrazeno odstupanje od svojstvene ¢vrstoce i preloma 2.00
K Adhezivnost uz pojavu sivljenja, jasno izrazena mrvljivost i prionljivost,
zadovoljavajuca zvakljivost
S Jako izrazena tvrdoca i mrvljivost uz izrazeno sivljenje na 1.00
prelomu, izrazito losa zvakljivost i iztazito jaka prionjivost
Svojstvena zrnavost ili odsustvo zrnavosti - svojstvena glatka 5.00
* GEOMETRIJSKA tekstura
T SVOJSTVA 2.50 | Neznatno odstupanje od svojstvene zrnavosti 4.00
Znavost Primetno odstupanje od svojstvene zrnavosti 3.00
U Jasno izrazena zrnavost ili peskovitost 2.00
Jako izrazena zrnavost ili peskovitost - jako izrazena gruba tekstura 1.00
R PRI . :
Bez povtsinski izdvojene vode/masti 5.00
' PS?X)R]SSITNVSIEA 0.50 Neznatno izdvajanje vode/masti na povtsini 4.00
A Primetno izdvajanje vode/masti na povrsini 3.00
\1\]/[1:2(()):; Jasno izrazeno izdvajanje vode/masti na povtsini 2.00
Jako iztaZeno izdvajanje vode/masti na povtsini 1.00
. Svojstvena, postepena topivost 5.00
) OSTASL\;AOIJ)SI?I&MICI% 2.00 Neznatno odstupanje od svojstvene, postepene topivosti 4.00
Primetno odstupanje od svojstvene, postepene topivosti 3.00
Topivost - - - —
Jasno izrazeno odstupanje od svojstvene, postepene topivosti 2.00
Jako izrazeno odstupanje od svojstvene, postepene topivosti - 1.00
vtlo spora ili vrlo brza topivost
A Svojstven, zaokruzen, aromati¢an miris 5.00
Svojstven, slabije zaokruzen, aromati¢an miris 4.00
R MIRIS 4.00 | Svojstven, slabo zaokruzen, slabo aromati¢an 3.00
Nije svojstven, kiselkast, ustajao miris 2.00
o Strani, kiseo, ustajao, plesnjiv miris 1.00
Svojstven, zaokruzen, aromatican ukus 5.00
M Svojstven, slabije zaokruzen, aromatican ukus 4.00
A UKUS 7.00 | Slabo zaokruzen, slabo aromati¢an ukus 3.00
Slabo kiseo, nije zaokruzen ukus 2.00
Strani, kiseo, gorak ukus 1.00
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Tabela 9. Raspon ocena i kategorije kvaliteta pri senzornom ocenjivanju

Raspon ocena Kategorija kvaliteta
< 2.50 Neprihvatljiv

od 2.50 — 3.50 Dobar

od 3.5 -4.50 Vrlo dobar

od 4.50 — 5.00 Odlican

4.2.4.1. Instrumentalno odredivanje karakteristika kvaliteta boje

Karakteristike kvaliteta boje analiziranih uzoraka cokolada sa probioticima, su
odredene na fotoelektricnom tristimulusnom kolorimetru MINOLTA Chroma Meter CR—
400. Rezultati odredivanja karakteristika kvaliteta boje interpretirani su u tri razlicita sistema
definisanja boje: CIE xyY, CIE La’b i Hiinter Lab sistemu. Tristimulusne vrednosti
karakteristika boje ispitivanih uzoraka, odredene su na gornjoj i donjoj povrsini cokoladnih
tabli (za svaku povrsinu n = 3).

Uslovi rada prilikom merenja su bili slede¢i:

- standardni posmatra¢ (standard observer):  65°

- izvor svetlosti (illuminant): D

- pre¢nik svetlosnog snopa: 8 mm.

Vrednosti pokazatelja svetloce (Y, I, L) i hromati¢nosti (x, y, a, b, a, 1 by)
direktno su ocitavane sa instrumenta, dok su vrednosti za dominantnu talasnu duzinu (A) i
gistoéu boje (C) oditavane sa dijagrama hromati¢nosti.

CIE dijagram hromati¢nosti prikazan je na slici 22, odnosno 23. Tacka C u sredini
dijagrama predstavlja standardni izvor svetlosti C koji na zadovoljavajuéi nacin zamenjuje
dnevnu svetlost, a naziva se jos i "bela tacka". Osa Y koja definise svetlo¢u lezi normalno u
odnosu na dijagram hromati¢nosti.

Dominantna talasna duZina (A) se odreduje na sledeéi nacin (Pribis, 1980): na
osnovu vrednosti koeficijenata hromati¢nosti (trihromatskih koeficijenata) x i y ucrta se
odgovarajuca tacka u dijagramu hromaticnosti (npr. tacka F). Ova tacka se spaja sa tackom
C uz produzavanje prave do preseka sa spektralnom krivom. Na mestu preseka (G) ocita se

odgovaraju¢a dominantna talasna duzina za datu boju. U slucaju da se tacka nalazi ispod
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tacke C (tacka K), tako da se prava koja ih spaja sece sa pravom koja spaja spektralne krive,
prava se produzava u suprotnom smeru i na tom preseku sa spektralnom krivom odreduje
se dominantna talasna duzina (tacka M) (slika 22).

Na osnovu dijagrama hromati¢nosti po CIE sistemu, oznake boje tj. polja koje
obuhvata spektralna kriva na slici 23 su: 1 - ljubicastoruzZicasta; 2 - crvenoljubicasta; 3 - ruZicasta; 4
- ljubicastocrvena; 5 - crvena; 6 - narandzastocrvena; 7 -crvenkastonarandzasta; 8 -
narandzasta, 9 - zuckastonarandzasta; 10 - Zuta; 11 - zelenkastozuta; 12 - Zuto-zelena; 13 -
zuckastozelena; 14 - zelena; 15 - plavkasto-zelena; 16 - plavozelena; 17 - zelenkastoplava; 18
- plava; 19 - ljubicastoplava; 20 - ljubic¢asta; 21 - ljubicastocrvena; 22 - crvenkastoljubicasta.

Cisto¢a boje (C) je u kvantitativnom smislu definisana kao razdaljina doti¢ne tacke
od "bele tacke". Cistoca je najveca ako se tacka pripada spektralnoj krivoj i tada se radi o
&istoj spektralnoj boji (C =100 %). Sto je tacka bliZe izvoru C &istoca se smanjuje, a Cistoca

"bele tacke" iznosi 0 % (slika 23).

v FC
C = =—=-100 % (6)
GC
y
01 02 03 04 05 06 07 08 09 X 420400
100 200 300 400 500 600 700 X
Slika 22. CIE dijagram hromati¢nosti Slika 23. Dijagram hromatic¢nosti po CIE
Odredivanje dominantne talasne duzine i sistemu sa prikazom boja koje obuhvata
cistoce boje (Pribis; 1980) spektralna kriva (Pribis, 1980)
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Po CIE sistemu sjajnost se odreduje na osnovu velicine Y (%), tj. u CIE L'a'b i
Hiinter—ovom sistemu odreduje se na osnovu vrednosti psihometrijske svetlosti (I i L)

(Popov-Raljié, 1999; Radovanovié i Popov-Raljic, 2000/20071).

4.2.4.2. Odredivanje termalnih svojstava ¢okolada metodom
diferencijalne skenirajuce kalorimetrije (DSC)

Termalna analiza razlicitth cokolada sa probioticima i kontrolnih uzoraka obavljena
je primenom diferencijalne skenirajuce kalorimetrije (DSC) na aparatu DSC Q1000 (TA
Instruments, New Castle, DE, USA) sa RSC hladnjakom, u temperaturnom opsegu od 2-
60°C, brzinom grejanja/hladenja Hr=5°C/min, u aluminijumskim c¢anci¢ima pti protoku
azota od 50 ml/min. Uzorak mase 4-5 mg odmeravan je u aluminijumsko ¢ance, dok je kao
referentno sluzilo prazno cance. Eksperimentalna metoda je kreirana pomocu softvera Q
series Explorer i elektronski sacuvana. Obrada DSC krivih, odredivanje temperature
topljenja i kristalizacije uzoraka cokolada (T,1 T,), kao i entalpije navedenih procesa (AH, .,

1AH,,) izvtSena je pomocu program TA Universal Analysis 2000.

4.2.5. Odredivanje sadrzaja polifenolnih jedinjenja

4.2.5.1. Priprema uzoraka ¢okolada

Radi odredivanja sadrzaja polifenolnih komponenata i antioksidativnih svojstava
uzoraka cokolada potrebno je prvo pripremiti uzorke, sto obuhvata njihovo odmaséivanje i

ekstrakciju polifenolnih jedinjenja.

Odmas¢ivanje uzoraka cokolada

Uzorci ¢okolada su odmascéeni prema postupku koji navede Adawmson i sar., (1999)
koji ukljucuje trostruku ekstrakciju sa #-heksanom. Odmasceni uzorci ostave se preko noci
na sobnoj temperaturi da ispari rastvarac i zaostanu ¢vrsti talozi, koji se potom produvaju

azotom 1 spreme u hladnjak do analize (Adamson i sar., 1999). Na ovaj nacin ekstrahovane
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masti iz analiziranih uzoraka razlicitth vrsta cokolada upotrebljene su za odredivanje

oksidativne stabilnosti (4.2.6.4.14.2.6.5.).

Ekstrakcija polifenolnih jedinjenja u ¢cokoladama

Odmasceni uzorci cokolada ekstrahovani su dva puta 70 % -tnim metanolom.

Nakon centrifugiranja supernatanti se spoje u odmernoj tikvici i prema potrebi
dopune rastvaracem koji je koris¢en za ekstrakciju (70 % metanol) do 10 ml, kako bi se dobila
poznata masena koncentracija odmaséenog uzorka (0.2 g/ml). Dobijeni ekstrakti produvaju

se azotom i cuvaju u zamrzivacu do dalje analize (Guyot i sar., 1998; Hammerstone i sar., 1999).

4.2.5.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola Folin — Ciocalteu-ovim reagensom

Ukupni fenoli u ekstraktima uzoraka cokolada odredeni su spektrofotometrijski
prema metodi koja se bazira na kolorimetrijskoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteu-ovim
reagensom (Singleton i Rossi, 1965). Folin-Ciocalteu reagens je smesa fosforvolframove i
fosformolibdenove kiseline, koji reaguje sa fenoksid jonom iz uzorka, prilikom cega se
fenoksid-jon oksiduje, a Folin-Ciocalteu reagens redukuje do plavo obojenih oksida
volframa i molibdena (Singleton i sar, 1999). Intenzitet nastalog plavog obojenja meri se pri
765 nm (Ough i Amerine, 1988).

Pri svim spektrofotometrijskim odredivanjima koriséen je spektrofotometar Helios

¥, (ThermoSpectronic, Velika Britanija).

Izrada standardne krive za odredivanje ukupnih fenola

Pripremi se osnovni rastvor standarda galne kiseline u etanolu, koncentracije 500
mg/1 iz kojeg se zatim u tikvicama od 100 ml naprave razredenja tako da se dobiju rastvori
galne kiseline koncentracija 0, 50, 100, 150, 250 mg/1.

U odmerne tikvice od 50 ml, otpipetira se 0.5 ml rastvora odgovarajuce
koncentracije galne kiseline, nakon cega se dalje prati prethodno opisana procedura za
odredivanje ukupnih fenola.

Na osnovu izmerenih vrednosti apsorbance nacrta se standardna kriva, a prema
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jednacini te krive izracuna se udeo ukupnih fenola u uzorcima:

y=0.001x - 0.018 @

R*= 1.000

gde su:
X — izracunat udeo ukupnih fenola (mg GAE/g odmaséene cokolade)

y — izmerene vrednosti apsorbance na 765 nm.

4.2.5.3. Odredivanje sadrzaja ukupnih neflavonoida

Za talozenje flavonoidnih jedinjenja primenjue se formaldehid koji reaguje sa C-6 ili
C-8 na 5,7-dihidroksi flavonoidu stvarajuéi metilol derivate koji dalje reaguju sa drugim
flavonoidnim jedinjenjem takode na C-6 ili C-8 polozaju, itd. Kondenzovani molekuli
nastali ovom reakcijom uklone se filtriranjem, a ostatak neflavonoidnih fenola odreduje se

prema metodi za ukupne fenole (Ough i Amerine, 1988).

4.2.5.4. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Udeo ukupnih flavonoida izracunava se kao razlika udela prethodno odredenih

ukupnih fenola i neflavonoida prema formuli:

ukupni flavonoidi = ukupni fenoli — ukupni neflavonoidi ®)

[mg GAE/g odmaséenog uzorka]
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4.2.5.5. Odredivanje sadrzaja flavan-3-ola

4.2.5.5.1. Reakcija sa vanilinom (vanilin indeks)

Metoda se zasniva na reakciji vanilina (p-hidroksibenzaldehida) sa alkoholnim
grupama na polozajima C6 i C8 u molekulama flavan-3-ola, pri ¢emu nastaje crveno
obojeni kompleks. Intenzitet crvenog obojenja, koji se odreduje spektrofotometrijski,
merenjem apsorbancije na talasnoj duzini od 500 nm, direktno je proporcionalan koncentraciji
flavan-3-olnih monomera (katehina) i polimera (proantocijanidina) (Dz Stefano i sar., 1989).

Udeo (+)-katehina 1 proantocijanidina ra¢una se prema formuli:

(+)-katehin = 290.8 x AE x razredenje )
gde je:
AE = razlika apsorbancije izmedu uzorka i slepe probe

Rezultati su izrazeni kao mg (+)-katehina/g odmaséenog uzorka.
4.2.5.5.2. Reakcija sa p-dimetilamino-cinamaldehidom (p-DAC)

Ova metoda se zasniva na istom principu odredivanja udela (+)-katehina 1
proantocijanidina kao i metoda sa vanilinom, ali se razlikuje po tome $to p-dimetilamino-
cinamaldehid (p-DAC) reaguje samo sa hidroksilnom grupom na polozaju C-8 u molekulu
flavan-3-ola. Intenzitet nastalog zelenog obojenja odreduje se spektrofotometrijski na
talasnoj duzini od 640 nm (D7 Stefano i sar., 1989).

Udeo (+)-katehina i proantocijanidina racuna se prema formuli:

(+)-katehin = 32.1 x AE x razredenje (10)
gde je:
AE = razlika apsorbance izmedu:
a) uzorka i reagensa
b) vode i reagensa

©) uzorkaivode
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AE=a-b-c¢ (11)

Rezultati se izrazavaju kao mg (+)-katehina/g odmaséenog uzorka.

4.2.5.6. Odredivanje sadrzaja ukupnih proantocijanidina

modifikovanom metodom po Bate-Smith-u

Primenjena metoda razvijena je modifikacijom metode po Bate—Smith-u (1954) a
bazira se na kiselinskoj hidrolizi polimernih molekula procijanidina sa hlorovodoni¢nom
kiselinom, pri ¢emu nastaju jednostavni cijanidini. Navedena reakcija propracena je
nastankom crvenog obojenja €iji se intenzitet meri spektrofotometrijski na talasnoj duzini

od 550 nm (Porter i sar., 1986).

Izrada standardne krive za kvantitativho odredivanje ukupnih proantocijanidina

Za izradu standardne krive pripremi se osnovni metanolni rastvor cijanidin hlorida
koncentracije 100 mg/l. Iz tako pripremljenog rastvora naprave se razredenja rastvora
cijanidin hlorida koncentracija 1, 5, 10, 12.5 i 25 mg/l. U odmernim tikvicama od 10 ml
pomesa se 2 ml prethodno dobijenih razredenja sa navedenim reagensima prema
prethodno opisanom postupku, te se nakon zagrevanja i hladenja izmeri apsorbanca na 550
nm, uz metanol kao slepu probu.

Na osnovu izmerenih vrednosti nacrta se standardna kriva, a rezultati se izracunaju

iz jednacine te krive:

y=0.0321x + 0.0574 (12)

R*= 0.9901

gdje su:
x — poznata koncentracija rastvora cijanidin hlorida (mg/1)
y — izmerene vrednosti apsorbance na 550 nm.

Rezultati se izrazavaju kao mg cijanidin-hlorida/g odmascenog uzorka.
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4.2.6. Odredivanje antioksidativhog kapaciteta ¢okolada

4.2.6.1. FRAP metoda

Ova metoda se zasniva na redukciji bezbojnog kompleksa gvozde(Ill)-
tripiridiltriazina (Fe’*-TPTZ) u fero formu (Fe*") intenzivne plave boje (Benzie i Strain,
1996).  Antioksidativna  aktivhost ispitivanith  uzoraka cokolada odreduje se

spektrofotometrijski merenjem apsorbance na 593 nm.

Izrada standardne krive za FRAP metodu

Za izradu standardne krive pripremi se osnovni vodeni rastvor gvozde(II)sulfat-
heptahidrata koncentracije 1 mM. Iz tako pripremljenog rastvora naprave se razredenja
koncentracija 0.1, 0.25, 0.51 0.75 mM.

U kiveti se pomesa 200 ul prethodno pripremljenih razredenja rastvora
gvozde(II)sulfat-heptahidrata sa 3.8 ml FRAP reagensa te se izmeri apsorbanca na 593 nm
nakon ta¢no 4 minuta, uz vodu kao slepu probu. Na bazi izmerenih vrednosti nacrta se

standardna kriva, a rezultati se izracunaju iz jednacine standardne krive:

y =0.0016x (13)

R’= 0.9942

gde su:
x — koncentracija rastvora gvozde(II)sulfat-heptahidrata (mM)
y — izmerene vrednosti apsorbance na 593 nm.

Rezultati su izrazeni kao umol Fe(Il)/g odmaséenog uzorka cokolade.

4.2.6.2. ABTS metoda

Ova metoda se bazira na ,,gasenju plavo-zelenog radikal-katjona 2,2'-azinobis(3-

etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS radikal-katjona), koji se formira bilo
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hemijskom ili enzimskom oksidacijom rastvora ABTS-a nekoliko sati pre analize. Udeo
ABTS radikala koje ,,gase* razliciti antioksidansi meri se pracenjem smanjenja apsorbance
ABTS radikala te se poredi sa smanjenjem apsorbance koju uzrokuje dodatak odredene
kolicine  6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilne  kiseline (Trolox), analoga

vitamina E rastvorljivog u vodi, pri istim uslovima (Prior i sar., 2005).

Izrada standardne krive za ABTS metodu

Za izradu standardne krive pripremi se 1 mM rastvor Trolox-a (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina) u etanolu. Iz tako pripremljenog rastvora naprave
se razredenja rastvora Trolox-a, koncentracija 0.05, 0.1, 0.125, 0.251 0.5 mM.

U kiveti se pomesa 20 pl prethodno dobijenih razredenja rastvora Trolox-a s 2 ml
rastvora ABTS" radikala te se izmeri apsorbanca na 734 nm nakon ta¢no 1 minut, uz etanol
kao slepu probu. Na osnovi izmerenih vrednosti nacrta se standardna kriva, a rezultati se

izracunaju iz jednacine te krive:

y=-0.0014x + 0.7 (14)

R’= 0.9936
gde su:
x — koncentracija rastvora Troloxa (mM)

y — izmerene vrednosti apsorbance na 734 nm.

Rezultati su izrazeni kao pmol Trolox-a/g odmaséenog uzorka cokolade.

4.2.6.3. Polarografska metoda (HPS)

Polarografija sa jednosmernom strujom (DC-direct current), odnosno klasi¢na
polarografija, je elektrohemijska tehnika kod koje se sporom promenom potencijala

polarizuje elektroda male povrsine (tzv. radna elektroda). U klasi¢noj (DC) polarografiji kao

Pregled literature 146 _



Doktorska disertacija Mr Jovanka G Laliéié-Petronijevié

radna elektroda se koristi takozvana kapljuéa zivina elektroda (KZE). Ona se sastoji iz
staklene kapilare veoma malog unutrasnjeg precnika ¢iji je gornji kraj crevom vezan za
rezervoar sa zivom dok se na donjem kraju, koji je uronjen u rastvor, formira kap zive. Kap
raste nekoliko sekundi nakon cega se otkida i pocinje formiranje nove kapi. Ta, uvek sveza
kap zive na dnu kapilare, predstavlja radnu elektrodu. Da bi strujno kolo bilo zatvoreno u
rastvor se uranja 1 takozvana pomocna elektroda. Pomoéna elektroda ne treba da se
polarizuje. Da bi se njena polarizacija sprecila potrebno je da je gustina struje na njoj daleko
manja nego na povrsini radne elektrode, te joj je, s toga, povrsina visestruko ve¢a. Pomocna
elektroda je najces¢e od platine ili staklastog ugljenika da bi se izbeglo njeno
elektrohemijsko rastvaranje. Treca elektroda u rastvoru je referentna elektroda. Referentna
elektroda je elektroda ta¢no poznatog potencijala. Ona se sa radnom elektrodom povezuje
strujnim kolom ogromnog otpora (10" i vise Q) sa ciliem da kroz to kolo prakti¢no ne
protice struja, a ono sluzi da izmeri razliku potencijala izmedu radne i referentne elektrode.
Iz te razlike potencijala i poznate vrednosti potencijala referentne elektrode odreduje se
potencijal radne elektrode. Kada se sporom promenom potencijala radna elektroda dovede
na potencijal na kome se neka hemijska vrsta (jon ili molekul prisutan u rastvoru) oksiduje
ili redukuje, ta elektrohemijska reakcija dovodi do depolarizacije radne elektrode i do
protoka elektricne struje izmedu radne i pomocne elektrode. Na slici 24a prikazana je
upros$éena sema polarografskog uredaja. Tokom polarografske analize snima se zavisnost
jacine struje izmedu radne i pomocéne elektrode od potencijala radne elektrode, i dobijena
kriva se naziva i-E kriva, odnosno polarogram. Svaka vrsta koja reaguje na radnoj elektrodi
daje na polarogramu takozvani polarografski talas. Primer polarografskog talasa za
redukciju kadmijuma iz Cd** u elementarni, dat je na slici 24b. Polarografski talas ima dve
vazne karakteristike: visinu koja se zove grani¢na difuziona struja i na slici 24b je oznacena
sa 13, 1 ona je proporcionalna koncentraciji vrste koja reaguje na elektrodi (kadmijuma (II) u
nasem primeru) i polutalasni potencijal. Polutalasni potencijal je potencijal na kome
difuziona struja dostigne polovinu svoje maksimalne (grani¢ne) vrednosti. Vrednost
polutalasnog potencijala je karakteristicna za odredenu hemijsku vrstu. Polutalasni
potencijal se koristi za kvalitativhu, a vrednost granicne difuzione struje (visina talasa) za

kvantitativnu analizu.
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Polarografska merenja u ovom radu obavljana su polarografskim uredajem PAR
(Princeton Applied Research) 174A sa priklju¢enim X-Y pisacem (Houston Instruments,
Omnigraph 2000) za automatsko belezenje polarografskih i-E krivih. Elektrodni sistem
elektroliticke éelije sastojao se od tri elektrode:

~ radne kapljuée Zivine elektrode (KZE) kapilarnih karakteristika (masa Zive istekle iz

kapilare u jednoj sekundi) m = 2.5 mg s™ pri visini Hg rezervoara od 75 cm,

— referentne zasiene kalomelske elektrode (ZKE),

- platinskog (Pt) lima kao pomo¢ne elektrode.

Kori$¢ena je polarografska celija zapremine 30 ml prilagodena za termostatiranje.
Programirano vreme kapanja (t) KZE od 1 s podeseno je instrumentom. Brzina promene
polarizujuceg napona iznosila je 10 mV/s, a pocetni potencijal 0.1 V prema ZKE. Promena
potencijala polarizacije je usmerena ka negativnijim vrednostima potencijala. Suzbijanje
kapacitivhe komponente struje i-E signala vrieno je filterom instrumenta na poziciji 3 s.
Strujna osetljivost u vecini slucajeva iznosila 20 pA (pun otklon skale od 250 mm). Radi
uklanjanja prisutnog kiseonika struja analiticki ¢istog azota propustana je kroz rastvor u
¢eliji u trajanju od 5 minuta. Tokom snimanja odrzavana je inertna atmosfera (struja azota

iznad rastvora). Po dodatku uzorka rastvor je 30 s homogenizovan mesanjem azotom.

msnG ) .
LA Ca* + 2¢ —= Cd B
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Slika 24. a) Sema polarografskog uredaja: KZE-kapljuca Zivina elektroda; PE pomoéna
elektroda; Ref E referentna elektroda, b) Polarografske i-E krive: A-osnovni elektrolit 0.1
M KClI; B-redukcija jona kadmijuma iz osnovnog elektrolita
(E, ,-polutalasni potencijal, i-grani¢na difuziona struja)
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Postupak pri radu bio je sledeéi. Optimalna koncentracija vodonik peroksida (5
mM) u puferskom rastvoru (Clark Lubs pufer pH 9.8) je odredena iz koncentracione
zavisnosti anodne struje peroksida (Sugnmjevic i sar, 2017). U 20 ml rastvora peroksida u
puferu, ekstrakti razli¢itih vrsta ¢okolada su najpre dodavani u alikvotima od 100 ul. Prvo je
snimljena i-E kriva polaznog rastvora peroksida, a zatim nakon svakog dodatog alikvota
ispitivanog ekstrakta. Alikvoti od 100 pl ekstrakata mle¢nih cokolada  su izazivali
ravhomerno smanjenje struje peroksida. Prvi dodatak ekstakta crnih cokolada sa 44 %
kakao-delova, a narocito crnih sa 75 % kakao-delova, izazvao je veliko smanjene struje
peroksida, koje je posle svakog sledeceg dodatka bilo sve manje. Da bi smanjene bilo
ravnomerno zapremina dodatka ekstrakta crnih cokolada je smanjena na 50 ul. Meren je
itenzitet, tj. visina granicne struje osnovnog anodnog pika peroksida (7), kao i visina pikova
dobijenih po svakom dodatku uzorka (7). Izracunato je smanjenje struje pika po svakom
dodatku pojedinacno. Procenat smanjenja pocetne struje vodonik peroksida izracunat je
prema sledecoj jednacini:

% smanjenje[H,0, ] :( —;iijOO (15)
10

Konstruisan je grafik zavisnosti procenta smanjenja od zapremine dodatog uzorka.
Aktivnost uzorka izrazena je kao nagib pravolinijskog dela te zavisnosti. Zavisnost je za
uzorke mlec¢nih ¢okolada bila linearna u celom intervalu zapremine od 100 do 500 pl. U
eksperimentima sa crnim cokoladama (sa 44 % 1 75 % kakao-delova) je pri vedim
zapreminama primecena nelinearnost, tj. formiranje platoa pomenute zavisnosti. Kao $to je
ranije pomenuto, to je i bio razlog da se ekstrakti crnih cokolada dodaju u manjim

zapreminama u odnsou na ekstrakte mlec¢nih ¢okolada.
4.2.6.4. Odredivanje indukcionog vremena oksidacije (OIT) primenom DSC
Na uzorcima masti ekstrahovanim iz svih analiziranih cokolada sa probioticima

(4.2.5.1.) odredeno je indukcionog vremena oksidacije (OIT) i temperatura pocetka

oksidacije (OOT) primenom diferencijalne skenirajuce kalorimetrije.
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Za oba navedena ispitivanja uzorci su pripremljeni na isti nacin. Nakon ekstrakcije
na hladno 1 otparavanja rastvaraca u aluminijumskom c¢ancetu odmereno je od 3 do 3.33
mg svakog analiziraniog uzorka masti sa ta¢no$éu od +0.01 mg. Cancée sa odmerenim
uzorkom, bez poklopca, postavi se u DSC ¢eliju na poziciju za uzorak, a na referentnu
poziciju prazno c¢ance, bez poklopca.

Odredivanje indukcionog vremena oksidacije (OIT) primenom DSC obavlja se
prema standardu ASTM E 1858-08.

Uzorak se greje brzinom 40°C/min u struji azota (protok 50 ml/min) od sobne
temperature do uspostavljanja izotermalne temperature (140°C), kada se umesto azota
uvodi kiseonik (protoka 50 ml/min). Uzorak se odrzava pod navedenim uslovima sve do
pocetka egzotermnog odstupanja toplotnog protoka. Eksperimentalna metoda je kreirana
pomocu softvera QQ series Explorer i elektronski sacuvana. Za odredivanjete oksidacionog

indukcionog vremena koristi se program TA Universal Analysis 2000.
4.2.6.5. Odredivanje temperature pocetka oksidacije (OOT) primenom DSC

Odredivanje temperature pocetka oksidacije (OOT) uzoraka masti ekstrahovanih iz
razlicitth vrsta cokolada sa i bez probiotika, primenom diferencijalne skenirajuce
kalorimetrije, obavljeno je prema standardu ASTM E 2009-08.

Uzorak se greje brzinom 10°C/min u struji kiseonika (protok 50 ml/min) od sobne
temerature do pocetka egzotermnog odstupanja toplotnog protoka. Eksperimentalna
metoda je kreirana pomocu softvera (Q series Explorer i elektronski sacuvana. Za
odredivanje temperature pocetka oksidacije iz dobijenog termograma, koristi se program

TA Universal Analysis 2000.

4.2.7. Odredivanje reoloskih karakteristika prema ICA (IOCCC) metodi

Reoloska svojstva uzoraka razlicitih vrsta cokolada sa probioticima, kao i kontrolnih
uzoraka, odredena su po metodi preporucenoj od strane Medunarodne asocijacije za
konditorske proizvode (ICA, bivsa IOCCC) za merenje viskoziteta kakao-proizvoda i

cokolade (Viscosity of Cocoa and Chocolate, Analythical Method 46, 2000).
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Pre pocetka merenja uzorci ¢okolada su otopljeni zagrevanjem u susnici na 40-42°C
(niza temperatura za mlecne cokolade) tokom 60 minuta.

Za odredivanje viskoziteta upotrebljen je rotacioni viskozimetar sa koncentri¢nim
mernim cilindrom i mernom geometrijom SV-DIN, model VT550 (Visco Tester, Haake,
Nemacka).

Otopljeni uzorci su uneti u predgrejanu mernu posudu viskozimetra — stator, 1
potom kondicionirani na 40°C i izloZeni stalnoj brzini smicanja (od 5 s') do postizanja
stabilnih ocitavanja instrumenta u opsegu od 2 % tokom 2 minuta. Ovim se postize
izjednacavanje temperature i uniformno rasporedivanje cokoladne mase unutar anularnog
prostora viskozimetra, posle cega se pristupa merenju pri pocetnoj brzini smicanja. Merenja
svojstava proticanja su obavljena na temperaturi od 40°C primenom brzina smicanja u
intervalu od 2-50 s'. Podaci za viskozitet su izracunati na osnovu napona smicanja
merenog kroz ceo interval brzina smicanja. Za interpolaciju izmedu tacaka i izracunavanje
ostalih reoloskih podataka koriSten je matematicki model po Casson-u. Na osnovu
izmerenih vrednosti napona smicanja u zavisnosti od brzine smicanja provereno je vazenje

sledece jednacine proticanja:

Ve=vVr1e, + Ve, . VD (16)
gde je:
T - napon smicanja (Pa)
Tea - prinosni napon po Casson-u (Pa)
Nea — plasticni viskozitet po Casson-u (Pas)

D - brzina smicanja (s7).

Rezultati su prikazani u vidu krivih proticanja (krive napona smicanja i viskoziteta) 1
tabelarno. Pored toga, odreden je 1 statisticki pokazatelj kvaliteta podudaranja date

jednacine u vidu koeficijenta korelacije ().

4.2.8. Analize ambalaznih materijala

Razlicite vrste cokolada (mle¢ne, crne sa 44 % i sa 75 % kakao-delova) sa dodate tri

vrste probiotskih kultura (D, B 1 L3), kao i kontrolne cokolade, bile su upakovane u
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identicne ambalazne materijale, pri cemu je Stampana lakirana aluminijumska folija
predstavljala primarnu ambalazu (u dodiru sa proizvodom) (oznacena kao uzorak 1), a
seckundarni ambalazni materijal je bio sacinjen od $tampane papirne/kartonske blankete

(oznacene kao uzorak 2).

4.2.8.1. Odredivanje debljine materijala

Debljina uzoraka ambalaznih materijala je odredena metodom JSRPS G.
$2.703:1968, a merenje je izvtseno mernim vijkom "Mikro 2000". Merenje debljine se
izvodi stavljanjem uzorka tj. iseCene epruvete izmedu mernih pipaka mikrometra i
ocitavanjem debljine na displeju mikrometra. Na svakoj ise¢enoj epruveti debljina se meri
na 8 razlicitth mesta, a debljina ispitivanog uzorka se izracunava kao srednja vrednost

pojedinacnih epruveta.

4.2.8.2. Odredivanje mase po jedinici povrsine materijala

Masa po jedinici povrsine je odredena metodom SRPS G.52.702:1968. Od folije se
iseku uzorci poznate povrsine, izmeri se njithova masa i preracuna na jedinicu povrsine.

Nakon razdvajanja, na isti nacin se izracunava i povrsinska masa monomaterijala.

4.2.8.3. Odredivanje mehanickih svojstava ambalaznih materijala

Odredivanje mehanickih svojstava ispitivanih materijala (zatezna jacina i izduzenje
pri kidanju) obavnjeno na aparatu ,INSTRON 4301 po metodi opisanoj u standardu

«Plasti¢ne mase - Ispitivanje folija zatezanjem», oznaka standarda: SRPS G.52.734:1972.

4.2.8.4. Odredivanje propustljivosti gasova

Barijerna svojstva materijala (propustljivost gasova: CO,, N,, O,) ispitana su
metodom po Lyssy—u, prema DIN—u 53380 na aparatu Lyssy GPM—-200, sa pripadaju¢im
gasnim hromatografom Gasukuro Kogyo GC-320 i integratorom HP 3390A, a

propustljivost vazduha odredena je racunskim putem.
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4.2.8.5. Odredivanje hermeti¢nosti vara

Var se prvo ispituje vizuelnim pregledom, pri cemu se posmatra da li ivice pravilno
nalezu jedna na drugu, da li je doslo do nabiranja ili guzvanja materijala pri formiranju vara,
itd. Zatim se hermeti¢nost vara ispituje 1%-tnim rastvorom rodamina B. Ukoliko rastvor

prode kroz var, dokazana je njegova nehermeti¢nost.

4.2.9. Statisticka obrada rezultata

Svi rezultati su prikazani kao srednje vrednosti £ standardne devijacije.

Izracunavanje srednjih vrednosti i standardnih devijacija obavljeno je u Excel-u
(Microsoft Office 2007). Proracun HSD Tukey — evog testa je obavljen u programu
StatSoft Statistica 10.0, istovremeno za tri razlicite vrste cokolada (mle¢ne i dva tipa crnih),
uz dodatke razlic¢itih probiotika (D, B, L3), ukljucujudi i kontrolne uzorke, tokom tri perioda
skladistenja (0-30, 90 i 180 dana). Izuzetak su rezultati ocenjivanja senzornog kvaliteta
cokolada, kod koji su poredena vrSena samo u okviri iste vrste cokolada sa dodatim

probioticima.
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5. REZULTATI I DISKUSIJA

5.1. PRIKAZ REZULTATA PRELIMINARNOG OGLEDA

Pocetna istrazivanja obuhvacena ovom doktorskom disertacijom sprovedena su u
okviru preliminarnog ogleda, koji se sastojao u inkorporiranju tri koncentracije ispitivanih
probiotika u tri ¢okoladne mase razlic¢itog sastava. Bilo je predvideno da se na ovaj nacin
dode do optimalne koli¢ine svakog probiotika koja obezbeduje dovoljan broj vijabilnih
probiotskih ¢elija i dobar senzorni kvalitet razli¢itih vrsta ¢okolada.

S obzirom na visoku cenu probiotskih preparata teznja je bila da se izbegne
dodavanje prekomernih koli¢ina probiotika ukoliko to nije neophodno, $to bi doprinelo
ckonomicnosti finalnog proizvoda u eventualnoj daljoj industrijskoj proizvodnji i
omogucilo postizanje njegove pristupacne cene, a time i Sire potrosnje. Medutim, treba
imati u vidu da bi dodata koli¢ina probiotika trebalo da bude tolika da nadoknadi
eventualne gubitke tokom proizvodnje i skladiStenja i tako obezbedi dostavu korisnih
bakterija u $to ve¢em broju i aktivhom stanju u GI trakt ¢oveka. Sa druge strane, senzorna
svojstva su jedan od najvaznijith parametara kvaliteta koji u najvecoj meri opredeljuje
potrosace pri izboru odredene hrane. Navedeno ima poseban znacaj kod cokolade, kao
»hamirnice za povladivanje®, koja ¢ak kod nekih konzumenata dovodi do nastanka Zzudnje
(¢hocolate craving) - fenomena koji je, pre svega, uzrokovan senzornim svojstvima cokolade
(Michener i Rozin, 1994). Zbog toga je neophodno ocuvati senzorni kvalitet pri isprobavanju
bilo koje nove formulacije, narocito ukus i teksturu koje potrosaci nisu spremni da podrede
tunkcionalnosti (Szegrist 7 sar, 2008). Pored toga, dodatak probiotskih kultura u pravom
momentu tokom proizvodnog procesa je od krucijalne vaznosti za kvalitet 1 delotvornost
ovakve vrste proizvoda.

Inkorporiranje probiotika u cokolade u industrijskim uslovima povezano je sa
nizom faktora, pri ¢emu je jedan od najveéih (radna) temperatura. Poznato je, naime, da je

temperatura cinilac koja uti¢e na rapidno opadanje broja vijabilnih éelija i to ¢ak 7 puta brze
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na 30°C i 12 puta brze na 40°C u donosu na 25°C, zbog ¢ega se probiotici mogu izlagati
temperaturama od 40-45°C vrlo kratko vreme. U malobrojnim radovima objavljenim na
ovu temu preporucuje se inkorpiriranje probiotskih bakterija u cokoladnu masu kada je
njena temperatura oko 40°C, $to je uglavhom pre proizvodne faze temperiranja (Nebesny i
sar., 2005; Nebesny i sar., 2007). Tokom ovog eksperimenta bili smo vodeni idejom da
smanjimo rizik od izlaganja probiotskih bakterija letalnim temperaturama u $to je moguce
vecoj meri, ali i da izbegnemo Stetno dejstvo snaznog mehanickog smicanja tokom
dugotrajnog konciranja. Nakon nekoliko isprobanih varijanti inkorporiranja probiotskih
kultura 1 usled tehnickih ogranic¢enja u fabrici L Starks a. d., Beograd, odlucili smo se za
umesavanje probiotika posle postupka temperiranja, odnosno pre faze oblikovanja, kada je
temperatura ¢okoladne mase ve¢ snizena na 30-32°C.

Posle ocvricavanja 1 hladenja, uzorci svih ispitivanih ¢okolada (ML, M i C) sa po tri
razlicite koncentracije svakog od upotrebljenih probiotika (tabela 7, Mat. i metode rada)
analizirani su u mikrobioloskoj laboratoriji Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Beogradu.
Dobijeni rezultati broja vijabilnih ¢elija tri vrste probiotika (D, B i L3) dodatih u tri razlicite
koncentracije u ¢okoladne mase razli¢itog sastava (ML, M i C) prikazani su u tabeli 10.

Istovremeno, dobijeni probni uzorci razlicitth vrsta cokolada sa probioticima
dodatim u tri koncentracije, podvrgnuti su senzornoj analizi od strane grupe strucnih
ocenjivaca iz oblasti senzornog ocenjivanja kvaliteta prehrambenih proizvoda, pri ¢emu su
ocenjivani parametri obuhvatali izgled, teksturu i aromu (miris i ukus) ¢okolada.

Na osnovu dobijenih rezultata preliminarnog ogleda, konstatovano je da se
primenom najnize koncentracije probiotskih bakterija C1 ne dobija dovoljan pocetni broj
aktivnih Celija, pa je ova koncentracija odbacena kao nezadovoljavajuca. Pored toga, uoceno
je da se dodatkom probiotika u najvecoj koncentraciji C3 ne postize znacajno povecanje
broja vijabilnih ¢elija u odnosu na onaj broj koji se dobija dodavanjem koncentracije C2.
Drugim re¢ima, dodavanjem probiotskih bakterija u koncentraciji C2 obezeduje se

optimalan broj vijabilnih ¢elija probiotika u cokoladama razlicitog sastava.

Rezultati i diskusija 155 _




Doktorska disertacija

Mr Jovanka Lalii¢-Petronijevié¢

Tabela 10. Broj vijabilnih celija utvrden nakon dodatka razli¢itih probiotika u tri
koncentracije u cokoladne mase razli¢itog sastava tokom preliminarnog ogleda

Utvrdeni broj vijabilnih éelija pri razli¢itim
Vista Probiotik koncentracijama dodatih probiotika
c¢okolade
C1 C2 C3
D 2.20x108 5.35x108 7.95x108
B 6.50x107 1.30x108 2.20x108
LA 2.70x108 5.95x108 8.90x108
ML
L3 gr 3.00x108 6.75x108 9.90x108
BB 3.15x106 6.50x106 9.50x106
D 2.00x108 4.80x108 7.20x108
B 5.95x107 1.20x108 2.10x108
LA 2.90x108 5.80x108 8.80x108
M L3 sr 2.40x108 5.10x108 7.70x108
BB 2.80x106 5.90x106 8.75x106
D 2.10x108 5.00x108 7.50x108
B 6.75x107 1.35x108 2.25x108
C LA 2.60x108 5.85x108 8.75x108
L3 gr 2.35x108 4.95x108 7.40x108
BB 2.50x106 5.30x106 7.95x106

Osim toga, na osnovu rezultata senzorne analize utvrdeno je da se najoptimalniji

senzorni kvalitet postize upravo pri koncentraciji probiotika C2, bududi da se primenom

vece koncentracije C3, znatno cesée oseti peskovitost pri zvakanju pojedinih uzoraka, ¢cime

se remeti fina, glatka tekstura cokolada. Zbog svega navedenog, odluceno je da se tokom

glavnog eksperimenta tri vrste probiotskih kultura inkorporiraju u tri vrste cokoladnih masa

razlicitog sastava u koncentraciji C2 (tabela 7, Mat. i metode rada).

5.2. REZULTATI ODREDIVAN]JA VIJABILNOSTI
PROBIOTSKIH BAKTERIJA U COKOLADAMA

Promene broja inkorporiranih probiotskih bakterija u razlicitim vrstama cokolada,

tokom skladiStenja na temperaturama od 4°C 1 20°C prikazane su u tabelama od 11-13.

Radi lakseg sagledavanja trenda kretanja broja pojedinih vrsta probiotskih bakterija podaci

su prikazani i na graficima od 1-6.
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Potro$aci u pravi mah ne povezuju BMK sa konditorskim proizvodima, iako
postoje proizvodi ili puluproizvodi iz ove grupe (kao $to su neka punjenja za cokolade ili
bombone, karamelna masa, neke vrste deserata, itd.) koji su cak deklarisani kao npr.
“jogurtni”. Oni se delom dobijaju iz fermentisanih mlec¢nih napitaka, tradicionalnih nosaca
BMK. Medutim, unosenjem u konditorske proizvode bivaju izloZeni pojedinim fazama
prerade sa Stetnim efektima po bakterijske Celije, te ne uspevaju da prezive ni pomenute
proizvodne faze, niti kasnije uslove cuvanja na sobnoj temperaturi. Prezivljavanje BMK,
ukljucujudi i probiotske sojeve, u hrani, povezano je sa nizom destabilizujucih ¢inilaca zbog
cega obogacivanje namirnica vijabilnim probiotskim ¢elijama, pogotovo van domena
proizvoda od mleka, zahteva prilagodavanje pojedinih proizvodnih etapa. Ipak, treba istaci
da se, iako se na taj nacin povecavaju izgledi za postizanje veceg broja aktivnih celija,
navedeno ni u kom slucaju ne moze smatrati izvesnim, prvenstveno zbog osetljivosti

probiotika prema velikom broju faktora.

Tabela 11. Promene broja probiotskih ¢elija soja L. acidophilus NCFM® (D) (cfu/g)
u razli¢itim vrstama cokolada tokom skladistenja na temperaturama od 4°C i 20°C

Temperatura skladistenja
lecfl?fIle . T=4°C T=20°C
® 2([ d;sr:gn}a Vrsta ¢okolade
ML M C ML M C

5 5.90x108 5.40x108 5.80x108 4.72x108 3.99x108 4.25x108
30 4.88x108 5.14x108 4.50x108 3.57x108 3.77x108 3.76x108
90 4.59x108 4.07x108 3.72x108 2.77x108 3.07x108 3.00x108
120 4.55x108 3.70x108 3.56x108 2.68x108 2.72x108 1.25x108
150 4.50x108 3.50x108 3.25x108 2.40x108 2.45x108 6.90x107
180 3.64x108 3.19x108 3.06x108 2.07x108 9.65x107 5.95x107
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“Vrednosti sa istovetnim slovima po koloni ne razlikuju se statisticki znacajno na nivou p<0.05.

Grafik 1. Promene broja probiotskih éelija soja L. acidophilus NCFM® (D) (cfu/g) u
razli¢itim vrstama ¢okolada tokom skladistenja na temperaturi od 4°C
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“Vrednosti sa istovetnim slovima po koloni ne razlikuju se statisticki znacajno na nivou p<<0.05.

Grafik 2. Promene broja probiotskih éelija soja L. acidophilus NCFM® (D) (cfu/g) u
razli¢itim vrstama ¢okolada tokom skladistenja na temperaturi od 20°C
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Rezultati do kojih smo dosli tokom ovog eksterimenta pokazuju da je prezivljavanje
probiotskog soja L. acidophilus NCFM® (D) u razlicitim vrstama ¢okolada (mle¢na, crna sa
44 % i crna sa 75 % kakao-delova) bilo veoma dobro (tabela 11, grafici 1 1 2). Moze se
konstatovati da je tokom citavog perioda skladistenja od 180 dana broj vijabilnih celija
navedenog soja ostao na nivou od 8 log cfu/g, odnosno kod manjeg broja uzoraka 7 log

cfu/g, na obe ispitivane temperature.

Zapaza se da je pti ¢uvanju na temparatuti od 4°C broj aktivnih celija bio veoma
ujednacen na samom pocetku ispitivanja (5. dana skladistenja) kod sve tri vrste ¢okolada
(ML: 5.90x10% M: 5.40x10° i C: 5.80x10°, tabela 11). Sa odmicanjem vremena skladistenja
broj vijabilnih Celija se postepeno smanjivao, ali se odrazao na nivou od 8 log cfu/g, kako
kod mlec¢nih, tako i1 kod dve vrste crnih ¢okolada. Po isteku 180 dana skladistenja broj celija
bio je u intervalu od 3.06x10° (kod crnih ¢okolada sa 75% kakao-delova, tabela 11) do
3.64x10°%, koliko je nadeno kod uzoraka mlecnih ¢okolada, iz cega proizilazi da su razlike u
broju zivih ¢elija izmedu razlicitih vrsta ¢okolada ispoljene samo u nijansama.

Pri skladistenju na sobnoj temperaturi vijabilnost je, tokom 120 dana skladistenja,
bila u uskim granica kod sve tri vrste ¢okolada, odrzavsi se na nivou od 8 log cfu/g (tabela
11). Nakon tog perioda u mle¢nim ¢okoladma zadrzava se visok broj vijabilnih celija do
samog kraja ispitivanja (2.07x10° posle 180 dana), dok se nesto brzi trend opadanija zapaza
kod crnih cokolada: crne sa 44 % kakao-delova su posle 180 dana skladistenja imale
9.65x10" aktivnih ¢elija, dok je kod crnih sa 75 % kakao-delova smanjenje broja nastupilo
nakon 150 dana skladistenja (6.90x107), ostav$i na tom nivou do kraja eksperimenta
(5.95x10").

Navedene promene na temperaturama skladiStenja mogu se pratiti na graficima 11 2.

Rezultati statisticke analize primenom Tukey-evog testa (grafik 1) pokazuju da, pri
skladistenju na 4°C, nisu postojale statisticki znacajne razlike u broju vijabilnih celija
probiotika D u razlicitim vrstama cokolada, kao 1 da opadanje tog broja sa vremenom nije

statisticki znacajno. Takode, tokom skladistenja na 20°C (grafik 2), znacajnije razlike
(»<0.05) u broju vijabilnih éelija javljaju se jedino u crnim cokoladama sa 75 % kakao-

delova, i to samo izmedu prvog (5. dan) 1 poslednjeg perioda ispitivanja (180. dan).

Slicno prethodnom, 1 probiotski soj B. /actis HNO19 (B) neposredno posle
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proizvodnije je pokazao dobru vijabilnost u svim vrstama ¢okolada i to na nivou 8 log cfu/g
(tabela 12, grafici 3 i 4). Medutim, za razliku od L. acidophilns NCFM® (D), kod soja B. lactis
HNO019 (B) doslo je do brzeg smanjenja broja aktivnih celija, koji se nakon 30 dana
skladistenja na obe ispitivane temperature spustio do nivoa od 7 log cfu/g, na kom se
zadrzao 1 nakon 90 dana. U slede¢em periodu ispitivanja, 120. dana skladiStenja, broj
vijabilnih Celija ovog soja smanjio se na 6 log cfu/g u svim vrstama cokolada na obe
temperature, $to se statisticki znacajno razlikuje u odnosu na 5. dan ispitivanja (Tukey test,
grafici 31 4).

Tabela 12. Promene broja probiotskih ¢elija soja B. lactis HNO019 (B) (cfu/g)
u razli¢itim vrstama ¢okolada tokom skladiStenja na temperaturama od 4°C 1 20°C

Temperatura skladistenja
Vrf‘:vme . T=4°C ‘ T=20°C
skladistenja »
(dani) Vrsta ¢okolade
ML M C ML M C
5 1.35x108 1.22x108 1.60x108 1.00x108 1.08x108 1.15x108
30 4.20x107 4.10x107 3.90x107 4.90x107 6.30x107 5.75x107
90 3.70x107 2.10x107 2.25x107 4.15x107 5.20x107 4.25x107
120 8.40x100 7.70x106 6.90x109 7.20x109 5.00x10¢ 3.30x106
150 / / / / / /
180 / / / / / /

Posle isteka 150 dana doslo je do jo§ znacajnijeg redukovanja brojnosti
bifidobakterija, tako da je kod svih analiziranih uzoraka ¢okolada utvrdeno smanjenje ispod
nivoa neophodnog za postizanje terapeutskih efekata u momentu konzumiranja (vrednosti
nisu prikazane). Dakle, evidentno je da je probiotski soj B. /actzs HNO19 (B) ispoljio znatno
manji stepen vijabilnosti u svim ispitivanim uzorcima u odnosu na L. acidgphilus NCFM®
(D), te je, kao posledica toga, funkcionalnost cokolada sa navedenim sojem ogranicena na
period od 90 dana od momenta proizvodnje. Sto se ti¢e vrsta ¢okolada, podaci dobijeni
Tukey-evim testom pokazuju da se tokom skladistenja na 4°C utvrdeni broj celija nije

statisticki znacajno razlikovao izmedu mlecnih i crnih ¢okolada (grafik 3).
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“Vrednosti po koloni pokazuju razlike u sadrzaju ispitivanog parametra u razlicitim vrstama ¢okolada sa probiotikom B;
“Vrednosti sa istovetnim slovima po koloni ne razlikuju se statisticki znacajno na nivou p<<0.05.

Grafik 3. Promene broja probiotskih ¢éelija soja B. lactis HN019 (B) (cfu/g)u razlic¢itim
vrstama cokolada tokom skladistenja na temperaturi od 4°C
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“Vrednosti po koloni pokazuju razlike u sadrzaju ispitivanog parametra u razlicitim vrstama ¢okolada sa probiotikom B;
“Vrednosti sa istovetnim slovima po koloni ne razlikuju se statisticki znacajno na nivou p<<0.05.

Grafik 4. Promene broja probiotskih ¢elija soja B. Jactis HNO019 (B) (cfu/g)u razlicitim
vrstama cokolada tokom skladistenja na temperaturi od 20°C
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Na 20°C uocava se da je pocetni broj éelija bio neznatno visi u crnim ¢okoladama
sa 75 % kakao-delova (1.15x10% tabela 12) u odnosu na mle¢ne (1.00x10%, dok je na kraju
cksperimenta situacija obrnuta, i veéa vijabilnost je ustanovljena kod mle¢nih (7.20x10°)
nego kod crnih ¢okolada sa 75 % kakao-delova (3.30x10%), kada su razlike znacajne na
nivou p<0.05 (Tukey test, grafik 4). B. /actis HNO19 (B) u crnim cokoladama sa 44 % kakao-
delova na 20°C ispoljio je ponasanje slicno soju L. acidophilus NCFM® (D) u ovim
cokoladama na istoj temperaturi, konkretno, u pojednim intervalima ispitivanja (30. 1 90.
dana) imao je vecu vijabilnost u odnosu i na mle¢ne i na crne sa 75 % kakao-delova
(6.30x107, t. 5.20x107, tabela 12). Zanimljiv je i podatak da je B. /actis HNO19 (B) u
pojedinim periodima ispitivanja imao vecu vijabilnost na 20°C nego na 4°C u sve tri vrste
cokolada, $to ukazuje da se ovakvi proizvodi mogu sacuvati svoju funkcionalnost i tokom
¢uvanja na sobnoj temperaturi.

Mikrobioloski status uzoraka cokolada sa inkorporiranim probiotskim preparatom
L3 je posebno interesantan. Navedeni preparat sadrzi laktobacile, bifodobakterije, kao 1
streptokoke, odnosno predstavlja mesavinu tri mikroinkapsulisane probiotske kulture
(Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus 1 Bifidobacterium breve) koje su pokazale vrlo
dobru vijabilnost tokom celokupnog perioda ispitivanja od 180 dana (tabela 13, grafici 5 1
6). Posmatrano pojedinac¢no, u prvom periodu ispitivanja nakon 5 dana od momenta
proizvodnje, laktobacili 1 streptokoke su imali dobru odrzivost u broju koji omoguéava
ispoljavanje svih zeljenih benefita tokom konzumiranja (8 log cfu/g) u svim vrstama
cokolade na obe posmatrane temperature (tabela 13). Laktobacili su, kao i u slucaju
liofilizovanih kultura, ostali na visokom nivou vijabilnosti od 8 log cfu/g do kraja ispitivanja
u sve tri vrste cokolada na dve temperature cuvanja. Opadanje broja streptokoka za jednu
logaritamsku jedinicu u crnim c¢okoladama sa 44 % i 75 % kakao-delova nastupilo je 150.
dana skladiStenja na temperaturi hladenja, dok je na 20°C do redukovanja njihovog broja
doslo 120. dana, a potom 150. dana od proizvodnje ponovo, za jos jednu logaritamsku
jedinicu, da bi na samom kraju eksperimenta njihov broj bio 6 log cfu/g. Nasuprot tome, u
mlecnim ¢okoladama streptokoke su ispoljile veoma dobro prezivljavanje u podrucju 8 log
cfu/g, kako na nizoj, tako i na visoj temperaturi tokom S$est meseci ¢uvanja (tabela 13).
Ovwakvi rezultati su u saglasnosti sa nalazima drugih autora u pogledu odrzivosti laktobacila

na temperaturi frizidera i sobnoj (Nebesny 7 sar., 2007), i gotovo identi¢ni kada je u pitanju
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broj streptokoka u ¢okoladama ¢uvanim pod istim uslovima i u jednakom vremenskom
intervalu (Nebesny 7 sar., 2005). Sa druge strane, pocetni broj Celija soja Bifidobacterinum breve
bio je znatno nizi u odnosu na ostale kulture iz mesavine (6 log cfu/g) i ostao je u
navedenom podrucju u tri vrste cokolada tokom 90 dana skladistenja na 4°C, kao i u
mle¢nim cokoladama na 20°C, dakle na samom minimumu funkcionalnosti (tabela 13). U
obe vrste crnih ¢okolada na sobnoj temperaturi vijabilnost bifidobakterija opala je sa 6 na 5
log cfu/g posle 30 dana skladiStenja. Slicne promene zapazene su i kod liofilizovanih
bifidobakterija soja B. /actis HNO19 (B) (tabela 12), s tim $to ne treba izgubiti iz vida da se
radi o razli¢itim sojevima, kao 1 da su bifidobakterije u inkapsulisanom obliku imale nesto
nizu startnu koncentraciju u samom preparatu I.3 u odnosu na one u liofilizovanom stanju
(tabela 6, Mat. i metode rada). Trend opadanja B. breve u inkapsulisanoj formi nastavljen je 1 sa
proticanjem vremena skladistenja, pa je u poslednjem periodu ispitivanja (180. dana) broj
bifidobaktetija bio reda veli¢ine 3 log cfu/g u svim ispitivanim uzorcima ¢okolada. Pored
toga §to su gotovo sve probiotske bakterije osetljive na uticaje okoline i uslove tokom
proizvodnje, smatra se da bifidobakterije, iako jedne od najblagotvornijih u zdravstvenom
smislu (Champagne i sar, 2005), istovremeno spadaju i u najpodloznije dejstvu razlicitih
faktora, pogotovo vazdusnog kiseonika (Crittenden, 2004), sto moze biti jedan od uzroka
rapidnijeg opadanja njihove vijabilnosti prilikom primene u razlicitim vrstama ¢okolada.

Na bazi podataka dobijenih Tukey-evim testom, uocljivo je da se broj laktobacila iz
mesavine 1.3 nije znacajnije menjao u zavisnosti od vrste ¢okolade, kao ni sa vremenom
skladistenja na obe posmatrane temperature (grafici 5 i 6). Vijabilnost streptokoka u
mle¢nim cokoladama cuvanim na 4°C nije se statisticki znacajno razlikovala od one na
20°C, a takode nije doslo do znacajnih razlika u broju Celija tokom 180 dana skladistenja. U
crnim ¢okoladama, sa manjim i sa vedim sadrzajem kakao-delova, broj streptokoka
znacajno se razlikovao (p<0.05) u odnosu na mlec¢ne, a na istom nivou znacajnosti javljaju
se razlike i po vremenskoj koordinati (grafici 5 i 6). Statistickom analizom je potvrdeno i
znacajnije opadanje broja bifidobakterija na 4°C posle 90 dana u mle¢nim (grafik 5), a veé
posle 30 dana u crnim ¢okoladama, s tim $to se do navedenih perioda broj vijabilnih éelija
nije razlikovao u poredenju sa laktobacilima, ve¢ samo sa streptokokama. Pri visoj
temperaturi skladiStenja takode je prisutana takva tendencija, ali je broj vijabilnih celija

bifidobakterija bio znac¢ajno manji u u odnosu i na laktobacile i streptokoke (grafik 6).
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Bez obzira na opadanje vijabilnosti pojedninih sojeva (narocito B. breve) u smesi L3
ispod zeljenog nivoa, kod ovog probiotskog preparata je od znacaja cinjenica da se broj
¢elija moze posmatrati na nivou preparata, drugim recima, zbirno. To, prakticno, znaci da je
ukupan broj vijabilnih probiotskih celija u uzorcima cokolada sa inkorporiranom
mesavinom kultura I3 bio vtlo visok, i kretao se u podrucju od 9 log cfu/g neposredno
nakon proizvodnje (5. dan skladistenja) do 8 log cfu/g posle isteka 180 dana skladistenja
kod svih analiziranih vrsta cokolada i pri svim rezimima ¢uvanja (tabela 13). Na taj nacin
cokolade sa dodatom smesom kultura I.3 poseduju funkcionalna svojstva koja poticu od
probiotskih bakterija tokom ¢itavog eksperimenta. Isto tako, od velikog znacaja je sto se u
slucaju mesavine probiotskih kultura moze govoriti o sinergisticnom efektu razli¢itih sojeva
koji omogucava visestruke benefite po zdravlje. Kada je u pitanju temperatura ¢uvanja
uzoraka, uocava se da su se probiotske kulture kod pojedinih uzoraka cokolada odrzale na
nesto visem nivou pri temperaturi od 4°C u odnosu na 20°C, ali ne u tolikoj meri da bi se
moglo govoriti o pravilu uz potpuno iskljucenje nedovoljne homogenosti uzoraka, kao
jednog od mogucih uzroénika. Dobijeni rezultati ukazuju da su svojim sastavom mlecne
cokolade bile nesto povoljnije za odrzavanje probiotskih bakterija I.3 u aktivhom obliku u
odnosu na crne ¢okolade. Navedeno je posebno uocljivo kod S. thermophilus koje su imale
najveéu vijabilnost upravo u mlecnim cokoladama na obe temperature skladistenja, sa
vecim brojem Celija i od L. acidophilus, dok je kod crnih cokolada (sa 44 % 1 75% kakao-
delova) konstatovana suprotna situacija. Kod crnih cokolada broj sterptokoka je znatno
opao 1 bio nizi ne samo u odnosu na njihov broj kod mle¢nih ¢okolada, ve¢ i u odnosu na
broj laktobacila utvrden u crnim ¢okoladama (tabela 13). Naposletku, imajuci u vidu uslove
tokom izvodenja ovog ogleda, dobijeni rezultati za probiottk L3 su viSe nego
zadovoljavaju¢i. Tome u prilog ide i veoma dobra zastita sprovedena tokom
mikroinkapsulacije mesavine probiotskih sojeva, odnosno primena proteinskog i
polisaharidnog omotaca, kojom se omogucava dodatna stabilnost, te se moze pretpostaviti
da ¢e prilikom konzumiranja do¢i do kolonizacije GI trakta, i do eventualnog
razmnozavanja unetih sojeva, uz obezbedivanje najvece moguce koristi po domacina.
Possemiers i sar. (2010), koji su ispitivali stepen prezivljavanja mikroinkapsulisanih probiotika
u crnim 1 mle¢nim ¢okoladama tokom prolaska kroz simulirani gastrointestinalni model
sistem (SHIME), rezultatima svojih istrazivanja su potvrdili da je nakon konzumiranja
probiotskih cokolada doslo do porasta broja kako laktobacila, tako i bifidobakterja u

probavnom traktu.
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Tabela 13. Promene broja probiotskih ¢elija L3 (cfu/g) u razli¢itim vrstama ¢okolada tokom skladistenja na temperaturama od 4°C i 20°C

Temperatura skladistenja

Vrime . T=4°C T=20°C
sklz(tgj{s;;n]a Vrsta ¢okolade
ML M C ML M C
LA ST BB LA ST BB LA ST BB LA ST BB LA ST BB LA ST BB
5 6.20x108 7.00x108 7.00x100 6.15x108 5.40x108 6.20x106 6.00x108 5.30x108 5.65x10¢|5.70x108 6.50x108 5.95x10¢ 5.60x108 4.95x108 5.50x10¢ 5.50x108 4.55x108  4.80x10¢
30 5.85x108 5.90x108 5.75x100|5.80x108 4.45x108 4.60x10°¢ 5.70x108 3.80x108 3.30x106|5.40x108 5.75x108 3.90x100 5.20x108 3.65x10% 3.00x106 5.00x108 2.85x108  2.65x100¢
90 5.65x108 5.70x108 3.70x10¢|5.30x108 3.20x108 2.40x10¢ 5.15x108 2.70x108 2.15x100|4.90x108 5.05x108 1.20x100 4.70x108 2.40x10% 8.95x105 4.60x108 1.25x108  7.10x105
120 5.10x108 5.25x108 7.15x1054.95x108 2.10x108 6.90x10> 4.90x108 1.05x108 6.10x105|4.25x108 4.80x108 4.60x105 4.10x108 6.10x107 9.90x104 4.05x108 5.20x107  6.45x104
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“Vrednosti sa istovetnim slovima po koloni ne razlikuju se statisticki znac¢ajno na nivou p<0.05.

Grafik 5. Promene broja probiotskih éelija L3 (cfu/g)u razli¢itim vrstama cokolada tokom skladistenja na temperatuti od 4°C



= SRS
bS] AR AR
]
10 %ﬂ T
~_REErea
9 wwoo:oﬂ
8
7
o
e
=
o
- O 5
&f)
g 4
=
3
2
1 4 - - - — - — — — o

nNooooo ; nNooooo v nNooooo 0 nNooooo 0 nooooo v 'nDOOOC. nNooooo 0 nNooooo 0 nNooooo

PONNE AONNE  MONDE  FONGK  GONnE  SoanR  MONOE  FONnE | SanE
LA ST BB LA ST BB LA ST BB
ML20C M20C c20C

Vreme (dani)

“Vrednosti po koloni pokazuju razlike u sadrzaju ispitivanog parametra u razli¢itim vrstama ¢okolada sa probiotskim preparatom L3;
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Grafik 6. Promene broja probiotskih celija L3 (cfu/g)u razlicitim vrstama cokolada tokom skladistenja na temperaturi od 20°C
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Tokom ovog eksperimenta, koji je obuhvatio i proizvodnju razli¢itih vrsta cokolada
sa probioticima, tradicionalni postupak je modifikovan u korist opstanka inkorporiranih
probiotskih kultura, narocito u pogledu izlaganja visokim temperaturama 1 to uvodenjem
probiotskih bakterija na temperaturama oko 30°C. Medutim, prolaskom kroz proizvodne
faze probiotici su izlozeni i dejstvu drugih stresogenih faktora, posebno delovanju
kiseonika, visokoj koncentraciji Se¢era i osmotskom pritisku, kao i mehanickim smicanjima
1 dejstvu vlage (Mobammadi i sar., 2011). Sve navedeno utice na broj aktivnih probiotskih
¢elija 1 moze uzrokovati opadanje njihove vijabilnosti, kako u toku same proizvodnje, tako u
kombinaciji sa ostalim faktorima, i tokom perioda skladistenja, i svakako je doprinelo
postepenom smanjenju dela zivih celija kori§éenih probiotika tokom naseg istrazivanja.
Ovo je posebno tacno kod bifidobakterija humanog porekla, posto one cesto zahtevaju
specifi¢ne nutritivne i uslove okoline za rast i prezivljavanje (Labtinen i sar., 2007). 1 pored
evidentnog smanjenja sa vremenom, moze se zakljuciti da je vijabilnost liofilizovanih i
inkapsulisanih probiotskih kultura u mle¢nim i crnim (sa 44 % 1 75 % kakao-delova)
cokoladama, generanlo, bila dobra, sa izvesnom prednoséu kod mlecnih. Ocekivano,
najbolje rezultate ispoljile su mikroinkapsulisane kulture, pre svega zbog toga $to se radi o
mesavini tri soja, kao 1 zbog primenjenih tehnika zastite od uticaja spoljnih faktora. S
obzirom na to, u ovom slucaju se moze pretpostaviti i najbolje ocuvanje tokom prolaska
kroz gornji GI sistem. Dobru vijabilnost imale su i bakterije soja L. acidophilus NCFM® (D)
u liofilizovanom obliku, buduéi da su se odrzale na funkcionalnom nivou tokom
celokupnog ispitivanja. Najnizi rezultat u pogledu prezivljavanja imala je liofilizovana
kultura B. /Jactis HNO19 (B), sa padom funkcionalnog broja celija nakon 90 dana
skladistenja. Sli¢na situacija uocena je i kod kulture B. breve iz mesavine L3 ¢iji je broj Celija
ve¢ na samom startu bio na samoj granici funkcionalnosti. U slucaju liofilizovanih kultura,
opadanje broja vijabilnih (Celija  bifidobakterija dovelo je do skracivanja perioda
funkcionalnosti cokolada koje ih sadrze, dok je kod inkapsulisanih bifidobakterija taj
gubitak donekle nadomesten prisustvom preostala dva soja iz meSavine. I pored
konstatovanog vremenskog ograni¢enja funkcionalnosti cokolada sa inkorporiranim
bifidobakterijama na period od 90 dana, treba naglasiti da se ipak radi o intervalu koji

prevazilazi odrzivost fermenstisanih proizvoda od mleka koji su do sada bili najéeséi nosaci
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probiotika, te bi se, u tom smislu, proizvodnjom ¢okolada koje ih sadrze postigao napredak
u produzenju dostupnosti ovih delikatnih, a blagotvornih bakterija. Navedeno je kod
laktobacila i strepotokoka neosporno, imajuéi u vidu da su se u cokoladama odrzale u
dovoljnom broju tokom 180 dana, a, pretpostavlja se, i duze. Mada je u odredenom broju
slucajeva bolja vijabilnost probiotskih bakterija utvrdena na nizoj temperaturi skladistenja,
pojava suprotnih podataka kod pojedinih analiziranih uzoraka cokolada, ukazuje da se ne
radi o pravilu. Nase istrazivanje pruzilo je potvrdu da se ¢okolade sa probioticima mogu
skladistiti i na sobnoj temperaturi, bez bojazni od drasticnog pada funkcionalnosti
proizvoda. Navedeno je od posebnog znacaja za trgovce i potrosace, buduci da se ¢okolade
najcesce i ¢uvaju na sobnoj temteraturi, znatno cesée nego u frizideru. Nadalje, treba istaci
da se svi dobijeni rezultati u pogledu broja prisutnih zivih celija pojedinih probiotskih
sojeva odnose na gram proizvoda, odnosno cokolada. Medutim, c¢okolade se uobicajeno
konzumiraju u kolicini vecoj od 1g. Tako se ingestijom samo 20 g odredene vrste ¢okolade
sa probioticima, broj unetih korisnih bakterija povecava za ceo red veli¢ine, $to svakako
predstavlja prednost. Takve cokolade povecane funkcionalnosti pruzaju dvostruke benefite:
rok njihove upotrebe je duzi nego kod tradicionalnih proizvoda sa probiotskim bakterijama,
a same cokolade, bilo mle¢ne ili crne, omogucavaju bolju zastitu probioticima prilikom
tranzita kroz zeludac 1 efikasniju kolonizaciju crevnog trakta (Mallard u Landuyt, 2009;
Possemiers i sar., 2010).

Generalno se moze konstatovati da su ispitivani sojevi probiotskih bakterija u
liofilizovanom 1 inkapsulisanom obliku ispoljili dobru vijabilnost u mlecnim i crnim
cokoladama prilikom skladiStenja na temperaturi hladenja i sobnoj temperaturi u periodu
od Sest meseci, potvrdiv§i tako da cokolada predstavlja veoma povoljan matriks za

intestinalnu dostavu ovih korisnih sastojaka.
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5.3. REZULTATI ISPITIVANJA OSNOVNOG HEMIJSKOG SASTAVA

Sa izuzetnim 1 posebnim svojstvima ukusa tj. arome, ¢okolada je predstavnik
narocite grupe hrane. Njena hranljiva vrednost potice od sastojaka unetih sirovinama c¢iji se
sadrzaj zadrzi u celini s obzirom na uslove u tehnoloskom procesu proizvodnje. Hranljiva
vrednost ¢okolade moze se, izmedu ostalog, povecati unosenjem bioloski aktivnih sirovina
u njen sirovinski sastav.

Cokolada u svom sastavu sadrzi ugliene hidrate, masti i proteine, sastojke sa
energetskom vredno$cu.

Zahtevi za pojedine vrste cokolada definisani su Pravilnikom (§/4 /zst SCG brof
1/2005).

Tako se pod mlecnom cokoladom sa visokim sadriajem mleka podrazumeva proizvod

dobijen od preradenog kakao-zrna, Secera i mleka ili mlecnih proizvoda, koji sadrzi:

1. najmanje 20 % ukupne suve materije kakao-delova racunato na suvu materiju
gotovog proizvoda;

2. najmanje 20 % suve materije mleka racunato na suvu materiju gotovog
proizvoda,;

3. najmanje 2.5 % suvih nemasnih kakao-delova racunato na suvu materiju
gotovog proizvoda;

4. najmanje 5 % mlecne masti racunato na suvu materiju gotovog proizvoda;

5. najmanje 25 % ukupne mati (kakao-maslaca i mle¢ne masti) racunato na suvu

materiju gotovog proizvoda.

Sa druge strane, ovim Pravilnikom nisu definisani zahtevi kvaliteta za crnu
cokoladu. Medutim, opste je prihvaceno da se pod crnom lokoladom podrazumeva ¢okolada
dobijena od preradenog kakao-zrna i Secera bez dodatog mleka ili proizvoda od mleka,
koja moze sadrzati vedi ili manji udeo ukupnih kakao-delova, odnosno bezmasne suve
materije kakao-delova. U zavisnosti od navedenog, crne cokolade se oznacavaju kao
polugorke ili gorke. Prema standardu Codex Alimentarius-a koji se odnosi na cokoladu i
cokoladne proizvode (Codex stan 87-1981, rev. 1 — 2003), polugorka lokolada treba da sadrzi

najmanje 30 % ukupnih kakao-delova (od ¢ega minimalno 15 % kakao-maslaca i minimalno
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14 % nemasnih kakao-delova) racunato na suvu materiju gotovog proizvoda, dok gorka
lokolada treba da sadrzi najmanje 40 % ukupnih kakao-delova (od cega najmanje 22 %
kakao-maslaca 1 minimum 18 % nemasnih kakao-delova) racunato na suvu materiju
gotovog proizvoda. Na trzistu su, pak, dostupne crne cokolade kod kojih sadrzaj kakao-
delova moze iznositi od 30 %, pa sve do 70-75 %, ili ¢ak preko 80 %, kod izuzetno tamnih
cokolada.

Rezultati analize osnovnog hemijskog sastava mlecnih i crnih ¢okolada sa razlicitim
udelom kakao-delova i dodatim probioticima, kao i kontrolnih ¢okolada bez probiotskih
bakterija, prikazani su u tabeli 14.

Iz prikazanih rezultata se moze videti da je, kada je re¢ o sadrzaju proteina, najvisi
udeo utvrden kod crnih ¢okolada sa 75 % kakao-delova, i to oko 10 %, potom kod mle¢nih
cokolada - oko 9 %, dok najmanju kolicinu sadrze crne ¢okolade sa 44 % kakao-delova —
oko 5 %. Nesto veca koli¢ina proteina kod crnih ¢okolada sa 75 % kakao-delova, u odnosu
na mle¢ne cokolade moze izgledati neocekivano na prvi pogled, pogotovo Sto se radi o
mlecnim ¢okoladama sa visokim sadrzajem mleka za koje se pretpostavlja da imaju najveci
udeo proteina. Objasnjenje se nalazi u recepturi, odnosno u samom sastavu cokolada.
Naime, prema primenjenoj formulaciji u sastav crnih ¢okolada sa 75 % kakao-delova, pored
kakao-mase, ulazi i kakao-prah bogat proteinima, tako da njthov unos sa navedenim
komponentama rezultuje visim ukupnim sadrzajem proteina nego kod mlecnih coklada,
bez obzira na prisutne proteine mleka.

Kolicina masti se kod ispitivanih uzoraka cokolada sa i bez probiotika bila je u
podrucju od oko 28 % za crne ¢okolade sa 44 % kakao-delova, preko priblizno 31 % - kod
mlec¢nih cokolada (sa 27 % kakao-delova), pa ¢ak do oko 40 % kod crnih ¢okolada sa 75 %
kakao-delova. Ovde je potrebno ista¢i dve stavke: pod pojmom kakao-delovi
podrazumevaju se komponente koje poticu od kakao-zrna, a ¢ine ih suve, nemasne kakao-
Cestice 1 kakao-maslac. Zbog toga je logicno da cokolade sa vecim udelom kakao-delova
imaju 1 veci udeo ukupne masti. Nesto veci sadrzaj masti kod mlecnih ¢okolada u odnosu
na crne sa 44 % kakao-delova potice od dodatka mlec¢ne masti, dok je kod crnih ¢okolada

prisutna iskljuc¢ivo kakao-mast.
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Tabela 14. Osnovni hemijski sastav razlicitih vrsta cokolada sa i bez probiotika

Ukupni sadrzaj (%) Energetska
zomak | g eini Masti Secer iy teni hidrati|  Viaga vrednost

(saharoza) (k] /100 g)
ML 9.00£0.05 | 30.93£0.08 | 51952013 |  59.42 0.65+0.05 2379.8
MLD | 9.03+0.08 | 31.10£0.10 | 51.92+017 |  59.16 0.7140.03 2381.5
MLB | 9.02+0.10 | 30.88£0.08 | 52.12+0.16 |  59.53 0.57+0.03 2379.1
MLL3 | 9.02+0.15 | 31.05£0.05 | 5197021 |  59.18 0.75+0.05 2379.7
M 4984010 | 28.05+0.05 | 54174015 |  66.69 0.28+0.03 2322.5
MD | 5.03+0.10 | 2820010 | 5422%014 |  66.32 0.45+0.03 2322.8
MB 5.0240.13 | 28.35+0.10 | 54104020 |  66.16 0.47+0.03 23257
ML3 | 4.95+0.05 | 28.00£0.10 | 5432016 |  66.67 0.35+0.05 2320.2
C 10.03+0.03 | 40.00£0.10 | 25.12+0.08 |  49.12 0.85+0.05 2572.8
CD 9.97+0.06 | 39.90£0.05 | 2492008 |  49.21 0.9240.10 2569.5
CB | 10.00+0.05 | 39.88+0.08 | 24.90+0.05 |  49.17 0.95+0.05 2568.5
CL3 | 9955010 4032%025 2525017 |  48.95 0.87+0.03 2577.5

Tako cokolade sadrze i druge ugljenje hidrate, iz tabele 14 se vidi da sadrzaj ukupnih
ugljenih hidrata korelira sa sadrzajem Secera, odnosno saharoze. Najveci udeo Secera imale
su crne cokolade sa 44 % kakao-delova — oko 54 %, pracene mle¢nim ¢okoladama sa oko
52 % saharoze. Znatno nizi nivo Secera utvrden je kod crnih ¢okolada sa 75 % kakao-
delova — oko 25 %.

Bududi da prema Rubnerovim koeficijentima najvise energije nose masti, kao jedna
od osnovnih grupa jedinjenja, proizilazi da su uzorci ¢okolada sa najveéim sadrzajem masti
imali i najvecu energetsku vrednost i obrnuto. Energetske vrednosti analiziranih uzoraka
cokolada bile su se u podrucju izmedu 2320 k], $to je najniza vrednost utvrdena kod crnih
cokolada sa 44 % kakao-delova, preko 2380 kJ, kao prosecne energetske vrednosti mle¢nih
¢okolada, pa sve do maksimalnih 2577 k], izracunato kod crnih ¢okolada sa 75 % kakao-delova.

Na osnovu svega navedenog, moze se konstatovati da su sve najvaznije grupe
jedinjenja zastupljene u mlecnim i crnim c¢okoladama, u kolicinama koje odgovaraju
primenjenih recepturama. Dobijeni rezultati su, prema tome, ocekivani i u dobroj korelaciji
sa objavljenim literaturnim podacima (Moros 7 sar., 2007, Sorensen i Astrup, 20717).

Imajuéi u vidu da u literaturi do sada nisu obljavljeni detaljniji podaci o OHS
cokolada kojima su dodate probiotske bakterije, jedno od vaznijih zapazanja koje je

proizaslo iz ovog eksperimenta jeste da dodatak probiotskih kultura, bilo u liofilizovanom
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ili mikroinkapsulisanom obliku, ne utice na promenu osnovnog hemijskog sastava
ispitivanih uzoraka cokolada. Navedena teza, mada ocekivana s obzirom na neaktivhan
metabolizam probiotika u obliku u kom su inkorporirani u razlic¢ite cokoladne mase, ovim
istrazivanjem je potvrdena.

Uopsteno posmatrano, ¢okolada, kao i vecina drugih konditorskih proizvoda, nisu
pogodni za razvoj patogenih mikroorganizama. Cokolada se posebno karakterise niskom
vredno$cu aktivnosti vode, Sto je faktor koji najvise doprinosu gore pomenutom. U
principu, §to je niza vrednost aktivnhosti vode nekog proizvoda, to je sam proizvod stabilniji
u mikrobioloskom smislu (Cordier, 2000), mada je ¢injenica da aktivnost vode moze imati
vaznu ulogu kako u destrukciji, tako i u prezervaciji mikroorganizama. Jedino spore
bakterija 1 filamentoznih gljiva mogu perzistirati u ¢okoladi, ali se ne mogu aktivirati zbog
nepovoljnih uslova samog medijuma. Kada je rec¢ o probioticima i njihovom prezivljavanju,
prema navodima Abe 7 sar,, (2009), visa a,, vrednost indukuje manju stabilnost bifidobakterija u
obliku liofilizata, dok Kazlasapathy i Chin (2000) navode jos konkretnije, da bi za maksimalno
prezivljavanje laktobacila u liofilizovanom obliku vrednosti a, trebalo da budu nize od
0.25. Imajuéi u vidu da je aktivhost vode u tesnoj vezi sa ostalim parametrima okoline,
posebno sa temperaturom, smatra se da je jedan od faktora koji pospesuje prezivljavenje
probiotika vezan za pojavu da se sa redukcijom a, povecava njihova otpornost prema
zagrevanju, $to je posebno naglaseno pri smanjenju vrednosti sa 0.998 na interval od 0.40-
0.20 (Christian, 2000). Utvrdene vrednosti aktivhosti vode ispitivanih uzoraka cokolada su
bile: za mle¢ne cokolade 0.2010.03; za crne cokolade sa 44 % kakao-delova 0.16%+0.04 i za
crne ¢okolade sa 75 % kakao-delova 0.19£0.07. Navedene vrednosti spadaju u domen tzv.
monosloja. Tako niska vrednost a, i visoka koncentracija $ecera u ¢okoladama eliminise
mogucénost rasta bakterija i gljiva, pa ¢ak 1 osmofilnih kvasaca i kserofilnih filamentoznih

glitva (Zyzelewicz i sar., 2010), ali favorizuje prezivljavanje probiotskih bakterija.
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5. 4. REZULTATI OCENJIVANJA SENZORNOG KVALITETA

Rezultati ocenjivanja senzornog kvaliteta uzoraka mlecnih i crnih (sa 44 % 1 75 %
kakao-delova) cokolada sa probioticima tokom skladistenja od 180 dana na temperaturi od
20°C, su prikazani u tabelama od 15-17.

Uticaj dodatka probiotskih kultura na senzorna svojstva proizvoda kakva je
cokolada do sada nije temeljno ispitan. Zbog mogucénosti da preparati sa probiotskim
bakterijama poremete kristalizaciju kakao-masti i budu okidac¢ pojave sivljenja ili da svojom
granulacijom uticu na teksturalna svojstva (pre svega zvakljivost, zrnavost i topivost
cokolada), izgled i, pogotovo, tekstura cokolada sa probioticima su tokom ovog
eksperimenta detaljno ocenjeni. Otecnjavanje cokolade u ustima definisano je teksturalnim
svojstvom topivosti, koja je u direktnoj vezi sa sadrzajem masti, i koja olaksava percepciju
arome, tj. mirisa 1 ukusa ispitavanog uzorka. Dodatak probiotika moze rezultovati
nastankom odredenih komponenata koje imaju negativan uticaj na ukus i miris proizvoda u
koji se inkorporiraju, kao sto je npr. nastanak tzv. siretaste arome (Mobammadi i sar., 2011).
Iako su u prikazanom eksperimentu upotrebljene probiotske bakterije u stanju neaktivhog
metabolizma, ocenjivanje ukusa 1 mirisa ispitivanih vrsta cokolada, kao najvaznijih
parametara senzornog kvaliteta, bilo je od posebnog znacaja, imaju¢i u vidu da
prihvatljivost od strane potrosa¢a i eventualni komercijalni ucinak proizvoda sa
probioticima zavisi pre svega od navedenih svojstava (Heenan i sar., 2004).

Na osnovu dobijenih rezultata (tabela 15) vidi se da su, neposredno nakon
proizvodnje, uzorci mlec¢nih cokolada sa tri probiotika ocenjeni visokim ocenama za
senzorni kvalitet, tj. da prema ponderisanoj srednjoj vrednosti ocene spadaju u kategoriju
odli¢cnog kvaliteta. Broj¢ano najvise vrednosti srednje ocene kao i % od maksimalno
moguceg kvaliteta imali su uzorci mlecnih cokolada sa dodatkom probiotskih kultura 1.3
(ML L3) (4.90, odnosno 98.10 % od maksimalno moguceg kvaliteta) kojima su dodeljene
najvise srednje ocene za izgled, mehanicka svojstva teksture (tvrdocu, lomljivost, zvakljivost

1 adhezivnost), kao 1 za svojstvo arome — mirisa, 1 visoke ocene za geometrijska (zrnavost),
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povrsinska (vlaznost, masnost) i dinamicka (topivost) svojstva teksture, kao i za ukus.
Uzorci mle¢nih ¢okolada sa probiotskim bakterijama B. /Jactis HN019 (MLB) su bili sledeci
po ukupnoj srednjoj vrednosti ocene u grupi mlecnih cokolada (4.79, odnosno 95.77 % od
maksimalno moguceg kvaliteta), ponajvise zbog ocena za ukus (X,=4.60) tj. nesto
izrazenije slasti. I pored najvisih ocena dodeljenih od clanova ocenjivacke komisije za
svojstva izgleda 1 mirisa, te prilicno visokih ocena za mehanicka (X =4.75), povrsinska
(X,=4.90) 1 dinamicka (X,=4.85) svojstva teksture, znatno niza srednja ocena za
geometrijsko svojstvo zrnavosti (X, =3.55) mlec¢nih cokolada sa probiotskim sojem L.
acidophilus NCFM® je parametar koji je u velikoj meri doprineo snizavanju ukupne srednje
ocene ovih uzoraka u grupi mle¢nih cokolada (4.67, tj. 93.42 % od maksilano moguceg
kvaliteta). Zanimljivo je da su kod istih uzoraka (MLD) u prvom periodu ispitivanja (tabela
27: Rezultati - Reologija) ustanovljene nesto vece vrednosti reoloskih parametara (prinosnog
napona i prividnog viskoziteta) 1 izvesna odstupanja od Casson-ovog modela proticanja, $to
je senzornim ocenjivanjima potvrdeno.

Crne cokolade sa 44 % kakao-delova sa dodatim probioticima takode su
okarakterisane odlicnim senzornim kvalitetom u toku prvog meseca nakon proizvodnje sa
najviSom ponderisanom srednjom ocenom za uzorke ML3 (4.86, odnosno 97.22 % od
maksimalno moguceg kvaliteta), zatim uzorke MD (4.78, odnosno 95.60 % od maksimalno
moguceg kvaliteta), te uzorke MB (4.74, tj. 94.87 % od maksimalno moguceg kvaliteta). Bez
obzira na izrazen sjaj, ove cokolade imale su za nijansu nize ocene za izgled u odnosu na
mlecne cokolade, uglavnom zbog uocenih tragova od kalupa (uzorak MB) ili prisutnih
neistisnutih mehuri¢a vazduha na donjoj povrsini (uzorak ML3). Mechanicka svojstva
uzoraka ML3 su ocenjena nizom ocenom (X_,=4.70) u odnosu na ostale uzorke ove vrste
cokolada pre svega zbog malo veée tvrdoce, $to je uslovilo i najnizu ocenu za topivost
(X;=4.50). Ipak, izrazen miris i svojstveni ukus navedenih uzoraka doprineli su najvisoj
oceni u grupi crnih cokolada sa 44 % kakao-delova. Pri ocenjivanju uzoraka MD uocena je
mestimic¢na pojava zrnavosti, zbog cega su geometrijska svojstva teksture ocenjena sa
srednjom ocenom 4.00. Pojednini clanovi ocenjivacke komisije konstatovali su
dominantniju slast pri oceni ukusa uzoraka MB, §to je rezultovalo njthovom najnizom
srednjom ocenom za navedeno svojstvo u ovoj grupi ¢okolada (X,=4.60), kao i najnizom

ukupnom srednjom ocenom za senzorni kvalitet medu crnim ¢okoladama sa 44 %o kakao-delova.
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Crne ¢okolade sa 75 % kakao-delova sa tri probiotska preparata u periodu od 0-30
dana imale su odli¢an senzorni kvalitet sa vrlo visokim ocenama koje su iznosile u intervalu
od 4.89 (tj. 97.80 % od maksimalno moguceg kvaliteta) za uzorke CL3, preko 4.91
(odnosno 98.12 % od maksimalno moguceg kvaliteta) za uzorke CD, pa do 4.92 (tj. 98.47
% od makimalno moguceg kvaliteta) za uzorke MB. Pored sjajnosti, svojstvene tamne boje,
izrazite kakao-arome i dobro izbalansiranih nota gorcine i slasti kod ukusa, ovi uzorci su se
isticali i veoma dobrim teksturalnim svojstvima, pogotovo svojstvenom topivoscu, $to jeiu
skladu sa njthovim sastavom, tako da najvise ocene za ukupan senzorni kvalitet u odnosu
na sve ispitivane uzorke c¢okolada sa probioticima nisu predstavljale iznenadenje. Takode,
kod crnih ¢okolada sa 75 % kakao-delova uocavaju se najmanje razlike srednjih ocena za
senzorni kvalitet u zavisnosti od vrste dodatih probiotika, $to je trend koji ¢e, uz manja ili
veca odstupanjam, biti zadrzan do samog kraja ispitivanja.

Analizirani uzorci tri vrste cokolada (mle¢nih i crnih sa 44 %, odnosno 75 % kakao-
delova) sa probioticima imali su odlican ukupni senzorni kvalitet i u drugom periodu
ispitivanja, posle 90 dana skladistenja (tabela 16). Tako su uzorci mle¢nih cokolada imali
ponderisane srednje vrednosti ocene od 4.62 za uzorke MLD, preko 4.66 za uzorke MLB,
dok su uzorci ML L3 ostali najbolje ocenjeni u grupi sa ukupnom srednjom ocenom od
4.78. Uzorci MLD su dobili nize ocene za izled (X, =4.60) usled uoc¢enih mehuri¢a vazduha
“zarobljenih” u ¢okoladnim tablama i mnogo rupica na donjoj povisini, kao i za mehanicka
svojstva teksture (X, =4.40), pretezno zbog malo vece adhezivnosti, §to se odrazilo i na
topivost (X,=4.55). Uprkos tome, navedeni uzorci su izmedu prva dva perioda ispitivanja
imali najmanju promenu u ponderisanoj srednjoj vrednosti ocene (od 4.67 do 4.62), s
obzirom da su im ocene za svojstva arome (ukus i miris) opale samo neznatno. Osim toga,
posle 90 dana geometrijskom svojstvu zrnavosti ovih uzoraka dodeljena je veca srednja
ocena (X,;=4.45) u odnosu na prvi period (0-30 dana), Sto se moze objasniti nedovoljnom
homogenoscu dispergovanih probiotika. Ocene za senzorna svojstva uzoraka MLB nisu se
znacajnije menjale u prva dva perioda ispitivanja, ali su ovi uzorci zadrzali najnize ocene za
ukus u grupi mlec¢nih ¢okolada (X,=4.50). Zbog izuzetnih svojstava izgleda ocenjenih
najviSom ocenom medu svim analiziranim vrstama cokolada sa probioticima (X, =4.80) za
posmatrani period ispitivanja, dobre lomljivosti, gotovo neizmenjenog mirisa (X, =4.95) 1
najbolje vrednovanog ukusa svojstvenog mlecnim ¢okoladama, uzorci ML L3 su i posle 90

dana skladistenja ostali lideri u tipu mle¢nih ¢okolada sa probioticima.
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Kada se posmatraju rezultati senzornog ocenjivanja kvaliteta crnih ¢okolada sa 44
% kakao-delova posle 90 dana skladistenja, treba ukazati na dve interesantne stavke. Prva se
odnosi na ¢injenicu da su ponderisane srednje vrednosti ocena ovih ¢okolada sa dodatim
razlicitim probioticima veoma bliske ocenama dodeljenim mle¢nim cokoladama sa istim
probiotskim vrstama. Tako su npr. uzorci MLLD imali srednju ocenu 4.63, MB 4.69, a uzorci
ML3 identi¢nu ocenu kao i mlecne ¢okolade sa dodatim istim probiotskim sojem MLD:
4.78, iako sa nesto vecim procentom od maksimalno moguceg kvaliteta (ML 1.3 95.57 %, a
ML3 95.67 %). Druga stvar koja se primecuje jeste da su uzorci MLD i MLB zamenili
mesta u grupi crnih ¢okolada sa 44 % kakao-delova na osnovu visine ocena za ukupni
senzorni kvalitet u odnosu na prvo ispitivanje, dok su uzorci ML3 1 u drugom periodu
ocenjeni kao najbolji. Naime, uzorci MLB su i posle 90 dana skladistenja zadrzali iste
srednje ocene za svojstva topivosti 1 ukusa (X, =4.60) kao i u prethodnom periodu, a ocene
za svojstvo zrnavosti su c¢ak bile neznatno vece (X,;=4.65). Sa druge strane, uzorci MD
dobili su nize ocene za izgled (X, =4.60), mechanicka svojstva teksture (pre svega,
zvakljivost: X =4.65) i topivost (X, =4.40), ali je do najveceg opadanja ocena doslo pri
ocenjivanju geometrijskih svojstava teksture usled odstupanja od svojstvene zrnavosti
(X,=3.70), sto je potvrdeno i reoloskim ispitivanjima (grafik 51, Rezwitati - Reologija) i
uslovilo najnizu ponderisanu srednju vrednost ocene ovih uzoraka u grupi crnih ¢okolada
sa 44 % kakao-delova.

Crne ¢okolade sa ve¢im udelom kakao-delova su i nakon 90 dana skladistenja imale
prililcno visoke vrednosti ponderisanih srednjih ocena, a razlike medu njima bile su jos
manje uocljive. Uzorci CD su i u ovom periodu dobili visoke ocene za sva teksturalna
svojstva, a posebno su se isticali svojstvenom, postepenom topivoscu (X, =4.80), kao i
aromaticnim mirisom (X =4.90). Medutim, smanjenje sjaja i mestimi¢no “isprskana”
gornja povrsina uticali su na opadanje ocena za izgled (X,,=4.25) i naposletku najnizom
ukupnom ocenom medu cokoladama sa 75 % kakao-delova. Uzorci crnih cokolada CB i
CL3 imali su izuzetno medusobno ujednacen senzorni kvalitet 90. dana skladistenja
(X,=4.74), iako su po % od maksimalno moguceg kvaliteta uzorci CB bili u blagoj
prednosti u poredenju sa CL3 (94.84 % naprema 94.75 %). Na osnovu procene iskusnih

ocenjivaca uzorcima CB dodeljene su u proseku vise ocene za dinamicka i povrsinska
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svojstva teksture, kao 1 za aromu — ukus, dok su se uzorci CL3 odlikovali nesto boljim
mehanickim i1 dinamickim teksturalnim svojstvima (adhezivnoscu i topivoscu), kao i
zaokruzenijim mirisom.

Ukupan senzorni kvalitet svih analiziranih vrsta cokolada sa probioticima ostao je u
domenu odli¢nog 1 posle isteka 180 dana skladistenja (tabela 17).

Mlecne c¢okolade imale su ponderisane srednje vrednosti ocene od 4.51 za uzorke
MLD, preko 4.55 za uzorke MLB, od 4.68 za uzorke ML L3. Uprkos smanjenju ukupnih
ocena za senzorni kvalitet svi analizirani uzorci mle¢nih cokolada sa probioticima su odrzali
% od makimalno moguceg kvaliteta u zoni iznad 90 %. Isto tako, redosled uzoraka sa
razli¢itim probioticima je kod mle¢nih cokolada nije menjao ni u poslednjem periodu
ispitivanja. Kod uzoraka MLD ponovo je uocena malo veca adhezivnost (s toga X, za
mehanicka svojstva teksture 4.25) 1 osetnija zrnavost (X,=4.40) u odnosu na uzorke sa
probioticima B i I.3. Zamerke ocenjivacke komisije koje su uzrokovale smanjenje ocena kod
uzoraka MLB odnosile su se na postojanje tragova kalupa na gornjoj povrsini (X,,=4.50), 1
na izrazeniju slast (X, =4.40), dok se svojstva zrnavosti nisu menjala od 90. dana (X, =4.75),
a topivost ovih uzoraka ocenjena je kao najbolja medu mlecnim ¢okoladama (X =4.60).
Uzorci ML L3 bili su najbolje ocenjeni u pogledu izgleda (X, =4.70), imali bolju lomljivost 1
zvakljivost od ostalih iz iste grupe, a njithova aroma je okarakterisana kao tipicna mlecno-
kremasta (X,,=4.80 za miris 1 X,,;=4.70 za ukus), i pored nesto brze topivosti (X,=4.40).

Od svih analiziranih vrsta cokolada sa probioticima, u grupi crnih ¢okolada sa 44 %
kakao-delova nalaze se najbolje i najlosije ocenjeni uzorci za period od 180 dana
skladistenja.

Kao i u prethodnom intervalu ispitivanja (90 dana) uzorci MD ocenjeni su
najnizom srednjom ocenom za zrnavost (X, =3.55), koja se 1 ovoga puta manifestovala 1
tokom reoloskih merenja (tabela 29 i gfarik 54, Reologija-Rezultati). Navedeno je, zajedno sa
opadanjem ocena za izgled (X,,=4.45) zbog prisustva mehuri¢a vazduha i tragova od kalupa
1 losijom topivoséu (X, =4.20), uslovilo da ponderisana srednja ocena ovih uzoraka bude
redukovana do same granice odlicnog i vrlo dobrog kvaliteta (4.50 ili 90.07 % od
maksimalno moguceg kvaliteta). Sa druge strane, uzorci MB i ML3 izmedu 90. i 180. dana

skladi$tenja pretrpeli su minimalne promene senzornih svojstava. Uzorcima MB dodeljene
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su najviSe ocene u grupi za teksturalna svojstva, ali je na ukusu dominirala slast nad
gorcinom (X, =4.50). Uzorci ML3 sa sjajnom povrsinom, pravilnim oblikom 1 svojstvenom
bojom (X, =4.70), u kombinaciji sa svojstvenim ukusom (X_,=4.85) i aromati¢nijim mirisom
(X,=4.85) koji se veoma malo promenio od pocetka eksperimenta, predstavljali su najbolje
ocenjene uzorke cokolada sa probioticima na kraju ispitivanja (4.71, odnsono 94.22 % od
maksimalno moguéeg kvaliteta).

U grupi crnih c¢okolada sa 75% kakao-delova najvise su se, u pogledu senzornih
svojstava, promenili uzorci CD, dok su uzorci CB i1 CL3 1 dalje bili veoma ujednaceni, s tim
§to su, na osnovu visine ukupnih ocena, uzorci CL3 preuzeli primat medu crnim
cokoladama sa ve¢im procentom kakao-delova posle 180 dana skladistenja. Pojava
“isprskane” 1 nedovoljno sjajne gornje povrsine, te ponegde okrnjenih ivica tabli, doveli su
do smanjenja srednje ocene za izgled (X, =3.85) za uzorke CD, $to je bio jedan od
osnovnih razloga opadanja ukupne ocene za senzorni kvalitet (4.59, tj. 91.77 % od
makimalno moguéeg kvaliteta). Za veéinu senzornih svojstava posle 180 dana skladistenja
doslo je do izvesnog opadanja ocena, ali su uzorci CL3 zadrzali iste ocene za pojedine
parametre kao i u prethodnom ispitivanju (npt. za zrnavost i vlaznost/masnost), §to je, uz
jedva uocljive promene mirisa, dovelo do njthovog boljeg kotiranja u grupi u odnosu na
uzorke CB (4.66 naprema 4.64). Svi uzorci iz ove grupe odlikovali su se dobrim svojstvima
topivosti, izrazenijim u odnosu na ostale analizirane vrste cokolada, $to je u skladu sa
njthovim sastavom.

Promene senzornih svojstava analiziranih cokolada sa probioticima ilustrovane na
graficima od 7 do 9, prikazane su prema tipu cokolada sa razlicitim probiotskim
bakterijama u tri perioda skladistenja. Takode, statisticka analiza podataka dobijenih tokom
senzornog ocenjivanja primenom Tukey-evog testa (tabele P1 — P3 u Prilogn) obavljena je
posebno za mle¢ne i za dva tipa crnih cokolada, pri ¢emu je vrseno poredenje za
vremensku koordinatu i za tri vrste dodatih probiotika.

Na osnovu prikazanih rezultata senzornog ocenjivanja razlicitih vrsta cokolada sa
probioticima tokom skladistenja od 180 dana moze se konstatovati da su svi analizirani
uzorci pripadali kategoriji odlicnog senzornog kvaliteta u sva tri perioda ispitivanja (0-30, 90

1 180 dana). Nesto nize ocene za ukupni kvalitet dodeljene su uzorcima mlec¢nih ¢okolada
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MLD (4.51) i crnih cokolada sa 44 % kakao-delova MD (4.50) na samom kraju
eksperimenta (posle 180 dana), ali su jos uvek ostali u kategoriji odlicnog kvaiteta. Tokom
ocenjivanja svojstva izgleda analiziranih uzoraka, c¢lanovi ocenjivacke komisije su kao
nedostatke navodili uglavnom nedovoljno istisnute mehiri¢e vazduha iz ¢okoladnih tabli ili
uocljive tragove od kalupa, mnogo ¢esce nego matiranost povrsine ili pojavu sivljenja, cak i
posle 180 dana skladistenja. Svi uzorci cokolada, bez obzira na dodate probiotske kulture,
imali su svojstvenu smedu boju s obzirom na udeo kakao-delova, i, osim u par slucajeva,
odgovarajucu svetlocu povrsine. Ovakvi rezultati potvrdeni su i na osnovu instrumentalnog
odredivanja karakteristika kvaliteta boje ispitivanih uzoraka cokolada, tokom kojeg takode
nije bila detektovana pojava sivljenja, a vrednosti dobijenih parametara odgovarale su tipu
cokolada. Izostanku pojave sivljenja svakako je doprinelo cuvanje uzoraka cokolada u
uslovima ujednacene temperature (20°C), bez vecih fluktuacija. Zbog sastava 1 oblika
dodatih probiotskih preparata, u okviru teksturalnih svojstava ocenjivana je i zrnavost
analiziranih uzoraka ¢okolada, u smislu njenog prisustva, odnosno odsustva. Interesantno je
da su ocenjivaci kod uzoraka sa pojedinim probioticima konstatovali zrnavost ceS¢e nego
kod drugih u odredenim periodima ispitivanja, ali je, pak, u nekom drugom intervalu
ispitivanja zrnavost izostajala. Navedeno se moze objasniti nesto vecom granulacijom
pojedinih probiotika, kao $to je Dophilus, kod kojih je zrnavost najcesée i konstatovana
tokom senzornog ocenjivanja, kao i nedovoljnom disperznoséu dodatih kultura, buduci da
je ponekad njihovo prisustvo bilo moguce detektovati, a ponekad nije. Iznalazenje i
primena drugacijth nacina inkorporiranja probiotskih kultura bi, svakako, doprinelo
eliminisanju ove pojave. Medutim, treba naglasiti da je medu clanovima ocenjivacke
komisije postignut konsenzus u pogledu toga da prisustvo zrnavosti ne predstavlja
preovladujuéi nedostatak, odnosno da ona, u meri u kojoj je uocena, ne remeti ukupan
senzorni kvalitet analiziranih uzoraka, te da, eventualno prisustvo zrnavosti ne bi trebalo da
bude razlog odbijanja ovakvih proizvoda od strane potrosaca. Nadalje, kao pomocno
sredstvo, odnosno punioc, kod mikrokapsula sa probiotskim kulturama L3 bio je koris¢en
skrob. Njegovo svojstvo adsorbovanja vode i (delimi¢nog) Zeliranja pri zagrevanju, moze
usloviti povecanja cvrstoCe proizvoda, $to je primeéeno pri dodatku inkapsulisanih

probiotika npr. tokom proizvodnje jogurta (Kailasapathy, 2006). Medutim, usled niskih
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temperatura kojima su bile izlozene c¢okolade sa dodatim probioticima, nije doslo do
manifestacije navedenih pojava, tako da nisu uocena znacajnija povecanja tvrdoce ¢okolada
sa L3 probioticima, kao ni povecanje njihove viskoznosti. U okviru teksturalnih svojstava
zapaza se, takode, dobra veza izmedu mehanickih (narocito Zzvakljivosti) i dinamickih
svojstava tj. topivosti, koja ostvaruje zdruzeni efekat na aromu-miris ispitivanih uzoraka a
uoceno je 1 od strane drugih istrazivaca (Towrnier i sar., 2007; Afoakwa i sar, 2009
Nightingale i sar., 2071). Kada je re¢ o povrsinskim svojstvima teksture (pogotovo masnosti),
clanovi ocenjivacke komisije su, tokom Ccitavog eksperimenta, najviSe ocene dodelili
uzorcima crnih ¢okolada sa 44 % kakao-delova koji su zaista i sadrzali najmanju koli¢inu
masti (tabela 14), potom mlec¢nim, i na kraju crnim cokoladama sa 75 % kakao-delova.
Medutim, tokom drugog i treCeg perioda ispitivanja, uzorci mlecnih cokolada sa
probioticima su ocenjenji kao masniji u odnosu na crne sa 75 % kaka-delova, iako to realno,
nije slucaj. Moguce objasnjenje je da je prisustvo Secera maskiralo senzornu ocenu
masnosti, §to je fenomen koji su opisali Drewnowski i Schwartz (1990). Bez obzira na ocene,
ni kod jednog analiziranog uzorka nije uoceno izdvajanje masne faze na povrsini tabli, $to

bi, svakako, dovelo do redukovanja bodova za povrsinska svojstva teskture.
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Tabela 15. Rezultati senzornog ocenjivanja kvaliteta razlicitih vrsta cokolada sa probioticima odmah nakon proizvodnje (0-30 dana)

Izgled Tekstura Aroma
Svojstva % od maks. |Ponderisana srednja
Izrac¢unati | Boja, sjaj, oblik, Mehanicka: Ostala moguceg vrednost ocene
Uzotak pokazatelji povrsina Tvtdoca, Lomljivost, Geometrijska: Povrsinska: dinamicka: Miris Ukus kvaliteta
Zvakljivost, Adhezivnost Zrnavost Vlaznost, Masnost Topivost
KV 2.00 2.00 2.50 0.50 2.00 4.00 7.00
X 10.00 9.50 8.87 2.45 9.70 20.00 32.90
MLD Sd 0.00 0.18 0.21 0.14 0.22 0.00 0.21 93.42 4.67
C, 0.00 3.72 5.90 2.79 4.61 0.00 4.50
X 9.50 10.00 11.87 2.40 9.80 20.00 32.20
MLB Sa 0.18 0.00 0.18 0.21 0.14 0.00 0.14 95.77 4.79
Cy 3.72 0.00 3.72 4.36 2.79 0.00 2.98
X 10.00 10.00 12.25 2.45 9.80 20.00 33.60
MLL3 Sa 0.00 0.00 0.14 0.14 0.14 0.00 0.21 98.10 4.90
C, 0.00 0.00 2.79 2.79 2.79 0.00 4.36
X 9.80 9.60 10.00 2.45 9.10 20.00 34.65
MD Sq 0.14 0.21 0.18 0.14 0.21 0.00 0.11 95.60 4.78
C, 2.79 4.36 4.42 2.79 4.60 0.00 2.26
X 9.70 9.80 11.50 2.47 9.20 20.00 32.20
MB Sd 0.14 0.14 0.14 0.11 0.22 0.00 0.14 94.87 4.74
C, 2.82 2.79 2.98 2.26 4.86 0.00 2.98
X 9.60 9.40 11.75 2.47 9.00 20.00 35.00
ML3 Sd 0.21 0.27 0.21 0.11 0.35 0.00 0.00 97.22 4.86
C, 4.36 5.83 4.45 2.26 7.86 0.00 0.00
X 9.70 9.90 12.12 2.45 10.00 20.00 33.95
CD Sa 0.22 0.11 0.14 0.14 0.00 0.00 0.22 08.12 4.91
Cy 4.01 2.26 2.82 2.79 0.00 0.00 4.61
X 9.90 9.70 12.25 2.42 9.90 20.00 34.30
CB Sa 0.11 0.14 0.14 0.14 0.11 0.00 0.14 08.47 4.92
Cy 2.26 2.82 2.79 2.82 2.26 0.00 2.79
X 10.00 9.80 12.00 2.40 10.00 20.00 33.60
CL3 Sa 0.00 0.14 0.21 0.11 0.00 0.00 0.21 97.80 4.89
C, 0.00 2.79 4.36 2.33 0.00 0.00 4.36




Tabela 16. Rezultati senzornog ocenjivanja kvaliteta razlicitih vrsta cokolada sa probioticima nakon skladistenja od 90 dana

Tekstura
Izgled Svojstva Aroma
A o . Mehanicka: Ostala % od maks. |Ponderisana srednja
Izraéunat.l' Boja, 513, oblik, Tvrdoca, Lomljivost, Geometrijska: Povrsinska: dinamicka: Miris Ukus mog}léeg vrednost ocene
Uzorak pokazatelji povssina Zvakljivost, Adhezivnost Zrnavost Vlaznost, Masnost Topivost kvaliteta
KV 2.00 2.00 2.50 0.50 2.00 4.00 7.00
X 9.20 8080 11.12 2.35 9.10 19.60 32.20
MLD Sd 0.14 0.38 0.27 0.21 0.11 0.14 0.28 92.37 4.62
Cy 2.98 8.62 6.15 4.45 2.46 2.79 6.20
X 9.40 9.40 11.87 2.30 9.50 19.20 31.50
MLB N 0.21 0.21 0.18 0.14 0.25 0.11 0.18 93.17 4.66
C, 4.45 4.45 3.72 2.98 5.26 2.33 3.93
X 9.60 9.50 12.12 2.35 9.30 19.80 32.90
MLL3 Sd 0.21 0.18 0.14 0.21 0.14 0.11 0.21 95.57 4.78
Cy 4.36 3.72 2.82 4.45 2.95 2.26 4.45
X 9.20 9.30 9.25 2.37 8.80 19.40 34.30
MD Sd 0.14 0.14 0.21 0.25 0.22 0.22 0.14 92.62 4.63
Cy 2.98 2.94 5.63 5.26 5.08 4.61 2.79
X 9.40 9.50 11.62 2.42 9.20 19.40 32.20
MB Sd 0.21 0.18 0.22 0.22 0.22 0.22 0.14 93.74 4.69
Cy 4.45 3.72 4.81 4.61 4.86 4.61 2.98
X 9.50 9.20 11.50 2.42 8.60 19.80 34.65
ML3 Sd 0.25 0.28 0.14 0.14 0.27 0.11 0.11 95.67 4.78
C, 5.26 6.20 2.98 2.82 6.37 2.26 2.26
X 8.50 9.50 12.00 2.40 9.60 19.60 32.90
CD Sd 0.25 0.18 0.11 0.21 0.21 0.14 0.33 94.50 4.72
Cy 5.88 3.72 2.33 4.36 4.36 2.79 6.94
X 9.20 9.30 12.12 2.37 9.40 19.20 33.25
CB Sd 0.22 0.14 0.14 0.18 0.21 0.11 0.18 94.84 4.74
Cy 4.86 2.95 2.82 3.72 4.45 2.33 3.72
X 9.20 9.40 12.00 2.35 9.50 19.40 32.90
CL3 Sd 0.22 0.21 0.21 0.21 0.18 0.14 0.21 94.75 4.74
Cy 4.86 4.45 4.36 4.45 3.72 2.82 4.45




Tabela 17. Rezultati senzornog ocenjivanja kvaliteta razlicitih vrsta cokolada sa probioticima nakon skladistenja od 180 dana

Tekstura
Izgled Svojstva Aroma
A o . Mehanicka: Ostala % od maks. |Ponderisana srednja
Izraéunat.l' Boja, 513, oblik, Tvrdoca, Lomljivost, Geometrijska: Povrsinska: dinamicka: Miris Ukus mog}léeg vrednost ocene
Uzorak pokazatelji povssina Zvakljivost, Adhezivnost Zrnavost Vlaznost, Masnost Topivost kvaliteta
KV 2.00 2.00 2.50 0.50 2.00 4.00 7.00
X 9.00 8.50 11.00 2.30 9.00 18.60 31.85
MLD Sd 0.00 0.25 0.22 0.14 0.00 0.14 0.21 90.25 4.51
Cy 0.00 5.88 5.08 2.98 0.00 2.94 4.60
X 9.00 9.00 11.87 2.25 9.20 18.80 30.80
MLB Sd 0.00 0.00 0.18 0.00 0.22 0.11 0.22 90.92 4.55
C, 0.00 0.00 3.72 0.00 4.86 2.38 5.08
X 9.40 9.20 11.87 2.30 8.80 19.20 32.90
MLL3 Sd 0.11 0.14 0.00 0.14 0.22 0.11 0.21 93.67 4.68
Cy 2.38 2.98 0.00 2.98 5.08 2.33 4.45
X 8.90 9.00 8.87 2.30 8.40 19.00 33.60
MD Sd 0.11 0.00 0.21 0.14 0.27 0.25 0.11 90.07 4.50
Cy 2.51 0.00 5.89 2.98 6.52 5.26 2.33
X 9.30 9.40 11.50 2.35 9.10 19.20 31.50
MB Sd 0.14 0.11 0.14 0.21 0.21 0.21 0.00 92.35 4.62
Cy 2.94 2.38 2.98 4.45 4.60 4.36 0.00
X 9.40 9.10 11.37 2.40 8.60 19.40 33.95
ML3 Sd 0.21 0.21 0.11 0.11 0.27 0.14 0.22 94.22 4.71
C, 8.45 4.60 2.46 2.33 6.37 2.82 4.61
X 7.70 9.20 11.75 2.32 9.40 19.20 32.20
CD N 0.33 0.14 0.11 0.22 0.11 0.21 0.22 91.77 4.59
Cy 8.71 2.98 2.38 4.81 2.38 4.36 4.86
X 9.00 9.10 11.87 2.35 9.20 18.80 32.55
CB Sd 0.18 0.21 0.00 0.11 0.14 0.11 0.14 92.87 4.64
Cy 3.93 4.60 0.00 2.38 2.98 2.38 2.94
X 9.00 9.00 12.00 2.35 9.40 19.20 32.20
CL3 Sd 0.18 0.18 0.21 0.21 0.11 0.11 0.14 93.15 4.66
Cy 3.93 3.93 4.36 4.45 2.38 2.38 2.98
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Grafik 7. Senzorna ocena kvaliteta mlecnih ¢okolada sa probioticima
tokom skladistenja od 180 dana
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Generalno se moze konstatovati da su razlike u ocenama senzornih svojstava
cokolada vise posledica njthovog razlicitog sastava, odnosno vrste kojoj pripadaju po
sadrzaju osnovnih grupa jedinjenja i udela kakao-delova, nego dodatih probiotskih
bakterija. Odabranom recepturom odreden je udeo sirovina za izradu razli¢itih ¢okoladnih
masa, $to ima veliki uticaj na senzorna svojstva finalnog proizvoda, tj. intenzitet slasti,
kakao-arome, gorcine ili mlecne arome proizvoda, kao i na njihova svojstva izgleda-boje.
Dodatno, postepeno smanjenje ocena za pojedina senzorna svojstva rezultat je uobicajenih
efektima izazvanih probioticima, 1 u potpunosti je u skladu sa nasim ranijim istrazivanjima
(Lalicic, 2007), da razlicite vrste c¢okolada, (bez dodatka probiotika), odrzavaju odlican
senzorni kvalitet tokom Sestomesecnog skladistenja pod odgovaraju¢im uslovima. Rezultati
odredivanja reoloskih parametara analiziranih cokolada sa probioticima u pojedinim
slucajevima su pokazali povecanje vrednosti prinosnog napona, dok se plasticni i prividni
viskozite nisu bitnije menjali sa dodatkom BMK. I pored nesporne veze izmedu reoloskih
svojstava 1 senzornih atributa, navedene promene nisu ostavile traga na senzornim
karakteristikama cokolada. Naime, plasticni viskozitet je direktnija mera reoloskih svojstava
cokolada u uslovima vecih brzina smicanja, kakvi su oni prisutni u usnoj duplji prilikom
konzumiranja, od prinosnog napona koji je dominantniji pri malim brzinama smicanja
(Guinard i Mazzucchelli, 1999). Kako se viskozitet ¢okolada sa probioticima nije izrazitije
menjao tokom 180 dana skladiStenja, posledi¢no nije bilo ni ve¢ih promena senzornih
svojstava. Mozda najvazniju konstataciju ovog dela ispitivanja predstavlja 1 cinjenica da
nikakav strani ukus i miris nisu primeceni ni kod jedne vrste analiziranih cokolada sa
probioticima tokom citavog perioda skladiStenja. Na osnovu svega navedenog, moze se
izvesti zakljucak da dodatak razlicitth probiotskih sojeva, bilo liofilizovanih ili
inkapsulisanih, u razli¢ite vrste cokolada, ne dovodi do znacajnijeg remecenja njihovih
senzornih svojstava. To ujedno znaci da obogacivanje ¢okolada probioticima obezbeduje
dodatnu vrednost ovim omiljenim poslasticama, bez rizika od odbijanja od strane
potrosaca. Dakle, kombinacija probiotskih bakterija i razlicitih vrsta ¢okolada predstavlja
dobar put ka formiranju novih proizvoda koji na adekvatan nacin objedinjuju hedonisticke 1

zdravstvene efekte.
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5.4.1. Rezultati instrumentalnog odredivanja
karakteristika kvaliteta boje

Osnovne vizuelne karakteristike svake ¢okolade predstavljaju boja i sjaj povrsine
(Voltz i Beckett, 1997). S obzirom da prvo ocenjivanje zapocinje culom vida, boja ¢okolade
moze da pruzi uvid u to $ta je moguce ocekivati koris¢enjem ostalih ¢ula. Boja ¢okolada je
odredena vrstom i koli¢inom kakao-mase, $ecera i/ili komponenti mleka, dakle sastavom
(Stauffer, 1998). Pojava i razvoj sivljenja, kao jednog od najvaznijih faktora koji limitira
odrzivost cokolada, moze se pratiti merenjem povrsinskog sjaja, bududi da sivljenju cesto
prethodi matiranost povrsine (Kilast i Subramaniam, 2000). Boja 1 sjaj odreduju se pri
senzornoj oceni kvaliteta vizuelnom tehnikom. U skladu sa opstim nastojanjima da se
senzorne ocene objektivizuju instrumentalnim metodama, karakteristike kvaliteta boje
analiziranih cokolada sa i bez dodatih probiotika odredene su i primenom tristimulusne
kolorimetrije, na gornjoj i donjoj povrsini. Dobijeni rezultati su izrazeni u tri sistema za
definisanje kvaliteta boje: CIE xyY, CIE L'a’b’ i Hiinter Lab sistemu. U CIE sistemu
figuriSu vrednosti: srednje reflektance tj. sjajnosti Y (%), dominantne talasne duzine A (nm)
i dstoée boje C (%), u CIE Lab sistemu vrednosti: psihometrijske svetlosti L.,
psihometrijskog tona a” i psihometrijske hrome b’, 2 u Hiinter—ovom sistemu vrednosti:
Lt 4y 1 by, za psihometrijsku svetlost, ton i hromu.

Prikaz rezultata instrumentalnog odredivanja karakteristika kvaliteta boje u tri
pomenuta sistema dat je na graficima od 10-34. Promena svake od analiziranih
karakteristika kvaliteta boje ilustrovana je na jednom grafikonu za odredeni vrstu ¢okolade
sa 1 bez probiotika, na gornjoj i donjoj povrsini u tri vremena ispitivanja. Rezultati su
predstavljeni kao srednje vrednost odredenog parametra * standardna devijacija sa
rezultatima Tukey-evog testa. Vrednosti sa istovetnim slovima po koloni ne razlikuju se
statisticki znacajno na nivou p < 0.05.

Vrednosti srednje reflektance Y (%) kod uzoraka mle¢nih cokolada sa i bez
dodatih probiotika tokom celokupnog vremena skladistenja bile su u intervalu od 7.26 (ML
gornja povrsina 180. dan) do 10.16 (ML L3 donja povrsina 0-30 dana), pri ¢emu su kod

najveéeg broja uzoraka vrednosti iznosile 7-8 %, kako na gornjoj, tako i na donjoj povrsini
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(grafik 10). Naravno, navedene vrednosti su pracene vrednostima za psthometrijsku svetlost
u CIE L'a’b i Hiinter Lab sistemu (ML gornja povrsina 180. dan: I." =32.38 i 1;;,,=26.93;
ML L3 donja povriina 0-30 dan: I =38.12 i L, =31.87)(grafici 13 i 16). Kada se
posmatraju samo vrednosti dobijene za gornju povrsinu uzoraka mle¢nih ¢okolada zapaza
se da najvecu sjajnost 1 svetlo¢u imaju uzorci MLD neposredno nakon proizvodnje
(Y=8.99 Y%; 1.'=35.96; L,,,=29.98), odnosno ML L3 (Y=8.90 %, 1.'=35.79;
L;,=29.83)(grafici 10, 13 1 16), sto je pri senzornom ocenjivanju okarakterisano kao
pozitivno svojstvo, budud¢i da su navedeni uzorci dobili maksimalne ocene za svojstvo
izgleda (boja, sjaj, oblik, povrsina), uz potpun konsenzus svih ¢lanova ocenjivacke komisije
(tabela 15, Regwitati ocenjivanja senzornog kvaliteta).

Vrednosti psihometrijskog tona 2 u CIE L'a’b" i Hiinter—ovom sistemu ukazuju na
udeo crvenog i zelenog tona u analiziranim uzorcima, dok vrednost psthometrijske hrome
b" ukazuje na udeo zutog i plavog pigmenta. Na osnovu dobijenih rezultata vidi se da je
najmanje ucesce i crvenog i zutog pigmenta nadeno na donjoj povrsini uzoraka MLB u
poslednjem intervalu ispitivanja, posle 180 dana ¢uvanja i skladistenja a'=10.45 tj. aj,=
7.34; b'= 11.58 tj. by, = 6.55 (grafici 14 i 17, odnosno 15 i 18). Najveée ucesée crvenog
pigmenta po Hunter—ovom sistemu konstatovano je takode kod uzoraka MLB na donjoj
povrsini ali tokom prvog perioda ispitivanja a,,,=8.71, dok su uzorci MLD imali najveci
udeo Zutog pigmenta na donjoj povrsini posle 90 dana skladistenja by, = 8.12 (grafici 17 1
18).

Ako se uporede ocitane vrednosti za dominantnu talasnu duzinu, a na osnovu
dijagrama hromati¢nosti, vidljivo je da nema znatnijih variranja. Naime, svi analizirani
uzorci mle¢nih cokolada imali su vrednosti dominantnih talasnih duzina u intervalu od
A=586-588 nm (grafik 11), sto je bilo praceno izracunatim vrednostima za cistocu boje od

32.26 do 34.74% (gratik 12).
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Grafik 10. Vrednosti srednje reflektance Y (%) mlec¢nih ¢okolada sa i bez probiotika na
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Grafik 13. Vrednosti za psihometrijsku svetlost po CIE Lab sistemu (I.") mle¢nih ¢okolada
sa i bez probiotika na gornjoj (stubi¢i) i donjoj povrsini (tacke)
tokom skladistenja od 180 dana
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1 bez probiotika na gornjoj (stubici) i donjoj povrsini (tacke)

tokom skladistenja od 180 dana
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Grafik 16. Vrednosti za psihometrijsku svetlost po Hiinter Lab sistemu (L;;,) mlecnih

cokolada sa i bez probiotika na gornjoj (stubici) i donjoj povrsini (tacke)

tokom skladistenja od 180 dana
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Grafik 17.Vrednosti za psihometrijski ton po Hinter Lab sistemu (a;;,) mle¢nih ¢okolada sa

1 bez probiotika na gornjoj (stubici) i donjoj povrsini (tacke)
tokom skladistenja od 180 dana
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Grafik 18.Vrednosti za psthometrijsku hromu po Hiinter Lab sistemu (b,,,) mlecnih
cokolada sa i bez probiotika na gornjoj (stubici) i donjoj povrsini (tacke)
tokom skladistenja od 180 dana

Sjajnost i svetlo¢a crnih ¢okolada sa 44 % kakao-delova bila je najveca kod uzoraka
ML3 na donjoj povrsini neposredno nakon proizvodnje (Y=5.03 %; L'=26.83 i
Ly, =22.43), dok je najsjajnija 1 ujedno najsvetlija gornja povrsina konstatovana kod uzoraka
M nakon 90 dana skladistenja (Y=4.70 %; L.'=25.82 i 1,,=21.65)(grafici 19, 20 i 23).
Najmanje vrednosti srednje reflektance i psihometrijske svetlosti zabeleZene su kod uzoraka
MB na gornjoj povrsini na samom kraju ispitivanja (Y=3.79 %; 1.'=22.96 i
Ly, =19.46)(grafici 19, 20 i 23). Donja povriina uzoraka ML3 tokom prvog perioda
ispitivanja, osim §to je bila najsjajnija, odlikovala se 1 najve¢im udelima crvenog i zutog
pigmenta (a'=7.31 tj. a;,=4.77; b'=5.30 tj. b;,=3.02) (grafici 21, 24, 22 i 25), $to je u
saglasnosti sa senzornom ocenom ovih ¢okolada. Nasuprot tome, najnize, a brojcano
istovetne vrednosti psihometrijskog tona zabelezene kod dva uzorka: na gornjim
povrsinama uzoraka MD i ML3 posle 180 dana skladistenja (a'=5.76 tj. a,,= 3.60). Uzorci
MD na donjoj povrsini u istom vremenu ispitivanja imali su 1 najnizu vrednost
prihometrijske hrome (b'= 4.15 tj. b, = 2.30), dok su uzorci ML3 imali samo neznatno
vise vrednosti (b'= 4.29 tj. by, = 2.37) (grafici 21, 24, 22 i 25).

Vrednosti dominantne talasne duzine (A) kao i &istoée boje (C) kod uzoraka crnih
cokolada sa 44 % kakao-delova bile su identicne i nisu se menjale ni u zavisnosti od vrste

dodatih probiotika, niti sa vremenom skladistenja, a iznosile su A = 587 nm i C = 18.95 %.
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Grafik 19. Vrednosti srednje reflektance Y (%) crnih ¢okolada (sa 44 % kakao-delova) sa i

bez probiotika na gornjoj (stubiéi) i donjoj povrsini (tacke) tokom skladistenja od 180 dana
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Grafik 20. Vrednosti za psihometrijsku svetlost po CIE Lab sistemu (L)) crnih ¢okolada (sa

44% kakao-delova) sa 1 bez probiotika na gornjoj (stubici) i

donjoj povrsini (tacke) tokom skladistenja od 180 dana
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Grafik 21.Vrednosti za psihometrijski ton po CIE Lab sistemu (a") crnih ¢okolada

(sa 44% kakao-delova) sa i bez probiotika na gornjoj (stubici) i

donjoj povrsini (tacke) tokom skladistenja od 180 dana
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Grafik 23.Vrednosti za psthometrijsku svetlost po Hunter Lab sistemu (L;;,) crnih ¢okolada

(sa 44% kakao-delova) sa 1 bez probiotika na gornjoj (stubici) i donjoj povrsini (tacke)

tokom skladistenja od 180 dana
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Grafik 24.Vrednosti za psihometrijski ton po Hinter Lab sistemu (a;;,) crnih cokolada
(sa 44 % kakao-delova) sa i bez probiotika na gornjoj (stubici) i donjoj povrsini (tacke)
tokom skladistenja od 180 dana
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Grafik 25.Vrednosti za psthometrijsku hromu po Hiinter Lab sistemu (b,,,) crnih ¢okolada
(sa 44% kakao-delova) sa i bez probiotika na gornjoj (stubici) i donjoj povrsini (tacke)
tokom skladistenja od 180 dana

Kod crnih ¢okolada sa 75 % kakao-delova konstatovana je interesantna situacija u
pogledu karakteristika kvaliteta boje, odnosno sjajnosti i svetloce, bududi da su najvise 1
najnjize vrednosti ovih parametara ustanovljene kod istih uzoraka - CD, samo na razli¢itim
povrsinama i u razlicitim vremenskim periodima ispitivanja. Naime, uzorci crnih ¢okolada
sa ve¢im udelom kakao-delova kojima je dodat probiotski soj L. acidophilus NCEM® (CD)
imali su najveée utvrdene vrednosti srednje reflektance (Y=4.50%) (gratik 206) i
psthometrijske svetlosti (I.'=25.25 i I;;,=21.21) (grafici 29 i 32) na donjoj povrsini u prvom
periodu ispitivanja (0-30 dana), §to znaci da je u tom intervalu donja povrsina ovih uzoraka
bila najsjajnija 1, uslovno, najsvetlija u grupi crnih cokolada. Medutim, na kraju
eksperimenta, posle 180 dana skladiStenja, kod istih uzoraka konstatovana je najniza
vrednost srednje reflektance (Y=3.49%) (grafik 26) i svetloée (L.'=21.90 i L, =18.68)
(grafici 29 1 32), ali na gornjoj povrsini. Odsustvo sjaja svojstvenog crnim c¢okoladama
primeceno je kod ovih uzoraka i tokom senzorne analize, $to je, izmedu ostalog, doprinelo
da navedeni uzorci u poslednjem vremenu ispitivanja dobiju najmanju srednju ocenu za
svojstvo izgleda, ne samo u grupi crnih cokolada sa 75 % kakao-delova, ve¢ od svih
ispitivanih cokolada sa probioticima (tabela 17, Regwitati ocenjivanja sengornog kvaliteta).

Dominantna talasna duzina crnih cokolada sa 75 % kakao-delova bila je u intervalu od
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A=584 nm do A=587 nm (grafik 27), a shodno tome, izracunate vrednosti za ¢isto¢u boje
iznosile su od 16.13 do 18.95 % (grafik 28).

U CIE L'a’b" sistemu najvisu vrednost psihometrijskog tona imali su uzorci CB na
donjoj povrsini neposredno nakon proizvodnje (a'=6.11), a najnizu uzorci C na gornjoj
povrsini na kraju eksperimenta (a'=4.62)(grafik 30). Najvecée uéesée psihometrijske hrome
ustanovljeno je na donjoj povrsini uzoraka CL3 180. dana (b'=4.49), a najmanje na gornjoj
povrsini uzoraka CB posle 90 dana skladistenja (b'=3.15) (grafik 31). U Hiinter—ovom
sistemu najvise udele crvenog i zutog pigmenta imali su uzorci CL3 na donjoj povrsini u
prvom vremenu ispitivanja (a;,= 4.02; by, =2.45) (grafici 33 1 34). Kod ovih uzoraka udeo
zutog pigmenta se nije menjao ni posle 180. dana skladistenja (CL3 donja povrsina
by, =2.45) (grafik 34). Najniza vrednost psihometrijskog tona nadena je na gornjoj povrsini
kod uzoraka CB (a,,= 2.55) posle 180 dana (grafik 33), a psihometrijske hrome kod
uzoraka CD (b;,= 1.66) posle 90 dana skladistenja (grafik 34).
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Grafik 26. Vrednosti srednje reflektance Y (%) crnih ¢okolada (sa 75 % kakao-delova) sa i
bez probiotika na gornjoj (stubici) i donjoj povrsini (tacke) tokom skladistenja od 180 dana
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Grafik 27. Vrednosti za dominantnu talasnu duzinu A (nm) crnih cokolada (sa 75% kakao-
delova) sa i bez probiotika na gornjoj (jednobojne tacke) i donjoj povrsini
(dvobojne tacke) tokom skladistenja od 180 dana
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Grafik 28.Vrednosti za &istocu boje C (%) crnih ¢okolada (sa 75% kakao-delova) sa i bez
probiotika na gornjoj (jednobojne tacke) i donjoj povrsini (dvobojne tacke) tokom
skladistenja od 180 dana
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Grafik 29. Vrednosti za psihometrijsku svetlost po CIE Lab sistemu (L) crnih ¢okolada

(sa 75 % kakao-delova) sa i bez probiotika na gornjoj (stubiéi) i donjoj povrsini (tacke)

tokom skladistenja od 180 dana
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Grafik 30.Vrednosti za psihometrijski ton po CIE Lab sistemu (a’) crnih ¢okolada (sa 75 %

202

(tacke) tokom

ve

joj povrsini

skladistenja od 180 dana
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Grafik 31.Vrednosti za psthometrijsku hromu po CIE Lab sistemu (b ) crnih ¢okolada
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Grafik 32.Vrednosti za psihometrijsku svetlost po Hiinter Lab sistemu (L;;,) crnih cokolada
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Grafik 34. Vrednosti za psihometrijsku hromu po Hinter Lab sistemu (by,,) crnih ¢okolada

(sa 75 % kakao-delova) sa i bez probiotika na gornjoj (stubici) i donjoj povrsini (tacke)

tokom skladistenja od 180 dana
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Dobijeni rezultati instrumentalnog odredivanja karakteristika kvaliteta boje razli¢itih
vrsta ¢cokolada sa (1 bez) dodatkom probiotskih kultura tokom skladistenja od 180 dana
upucuju na nekoliko vaznih zakljucaka. Najevidentnije je da se parametari kvaliteta boje
razlikuju prema vrsti ¢okolade, u smislu da imaju najvise vrednosti kod mle¢nih ¢okolada,
nize vrednosti kod crnih c¢okolada sa 44 % kakao-delova, a najnize kod crnih ¢okolada sa
75 Y% kakao-delova. To se, pre svega, odnosi na vrednosti srednje reflektance (Y) i
psihometrijske svetlosti (I."i L, ), i znaci da su, u tom smislu, mle¢ne ¢okolade najsvetlije
boje, crne sa 44 % kakao-delova su nesto tamnije, a crne sa 75 % kakao-delova —
najtamnije, §to se lako uoc¢ava i vizuelnim putem, pogotovo izmedu mlec¢nih sa jedne strane,
1 crnih sa druge. Medutim, navedeno vazi i1 za vrednosti ostalih psihometrijskih velicina,
odnosno tona i hrome, $to je svakako teze uoditi vizuelno. Nadalje, kod svih analiziranih
uzoraka sve tri vrste cokolada uocava se da je donja povisina svetlija od gornje, $to se moze
pripisati razlici u zaravnjenosti povrsina, posto su donje ravne, a na gornjim povrsinama
postoje utisnuti tragovi kalupa, odnosno povrsinska topografija, Sto predstavlja faktore koji
mogu doprineti razlicitom rasejavanju svetlosti. Mada su gubitak sjaja, matiranost i
povecanje svetloce pojave koje se mogu ocekivati tokom skladistenja cokolada jer prethode
nastanku sivljenja zbog spontanog prelaska kristalnih oblika kakao-masti u najstabilniji
polimorf (Pastor i sar, 2007; Afoakwa i sar, 2008a), ili, jos§ vise, zbog uvodenja dodatne
¢vrste faze u sastav ¢cokolada dodatkom probiotika, ne moze se re¢i da je do pomenutih
pojava doslo tokom ovog eksperimenta. Drugim recima, vrednosti sjajnosti i svetloce su se
menjale sa odmicanjem vremena skladiStenja, ali bez vecih odstupanja od proseka, i
svakako bez permanentnog povecanja koje bi ukazalo na razvoj pojave sivljenja. Dakle,
moze se zakljuciti da inkorporiranje probiotika u cokolade razli¢itog sastava nije uzrokovalo
sivljenje istth. Prisutne razlike u iznosima pomenutih parametara, posebno kada je rec¢ o
sjajnosti, mogu, umnogome, zavisiti od pozicija na tabli ¢okolade na kojima se obavlja
merenje. Uticaj pozicije merenja moze se pripisati prenosu toplote u tabli cokolade tokom
hladenja i skladistenja i njenom delovanju na rekristalizaciju kakao-maslaca. Naime, na
spoljasnjim pozicijama na cokoladnoj tabli moze se ocekivati veéi temperaturni gradijent
tokom neposrednog skladistenja, a takode i manja brzina hladenja na centralnim pozicijama

$to moze izavati promenu u kristalizaciji masti. Dakle, spoljasnje pozicije na cokoladnoj
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tabli trpe vedi uticaj fluktuacija temerature od centralnih, sto uzrokuje dobijanje razlicitih
vrednosti za sjajnost u zavisnosti od polozaja tacke u kojoj je merenje paramatara kvaliteta
boje obavljeno (Pastor i sar., 2007).

Bez obzira na razlike psihometrijskih velicina s obzirom na udeo kakao-delova u
cokoladama ili poziciju merenja, prema vrednostima dominantne talasne duzine, a na
osnovu dijagrama hromati¢nosti, svi analizirani uzorci ¢okolada (sa i bez probiotika) su
pripadali istom — narandzastom delu spektra, u svim periodima ispitivanja tokom
skladistenja od 180 dana.

Naposletku, treba istaci da rezultati ocene karakteristika kvaliteta boje gornje i donje
povrsine uzoraka cokolada, dobijeni primenom tristimulusne kolorimetrije (u CIE, CIE
L'a’b i Hiinter-ovom sistemu) pokazuju dobru saglasnost sa senzornim ocenjivanjem istih
karakteristika, 1 omogucavaju precizno pracenje i najmanjih promena boje. Ocenjivanje boje
preko viSe izmerenih parametara daje mogucnost Sire primene metode za objektivno

ocenjivanje kvaliteta cokolada.

5.4.2. Rezultati odredivanja termalnih
svojstava primenom DSC

Tokom proizvodnje ¢okolade, kristalno stanje i odnos prisutne ¢vrste masti su vazni
za utvrdivanje svojstava otapanja finalnog proizvoda. Diferencijalna skenirajuca
kalorimetrija se koristi da bi se okarakterisale promene u profilu topljenja ¢okolade i da bi
se izmerio relativan iznos svakog kristalnog oblika (Walter i Cornillion, 2001), a temperaturni
pikovi koji odgovaraju latentnoj toploti uocavaju se u intervalima povezanim sa otapanjem
pojedinih polimorfnih oblika. Takva informacija je relevantna za senzorni kvalitet cokolada
1 utice na mehanicka i reoloska svojstva, kao 1 na odrzivost (Afoakwa, 2010).

Primenom DSC obezbeduje se bolji uvid u termalna svojstava i kristalografsku
strukturu uzoraka cokolada i1 utvrduje eventualni uticaj dodatih probiotskih bakterija na
temperature koje karakterizuju ove procese. To su, pre svega, temperature topljenja i
i AH,,.)-

kristalizacije uzoraka cokolada (T ;T,), kao i entalpije navedenih procesa (AH

melt

Od znacaja su i T, - temperatura pocetka kristalizacije/topljenja, T, - temperature

makisimuma pika, T, - temperatura zavtSetka kristalizacije/topljenja, a iz razlike T, , —
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T moguce je izracunati i T,

index

et — indeks otapanja. DSC prati promene u toplotnom
protoku uzoraka cokolada tokom topljenja i kristalizacije a rezultati se izrazavaju kao
protok toplote (W/g) u funkciju temperature (°C).

Na grafiku 35 prikazani su tremogrami dobijeni DSC-om za kontrolne uzorke
ispitivanih vrsta cokolada (mle¢ne i crne sa 44 % 1 75 % kakao-delova), koji su dati kao
ilustrativni primer tipicnith DSC termograma na osnovu kojih se mogu oceniti svojstva
topljenja ispitivanih cokolada. Na svakom od prikazanih termograma (grafik 35: a, b i ¢),
pocetak pika odgovara temperaturi na kojoj odredeni kristalni oblik kakao-maslaca prisutan
u analiziranom uzorku pocinje da se topi; maksimum pika korespondira temperaturi na
kojoj je brzina topljenja najveca; kraj pika oznacava zavrsetak otecnjavanja; sve navedene
informacije odnose se na tip kristala. Visina pika, njegova pozicija i rezolucija zavise od
sastava samog uzorka 1 rasporedenosti kristalnog stanja. Sa grafika se moze videti da se kod
svih prikazanih uzoraka razli¢itih vrsta cokolada toplotni kapacitet postepeno ali dosledno
povecavao do pocetne temperature (T .), a potom progresivno brze rastao do dostizanja
temperature na samom vrhu (T ,), nakon koje je opadao do krajnje temperature (T,,),

ukazujudi na to da je cokolada potpuno otopljena.
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Grafik 35. DSC termogrami za a) mlecnu ¢okoladu, b) crnu cokoladu sa 44 % kakao-delova
1 ¢) crnu ¢okoladu sa 75 % kakao-delova sa katrakterizacijom svojstava topljenja snimljeni
odmah nakon proizvodnje (0-30 dana)

Na ocvrséavanje c¢okolade tokom proizvodnje i kasnije, na svojstva topljenja pri

konzumiranju, uticu, pre svega, procesni parametri. Faza temperiranja, preciznije, trajanje

temperiranja, primenjena sila smicanja, kao 1 finalna temperatura topljenja, odnosno

ponovnog zagrevanja, imaju najizrazeniji uticaj na strukturu finalnog proizvoda. Medutim,

kada se termalna svojstva cokolada ispituju pomocu DSC, veoma vazan faktor koji se

odrazava na dobijene rezultate predstavlja i brzina hladenja primenjena prilikom ispitivanja.

Suvise velike brzine hladenja dovode do formiranja netemperiranog uzorka, koji se pretvara
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u vise polimorfe tokom zagrevanja. Osim toga, Foubert i sar, (2003) navode da rezultati
dobijeni DSC-om pri izotermalnoj kirstalizaciji kakao-maslaca, zbog vizuelnog odredivanja
pocetnih i krajnjih temperatura (T, 1 T,), veoma zavise od operatera koji obavlja ocitavanja,
te da mogu biti uslovlovljeni na¢inom pripreme uzorka. Sa druge strane, osnovna odlika
senzornog kvaliteta cokolada jeste sastav kontinualne masne faze, odnosno kakao-maslaca,
koji u ¢okoladama predstavlja dominantnu mast. Kakao-maslac se najveéim delom sastoji
od simetricnih triglicerida, 1 u zavisnosti od njthovog sastava, moze da kristaliSe u Sest
razlicitth polimorfnih oblika, koji su odgovorni za svojstva topljenja i osecaj u ustima
(Afoakwa i sar, 2008a). Hemijski sastav kakao-masti moze, u izvesnoj meri, varirati, u
zavisnosti od uslova gajenja i starosti kakao-stabla, sa jedne strane, ali i od primenjenog
postupka dobijanja masti iz kakao-zrna 1 njene kasnije rafinacije, sa druge strane. Ova
variranja u hemijskom sastavu kakao-maslaca mogu dovesti do razlika u njegovim fizickim
svojstvima, kao $to je kinetika kristalizacije (Foubert, 2003).

U crnim cokoladama kakao-maslac predstavlja jedinu mast, medutim, kod mle¢nih
cokolada situacija je znatno usloznjena prisustvom jos jedne vazne komponente - mlecne
masti. Kiristalizacija mlecne masti je mnogo kompleksnija nego kod ostalih masti zbog
njenog heterogenog sastava, formiranja mesovitih kristala i pojave polimorfizma. Iako se
odlikuje inhibitornim svojstvima u odnosu na pojavu sivljenja, veoma Sirok interval
topljenja i plasticnost mlecne masti limitira njenu upotrebu u cokoladi zbog smanjenja
brzine kristalizacije kakao-maslaca i omeksavanja cokolade. Mle¢na mast ne utice na
polimorfizam kakao-maslaca, ali je tacka topljenja svakog polimorfnog oblika niza u
mesavinama pomenutih masti zbog slozene strukture lipida mle¢ne masti (Mezzn i Hartel,
1998; Van Aken i sar, 1999). Kako se u proizvodnji konditorskih proizvoda vrlo cesto
koriste razlicite frakcije mle¢ne masti, treba naglasiti da efekatu odlaganja kristalizacije
kakao-maslaca ne doprinose podjednako sve frakcije. Naime, frakcije sa viSom tackom
topljenja koje su po hemijskom sastavu slicnije kakao-maslacu, kao 1 upotreba mleka u
prahu sa dodatom slobodnom mlechom maséu, imaju manji uticaj na odlaganje
kristalizacije kakao-masti, usled ¢ega dolazi do meSovite kristalizacije bez jasno odvojenih
kristalizacionih pikova (A#taie i sar., 2003).

Na osnovu dobijenih dijagrama tokom termalne analize uzoraka ¢okolada u ovom

eksperimentu moze se uociti da crne cokolade (sa 44 % 1 75 % kakao-delova) imaju veoma
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slican profil topljenja, sa endotermnim pikovima na oko 32°C, i bliskim temperaturama
pocetka topljenja (oko 27°C). To znaci da se najveéi deo prisutne masti topi iznad sobne
temperature, zbog cega su ove cokolade pri unosenju u usta ¢vrste, a potom se postepeno
tope. Medutim, za razliku od crnih ¢okolada, kod mle¢nih ¢okolada dobija se drugacija
slika. Naime, pri topljenju mle¢nih ¢okolada uocavaju se dva endotermna pika na oko 24°C
1 32°C, kao 1 niza temperatura pocetka topljenja u odnosu na crne cokolade (oko 21°C).
Navedeno znaci da se jedan deo masti otapa na temperaturi pribliznoj sobnoj, ¢ime se
objasnjava karateristicha meka tekstura mlecne cokolade. Kada odredeni kristalni oblik
pocne da se topi, tokom zagrevanja konstantnom brzinom, potrebno je vise energije da bi
se odrzao stalan rast temperature, usled cega dolazi do pojave pika koji doseze svoj
maksimum na temperaturi na kojoj je brzina topljenja najveca. Medutim, u istom uzorku
mogu¢ je nastanak viSe razli¢itth pikova, $to ukazuje na prisustvo viSe kristalnih oblika
(Beckett, 2002). Ovakvo ponasanje mlecnih cokolada uoceno je i od strane drugih
istrazivaca, pri ¢emu se istice pojava bimodalne raspodele pikova tokom topljenja. Tako
Stapley i sar., (1999) konstatuju da je polimorfizam kod mle¢nih ¢okolada najevidentniji kod
krivih dobijenih prilikom topljenja, gde se mogu uociti dva razlicita tipa topljenja: sa visim i
nizim opsegom. Vise tacke topljenja predstavljaju stabilnije polimorfne oblike koji se
povezuju sa temperiranom cokoladom, dok nize ukazuju na prisustvo nestabilnijih formi
kristala. Medutim, na dijagramima dobijenim pri kristalizaciji, odnosno hladenju mle¢nih
cokolada, teze se mogu uoditi polimorfne forme, bududi da kineticki faktori uticu na vreme
1 temperaturu pri kojima dolazi do kristalizacije. Rezultati do kojih smo dosli za mlecne
cokolade u potpunosti odgovaraju navedenom, buduci da se pri kristalizaciji javlja samo
jedan endotermni pik. Iznosi visih i nizih polimorfa koji se javljaju pri topljenju, ne
odgovaraju uvek proporcijama koje bi se mogle predvideti na osnovu krivih hladenja
(kristalizacije). Izgleda da je samo mala koli¢ina kristalizacije u viSem polimorfu potrebna
kako bi se primetile vece kolic¢ine visih polimorfa tokom topljenja, i da pikovi koji
odgovaraju viSim temperaturama pri topljenju mogu nastati iz sistema kod kojih
kristalizacioni pik moze biti veoma nizak, ¢ak oko 12°C. Navedeno se mozda desava zbog
toga $to visi polimorfni oblik kristaliSe na ovim nizim temperaturama, ili, §to je verovatnije,
zbog toga §to se nizi polimorf formira u pocetku, ali nakon toga prelazi u visi kristalni

oblik, $to je fenomen uocen i u literaturi (Stapley i sar., 1999).
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Radi potpunijeg sagledavanja istrazivanja u ovoj oblasti, naves¢emo da su pojedini autori
(Le Reverend, 2009) pronalazili dva pika 1 pri topljenju 1 pri kristalizaciji pravilno temperiranih crnih
cokolada, $to kod nas nije bio slucaj, jer se sa dobijenih dijagrama vidi izrazita dominacija

jednog pika koji odgovara visim polimorfnim oblicima kakao-maslaca (8 (V)).

Topljenje
Na grafikonima od 36-38 prikazane su krive topljenja tri razli¢ite vrste ¢okolada,
kontrolnih i sa dodatim probioticima, dobijene neposredno posle proizvodnje 1 nakon

skladistenja od 90, tj. 180 dana. Termodinamicki parametri topljenja prikazani su u tabeli 18.

04 I o — _Loa
N\ AT
N sy e
e N e o [
s \ o — e
= i S _ = Sy
0.6 N\ S ———————="}0n

Toplotni protok (W /g)
o
Toplotni pmmL: {\E,’E}

04
L 0.6
I.ML &M 8.C
. 2.MLD 6.MD 10.CD |} .
h 3.MLBE 7.MB 11.CB
Exo Up 4. MLL3 8 ML3 12 CL3

15 20 25 30 35 40 45 37 42 47 52 57
Temperatura ("C)

Grafik 36. DSC krive topljenja uzoraka ¢okolada sa i bez probiotika: mle¢nih (ljubi¢asto),
crnih sa 44 % kakao-delova (zeleno) i crnih sa 75 % kakao-delova (plavo) neposredno
nakon proizvodnje (0-30 dana)
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Grafik 37. DSC krive topljenja uzoraka ¢okolada sa i bez probiotika: mle¢nih (ljubicasto),
crnih sa 44% kakao- delova (zeleno) i crnih sa 75% kakao-delova (plavo)

posle 90 dana skladistenja
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Grafik 38. DSC krive topljenja uzoraka ¢okolada sa i bez probiotika: mle¢nih (ljubicasto),

crnih sa 44 % kakao- delova (zeleno) i crnih sa 75 % kakao-delova (plavo)

posle 180 dana skladistenja
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Imajuéi u vidu da se analizirani uzorci ¢okolada medusobno razlikuju prema
ukupnom sadrzaju masti, sa dobijenih dijagrama se moze ouciti da sadrzaj masti dovodi do
nastanka razlika u kristalnom stanju uzoraka i njihovim svojstvima topljenja, $to se pre
svega moze videti u razlikama u $irini dobijenih pikova. To ukazuje da sadrzaj masti kod
uzoraka ¢okolada tokom proizvodnje uti¢e na nivo tj. kolic¢inu kristala, kao i na raspodelu
velicine kristala kod odgovarajuc¢ih temperiranih finalnih proizvoda. Lonchampt i Hartel
(2006) su takode primetili da koli¢ina i sastav masti tokom proizvodnje cokolade ima
presudan uticaj na veli¢inu kristala, kao i na polimorfizam i brzinu kristalizacije. Harte/
(2001) navodi da raspored velic¢ina kristala u hrani generalno, ima klju¢nu ulogu u kvalitetu
finalnog proizvoda, koji je definisan ukupnim i pojedinacnim karakteristikama komponente
koja kristaliSe. Broj kristala i raspon njihovih veli¢ina, oblika i stabilnosti polimorfnih formi,
kao 1 njihovo slaganje u strukturalnoj mrezi, diktiraju mehanicka i reoloska svojstva.

Iz tabele 18 je evidentno da je sa povecanjem sadrzaja masti doslo je do
konzistentnog povecanja u stepenu kristalicnosti, $to je uticalo na promenu AH_ . Krace
trajanje otapanja u ¢okoladama sa vise masti uoceno 1 pri ocenjivanju senzornog kvaliteta,
moze se pripisati smanjenju meducesticnih interakcija 1 povecanju plasticnog proticanja,
§to je verovatno u vezi sa prinosnim naponom proizvoda (Beckett, 2002; Do i sar., 2007).
Mast, naime, popunjava praznine izmedu cestica u otopljenoj cokoladi 1 smanjuje otpor
proticanju, $to sugeriSe direktnu vezu izmedu sadrzaja masti i AH,__,. To implicira
smanjenje entalpije kod uzoraka sa nizim sadrzajem masti, §to se moze uociti iz tabele 18.

Tokom vremena temperatura pocetka topljenja, temperatura maksimuma i
temperatura kraja topljenja (T ., T, T..) su se menjala za sve uzorke ¢okolada, bilo sa

dodatkom probiotika ili bez njih, $to ukazuje da promene koje su se desile u uzorcima

tokom skladistenja, nisu isklju¢ivo uzrokovane prisustvom BMK.
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Tabela 18. Termodinamicki parametri topljenja razlicitih vrsta ¢okolada sa i bez probiotika
dobijeni obradom DSC krivih tokom skladistenja od 180 dana

Vreme skladistenja (dani)
0-30 90 180
Uzorak Termodinamicki parametri
T, T Tend  AHm T, Tm Tend  AHnm T, Tm Tend  AHn
CO O (O (/o O ¢ O (/g O O O (/g
ML 21.58 31.53 3848 10.72  20.85 31.74 38.37 1233 1894 3199 3790 16.90
+0.21 *0.38 *0.44 =0.12 =£0.27 =£0.32 =£0.39 =£0.88 +0.20 =£0.43 =£0.17 =£0.15

MLD | 21.00 3198 38.04 12.63 20.75 31.88 38.04 1244 21.14 32.09 38.61 14.63
+0.32 *£0.55 #0.20 =£0.38 +0.43 =£0.48 +0.24 =+0.56 +£0.33 *0.37 £0.24 =0.26

MLB 21.16 3157 3853 1332 20.69 3169 38.16 13.20 1871 30.15 37.70 17.95
+0.27 £0.25 *0.22 *043 034 =£0.35 +030 =+0.52 £0.38 *0.27 £030 =0.19

ML L3 | 21.22  31.84 3884 1291 2031 31.59 38.17 13.71 1852 3037 37.73 18.32
+0.4 027 =£035 *0.84 =£0.29 £0.41 =+0.19 £0.26 =*0.41 =£0.17 =%0.27 =£0.31

M 2727 31.73 38.01 1814 2658 31.22 38.64 2198 2620 30.67 38.15 2443
+0.36  *£0.47 +£0.14 +0.78 +0.59 +0.25 £037 +£1.00 +0.12 +0.24 +0.31 =£0.55

MD 2736 31.55 3847 1849 2633 3156 38.64 21.86 26.26 30.67 38.15 21.67
+0.48 +£0.34 038 =£045 =040 =£0.33 027 £0.78 £0.37 020 £0.22 +0.39

MB 27.33 31.18 3839 17.88 26.54 31.05 3847 1945 2629 3095 3821 21.60
+0.55 *0.26 *0.21 =£1.20 %021 =£0.15 040 =£0.47 =021 +0.34 =£043 0.48

M L3 2731 3136 3856 1798 26.19 31.28 38.64 22.65 26.12 30.74 38.10 23.59
+0.24 *047 *042 =£0.89 %045 =£0.51 =025 £0.532 £0.30 =*0.29 =£0.37 =0.88

C 2718 31.29 38.60 24.60 2632 31.19 3844 2834 2631 3090 38.12 27.14
+0.31 *0.23 %027 =£094 =0.19 =*043 =022 +042 =£024 =*0.18 =£022 =0.74

CD 2721 3095 37.62 24.62 2634 3099 3832 2846 26.02 30.60 37.96 31.69
+040 =£0.11 #£0.16 +0.53 *0.13 +0.29 *036 +£0.38 +0.35 +0.31 +045 =£1.15

CB 2722 3191 3821 2421 26.70 3133 3835 21.72 26.05 30.70 38.02 30.83
+0.27 £0.10 #0.33 =£1.05 %028 =£0.12 +0.20 £0.35 +£0.19 +0.23 £020 0.62

CL3 27.31 30.80 38777 2477 2629 31.09 3842 2842 13.09 30.78 38.07 30.49
+0.35 *0.38 048 =£1.30 #0.17 =+040 =038 =£0.50 +£0.21 +0.20 *041 =0.70

Kristalizacija

Krive kristalizacije tri razlicite vrste cokolada, kontrolnih i sa dodatim probioticima,
dobijene neposredno posle proizvodnje i nakon skladistenja od 90, tj. 180 dana prikazane
su na grafikonima od 39 do 41, a termodinamicki parametri kristalizacije u tabeli 19.

Kao $to se moze videti iz tabele 19 pri primenjenim uslovima, odnosno zagrevanju
do 60°C radi topljenja, a potom hladenju do 2°C brzinom od 5°C/min, kristalizacija pocinje
oko 14°C, a maksimum doseze oko 12°C (T,), uz manje vrednosti entalpije kristalizacije
(AH.=10.07 za uzorak MLD 0-30 dana do 17.90 za uzorak CB posle 180 dana skladistenja).

S obzirom da je kristalizacija obavljena pri nekontrolisanim uslovima, odnosno bez
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temperiranja, dobija se netemperirani uzorak, pa su ovako niske vrednosti temparature
kristalizacije prihvatljive i odgovaraju rezultatima i drugih autora (Stapley i sar., 1999). Kako
se moze videti iz dobijenih vrednosti za termodinamickih parametara kistalizacije 1 sa
prikazanih grafika od 39 do 41 vrednosti dobijene za uzorke ¢okolada sa probioticima ne

razlikuju se znacajno od onih utvrdenih kod kontrolnih ¢okolada, niti se izrazitije menjaju

sa vremenom skladistenja.
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Grafik 39. DSC krive kristalizacije uzoraka ¢okolada sa i bez probiotika: mle¢nih (1-4 )crnih
sa 44% kakao- delova (5-6) i crnih sa 75% kakao-delova (9-12) neposredno nakon
proizvodnje (0-30 dana)
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Grafik 40. DSC krive kristalizacije uzoraka ¢okolada sa i bez probiotika:
mlec¢nih (1-4), crnih sa 44 % kakao- delova (5-8) 1 crnih sa 75 % kakao-delova
(9-12) posle 90 dana skladistenja
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Grafik 41. DSC krive kristalizacije uzoraka ¢okolada sa i bez probiotika:
mle¢nih (1-4), crnih sa 44 % kakao- delova (5-8) i crnih sa 75 % kakao-delova
(9-12) posle 180 dana skladistenja
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Tabela 19. Termodinamicki parametri kristalizacije razlicitih vrsta ¢okolada sa i bez
probiotika dobijeni obradom DSC krivih tokom skladistenja od 180 dana

Vreme skladistenja (dani)
0-30 90 180
Uzorak Termodinamicki parametri

T, T. AH. T, T. AH. T, T. AH.

w9 .Y J/g) 49) w9 J/8) .Y O (/g

IML 14.65 12.35 11.89 14.66 12.40 11.68 14.02 11.59 12.02
+0.45 +0.23 +1.20 +0.38 +0.35 +0.78 +0.30 +0.44 +0.95

IMLD 14.58 11.78 10.41 13.30 10.87 10.07 13.92 11.06 11.25
+0.34 +0.36 +1.00 +0.26 +0.28 +0.92 +0.25 +0.31 +0.79

IMLB 14.56 12.85 11.73 14.57 12.80 12.01 13.97 11.50 11.67
+0.29 +0.12 +0.98 +0.17 +0.15 +0.65 +0.22 +0.36 +1.07

IML L3 14.54 12.61 11.47 14.53 12.50 11.67 14.01 11.86 12.14
+0.30 +0.41 +0.79 +0.37 +0.20 +0.54 +0.17 +0.28 +0.86

M 14.49 12.39 12.41 14.46 12.28 12.58 14.23 11.64 12.05
+0.41 +0.33 +0.85 +0.43 +0.32 +0.46 +0.14 +0.37 +0.59

IMD 14.50 12.20 12.56 14.47 11.81 12.61 14.18 10.81 14.00
+0.36 +0.24 +0.69 +0.40 +0.40 +0.89 +0.35 +0.42 +0.04

IMB 14.49 13.08 12.88 14.48 13.00 12.95 14.60 12.02 12.47
+0.19 +0.20 +0.57 +0.20 +0.34 +0.94 +0.40 +0.20 +0.55

M L3 14.48 11.72 12.21 14.42 11.46 12.22 14.18 12.56 12.76
+0.22 +0.19 +0.49 +0.25 +0.30 +0.75 +0.34 +0.39 +0.98

C 14.45 12.99 15.99 14.48 12.83 16.41 14.26 12.62 17.04
+0.25 +0.36 +0.67 +0.38 +0.25 +1.05 +0.25 +0.21 +1.00

CD 14.39 12.65 14.39 14.38 12.46 15.67 14.10 12.41 15.87
+0.39 +0.28 +0.83 +0.41 +0.32 +0.98 +0.27 +0.28 +0.72

CB 14.40 12.01 15.29 14.38 11.78 15.37 14.28 12.62 17.90
+0.45 +0.21 +1.05 +0.27 +0.27 +1.15 +0.33 +0.30 +0.68

CL3 14.42 12.34 15.53 14.40 12.17 15.77 14.27 11.48 16.56
+0.27 +0.19 +1.14 +0.22 +0.25 +1.00 +0.32 +0.29 +0.65

Povecanje vrednosti entalpije (i topljenja i kristalizacije) sa odmicanjem vremena
skladiStenja se moglo ocekivati jer dolazi do ocvr§¢avanja veceg dela masti u uzorcima
tokom stajanja (Stapley 7 sar, 1999). Pojedini autori (Afoakwa, 2070) povecanje entalpije
topljenja pripisuju relativnoj cvrstini rekristalisane mreze masti koja se formira tokom
sivljenja proizvoda. Ipak, navedene promene nisu takvog intenziteta koji bi ukazivao na
eventualnu pojavu sivljenja, $to je potvrdeno, kako vrednostima T, (tabela 18) tako i
ostalim analizama ispitivanih cokolada (boja, senzorika). Osim toga, entalpije topljenja
tipicne za pojavu sivljenja tokom skladistenja navedene u literaturi (Afoakwa, 2010) imale su
znatno vise vrednosti od onih dobijenih u ovom eksperimentu. Sa druge strane, izgleda da
dodatak probiotskih bakterija nema znacajnijeg uticaja na vrednosti entalpije topljenja i
kristalizacije (AH,,, AH,), a svakako ne dovodi do njihovog poveéanja u odnosu na
kontrolne uzorke bez probiotika. Slicno se uocava i na osnovu dobijenih vrednosti ostalih

termodinamickih parametara topljenja i kristalizacije (T, T,,, T, T..;), zbog ¢ega se namece
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zakljuc¢ak da dodatak probiotika nema znacajnijeg uticaja na termalna svojstva razlicitih
vrsta cokolada, ve¢ da uocene razlike poticu od sastava mlecnih i crnih (sa 44 % 1 75 %

kakao-delova) ¢okolada, pre svega, njthovog sadrzaja masti.

5.5. REZULTATI ODREDIVANJA SADRZAJA
POLIFENOLNIH JEDINJENJA

U cilju utvrdivanja izrazenih funkcionalnih svojstava ¢okolada koja ne poticu samo
od probiotskih mikroorganizama, ve¢ i od prisutnih polifenolnih jedinjenja, obavljeno je
odredivanja sadrzaja ukupnih polifenola i pojedinih grupa polifenola, preciznije ukupnih
flavonoida, flavan-3-ola i proantocijanidina, u analiziranim cokoladama odmah nakon
proizvodnje (0-30 dana), i nakon skladistenja od 90, odnosno 180 dana. Dobijeni rezultati
su prikazani u tabelama od 20-22. Radi utvrdivanja eventualnog dejstva dodatih probiotskih
bakterija na sadrzaj polifenolnih jedinjenja u razlic¢itim vrstama cokolada ispitivane su 1
cokolade bez probiotika koje su sluzile kao kontrolne.

Sadrzaj ukupnih fenola odreden je po Folin—Ciocalteu-ovoj metodi 1 izrazen kao
miligrami ekvivalenata galne kiseline po gramu odmascéenog uzorka cokolade. Tokom
celokupnog perioda ispitivanja najmanji sadrzaj ukupnih fenola utvrden je kod uzoraka
mle¢ne cokolade bez probiotika (ML) i iznosio je 1.25 mg GAE/g odmaséenog uzorka
cokolade nepostedno posle proizvodnje (0-30dana), 1.28 mg GAE/g posle 90 dana,
odnosno 1.34 mg GAE/g nakon 180 dana skladistenja (tabele 19-21). Najvedi sadrzaj
ukupnih fenola imao je uzorak crne cokolade sa 75 % kakao-delova i inkorporiranom
kulturom B. /Jactis HNO19 (CB), i to u prvom periodu ispitivanja 9.16 mg GAE/g
odmaséenog uzorka cokolade, zatim 8.36 mg GAE/g posle 90 dana i 8.46 mg GAE/g
nakon isteka 180 dana od proizvodnje. Sadrzaj ukupnih flavonoida u najmanjem iznosu
takode je utvrden kod uzorka ML i tokom skladistenja je ostao gotovo nepromenjen (0.75-
0.74 mg GAE/g odmascéenog uzorka ¢okolade). Uzorak CB imao je najviSe ukupnih
flavonoida u periodu od 0-30 dana (7.83 mg GAE/g)(tabela 20) i 90 dana (7.28 mg
GAE/g) (tabela 21), dok je u poslednjem petiodu ispitivanja najveéu udeo ukupnih
flavonoida naden kod uzorka ML3 (7.21 mg GAE/g odmascenog uzorka cokolade) (tabela

22). Generalno se smatra da sadrzaj i ukupnih fenola i ukupnih flavonoida zavisi od
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procenta prisutnih (nemasnih) kakao-delova u cokoladi (Cogper i sar, 2008b). Prema tome,
cokolade sa manje kakao-delova bi trebalo da imaju manji sadrzaj prisutnih fenola i
flavonoida, $to je u nasem istrazivanju potvrdeno, imajuci u vidu da su u tom pogledu
prednjacile crne ¢okolade sa 75 % kakao-delova, prac¢ene crnim cokoladama sa 44 % kakao-
delova, dok su na zacelju bile mlecne cokolade. Manje kolicine ukupnih fenola i flavonoida
utvrdene kod mlecnih ¢okolada u odnosu na crne nesumljivo su rezultat manjeg procenta
kakao-delova u njihovom sastavu (27 %), ali takode mogu biti posledica i veoma
kompleksnog sastava ove vrste ¢okolada u kojima je moguée nastajanje snaznih interakcija

izmedu katehina i mle¢nih proteina, $to se odrazava na precizno utvrdivanje katehina (Abbe

Malyki i Amin, 2008, Belstak i sar., 2009a).

Tabela 20. Sadrzaj ukupnih polifenola i pojedinih grupa polifenola u uzorcima razlicitih
vrsta cokolada sa i bez probiotika neposredno posle proizvodnje (0-30 dana)

Ukupni fenoli Ukupni flavonoidi Flavan-3-oli Proantocijanidini
Usorak (mg GAE/g (mg GAE/g (mg katchina/g odmaséenog (mg cijanidin
odmaséenog odmaséenog uzorka ¢okolade) hlotida/g odmaséenog
uzorka ¢okolade)  uzorka ¢okolade) Vanilin »-DAC uzorka ¢okolade)
ML 125+ 0.052 0.75 £ 0.02 a 0.23 £0.0.01 a 0.16 £0.01a 0.11 £0.00 a
MLD 2.01£0.01a 1.40 £ 0.06 b 0.45 £ 0.01 abc 0.12 £0.00 a 0.10 £0.01a
MLB 1.35+0.07 a 1.12 £ 0.04 ab 0.22 £0.00 a 0.14 £0.00 a 0.13 £0.01a
MLL3 1.74 £ 0.04 a 1.00 £+ 0.203 ab 029 +0.10a 0.16 +0.00 a 0.10 +£0.00 a
M 8.15 £ 00.14 5.90 £ 0.04 gh 2.89 £0.101 1.20 £0.05h 1.22 £+ 0.05 hi
MD 493 £0.18b 3.60 £ 0.12 ¢ 2.11 £0.07 def 0.83 £0.03b 0.96 £ 0.04 cde
MB 6.86 = 0.07 ef 5.04 £ 0.11 de 2.56 % 0.10 hij 1.06 £ 0.03 efg 1.15 £ 0.05 gh
ML3 6.89 + 0.26 ef 500+ 0.11gh @ 213 £0.06efg  1.05 * 0.06 efg 1.09 £0.04 fg
C 6.95 % 0.36 ef 590*£025gh 234 £0.07 fgh  0.98 % 0.08 def 0.70 £0.02b
CD 8.22£0.22 7.46 £ 0.23 ki 3.36 £ 0.06 mn 1.89 £0.101i 0.90 £ 0.03 cde
CB 9.16 £ 0.14 k 7.83 £0.401 321 £0.05m 1.01 % 0.03 def 1.27 +0.041
CL3 8.02 + 0.30jj 7.18 £ 0.31 jk 2.89 +00.141 1.13 £0.01 gh 0.92 + 0.00 cde

“Vrednosti po koloni pokazuju razlike u sadrzaju ispitivanog parametra u razli¢itim vrstama ¢okolada sa i bez
dodatih probiotika;
“Vrednosti sa istovetnim slovima po koloni ne razlikuju se statisticki znacajno na nivou p<0.05.

Sa analitickog stanovista, treba istaéi da sadrzaj polifenola u cokoladama pre svega
zavisi od efikasnosti njihove ekstrakcije koja je uslovljena faktorima poput vrste i stepena
zrelosti kakao-zrna koriSéenih za dobijanje c¢okolade, kao i upotrebljenog ekstrakcionog
sredstva, odnosno metode ekstrakcije (Arlorio i sar, 2008; Zari¢ i sar., 2011). Zbog toga je, i
pored brojnih podataka objavljenih na ovu temu, tesko obaviti poredenja sa rezultatima

drugih autora, pogotovo ako se ima u vidu da su nacini njthovog prezentovanja u naucnoj
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literaturi veoma heterogeni. Bez obzira na sve navedeno, rezultati do kojih smo dosli su u
saglasnosti sa rezultatima dobijenim primenom iste metodologije (Belftak i sar, 2009a), i
svakako ne odstupaju od trenda utvrdenog od strane drugih istrazivaca (17nson i sar., 1999).

U cilju odredivanja osnovnih klasa polifenolnih jedinjenja prisutnih u analiziranim

uzorcima cokolada primenjene su 3 spektrofotometrijske metode.

Tabela 21. Sadrzaj ukupnih polifenola i pojedinih grupa polifenola u uzorcima razlicitih
vrsta cokolada sa i bez probiotika posle 90 dana skladistenja

Flavan-3-oli Proantocijanidini
Ukupni fenoli  Ukupni flavonoidi (mg katehina/g odmascenog (mg cijanidin
Uzorak (mg GAE/ (mg GAE/ uzorka ¢okolade) hlorida/
g odmaséenog g odmaséenog Vanilin p-DAC g odmascenog
uzorka cokolade) uzorka ¢okolade) uzorka ¢okolade)
ML 1.28 £ 0.06 ij 0.74 £ 0.02 a 0.29£0.01a 0.15%0.00 a 0.11£0.00 a
MLD 1.8210.07a 1.02 £ 0.02 ab 0.54 £ 0.01 be 0.13 £ 0.00 a 0.10 £ 0.00 a
MLB 1.39 £ 0.06 a 1.11 £ 0.05 ab 0.31 £ 0.02 ab 015+ 0.01a 0.13 £0.00 a
MLL3 1.57 £ 0.06 a 0.83 £ 0.02 ab 0.30 £ 0.01 ab 016+ 0.01a 0.09 £0.00 a
M 826+ 0.42] 5.81 £ 0.19 gh 268 £ 0.11jkl  0.93 £ 0.01 bed 1.24 £ 0.06 hi
MD 543 +0.14 be 3.87+0.18¢ 1.88 £ 0.01d 0.89 £ 0.01 be 0.89 £ 0.06 cd
MB 648%£023de 558 £020efg 239%0.05h 0.96 £0.02cde  0.98 £ 0.02 def
ML3 7131+ 030efg  6.79 £0.33 288 £0.10kl  1.02 + 0.01 defg 1.01 £ 0.02 ef
C 6.56£0.26def 5141+020def  2.64+0.09ik = 0.91 % 0.05 bed 0.74 £0.04 b
CD 8.11£0.12 7.25 £ 0.50 jkl 3.63£0.050 0.93 £0.04 bed = 0.95 £ 0.04 cde
CB 8.36 £ 0.11 7.28 £ 0.29 jkl 357+£0.05n0 1.02£0.07defg  1.25 £ 0.005 hi
CL3 8.01 £0.58j 0.76 £ 0.29 jj 2.36 £ 0.03 gh 1.06 £ 0.04 efg  0.98 £ 0.04 def

“Vrednosti po koloni pokazuju razlike u sadrzaju ispitivanog parametra u razlicitim vrstama ¢okolada sa 1 bez
dodatih probiotika;

“Vrednosti sa istovetnim slovima po koloni ne razlikuju se statisticki znac¢ajno na nivou p<0.05.

Sadrzaj flavan-3-ola u ispitivanim uzorcima cokolada odreden je na osnovu reakcije
sa vanilinom i sa p-dimetilamino-cinamaldehidom (p-DAC) i izrazen kao miligram katehina
po gramu odmaséenog uzorka cokolada, odmah nakon proizvodnje (0-30 dana), i nakon
90, odnosno 180 dana skladiStenja, a rezultati su prikazani u tabelama 20-22. Vanilinski
indeks/test predstavlja reakciju izmedu vanilina i bo¢nih hidroksilnih grupa na C-6 i C-8
pozicijama u molekulima flavan-3-ola. Tokom ove reakcije samo krajnje jedinice flavan-3-
ola u molekulu polimera reaguju sa vanilinom, pri ¢emu u prisustvu hlorovodonicne

kiseline nastaje crveno obojenje, $to je u skladu sa oksidativnom razgradnjom

proantocijanidina 1 oslobadanjem antocijanidina (Porter, 7 sar., 1986).
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Tabela 22. Sadrzaj ukupnih polifenola i pojedinih grupa polifenola u uzorcima razlicitih
vrsta cokolada sa 1 bez probiotika posle180 dana skladistenja

Ukupni fenoli  Ukupni flavonoidi Flavan-3-oli Proantocijanidini
Uzorak (mg GAE/ (mg GAE/ (mg katehina/g odmaséenog (mg cijanidin
g odmaséenog g odmaséenog uzorka cokolade) hlorida/
uzorka ¢okolade) uzorka cokolade) Vanilin 7 DAC g odmvaé(:enog
uzorka ¢okolade)
ML 1.34 + 0.08 ij 0.74 £ 0.03 a 0.31 £ 0.01 ab 0.16£0.01a 012+ 0.01a
MLD 1.83£0.09a 1.04 £ 0.07 ab 0.62 £ 0.05¢ 0.16 £ 0.00 a 0.10 £ 0.00 a
MLB 149 £0.052a 0.98 = 0.04 ab 0.36 = 0.03 ab 0.16 £ 0.00 a 015+ 0.01a
MLL3 1.51 £ 0.00 a 0.93 = 0.03 ab 0.32 £+ 0.00 ab 0.19£0.01a 0.15%+0.01a
M 8.20 £0.32] 5.76 £ 0.09 fg 2.86 £0.04 ki 0.92 £ 0.04 bed 1.27 £ 0.09 i
MD 5.50 + 0.11 be 4.63 £0.12d 1.99 £ 0.03 de 0.92 £ 0.03bcd = 0.93 £ 0.00 cde
MB 715+ 014 efgh 552%017efg  234£013fgh 091 £0.04bcd  1.00 £ 0.05 def
ML3 7.81 £0.54 ghij 7.21 £0.21 jkl 2.85+0.20 kl 0.96 £ 0.04 cde 1.18 £ 0.06 ghi
C 6.04 £0.23 ghij 541+020efg 2702 0.08 kI = 0.98 £ 0.01 cdef 0.86 £0.03 ¢
CD 7.32 £ 0.46 fghi  6.85 £ 0.14 jjk 3.53+0.15no 1.09 £ 0.03 fgh 1.01 £ 0.05 ef
CB 846+ 0.22jkkk  6.70 £ 0.22jj 3.51 £ 0.11 no 1.05 £ 0.06 efg 1.22 + 0.04 hi
CL3 7.92 £ 0.21 hij 6.44 £ 0.20 hi 2.40 £ 0.10 hi 0.97 £0.03 cde 1.20 £ 0.01 ghi

“Vrednosti po koloni pokazuju razlike u sadrzaju ispitivanog parametra u razlicitim vrstama ¢okolada sa i bez
dodatih probiotika;
“Vrednosti sa istovetnim slovima po koloni ne razlikuju se statisticki znac¢ajno na nivou p<0.05.

Sadrzaj flavan-3-ola utvrden vanilinskim testom kod uzoraka mle¢nih cokolada
iznosio je od 0.22 do 0.45 mg katehina/g odmascenog uzorka cokolade u prvom periodu
ispitivanja (tabela 20), odnosno od 0.29 do 0.54 mg katehina/g posle 90 dana (tabela 21), da
bi u poslednjem vremenu ispitivanja bio u podruéju od 0.31 do 0.62 mg katehina/g
odmascenog uzorka cokolade (tabela 22), a navedene vrednosti predstavljale su najmanji
sadrzaj flavan-3-ola tokom celokupnog eskperimenta. Kada su u pitanju pojedinacni uzorci
mlecnih ¢okolada najmanji sadrzaj su imale kontrolne mlecne cokolade (uzorak ML — u
drugom i tre¢em periodu ispitivanja), odnosno one sa inkorporiranom kulturom B. Jactis
HNO019 (MLB — u prvom periodu ispitivanja), a najveci sadrzaj je utvrden kod uzorka sa
inkorporiranom kulturom L. acidgphilus NCFM® (MLD) tokom sva tri perioda ispitivanja.
Sledece po sadrzaju flavan-3-ola utvrdenih vanilin testom bile su crne cokolade sa 44 %
kakao-delova sa 2.11-2.89 mg katehina/g odmascéenog uzorka cokolade (0-30 dana) (tabela
20), 1.88-2.88 mg katehina/g za period nakon 90 dana (tabela 21) i 1.99-2.86 mg katehina/g
posle 180 dana (tabela 22), pri ¢emu je minimalan sadrzaj ustanovljen kod uzorka MD u sva
tri perioda skladistenja. Crne ¢okolade sa 75 % kakao-delova su ocekivano imale najvisi

sadrzaj flavan-3-ola i to 2.34-3.36 mg katehina/g odmaséenog uzorka ¢okolade odmah
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nakon proizvodnje (tabele 19), 2.36-3.63 mg katehina/g posle 90 dana (tabela 21) i 2.40-
3.53 mg katehina/g 180. dana (tabela 22), a uzorak CD se isticao najve¢om koli¢inom ne
samo u grupi crnih, ve¢ svih analiziranih uzoraka cokolada.

Slican trend uocava se i u pogledu sadrzaja flavan-3-ola odredenih pomocu p-DAC
reagensa. Drugim re¢ima, najviSe navedenih komponenata je zastuplijeno kod crnih
cokolada, i to onih sa 75 % kakao-delova (min. uzorak C 90. dan: 0.91; max. uzorak CD 0-
30 dana: 1.89 mg katehina/g odmaséenog uzorka ¢okolade) (tabele 20 i 19), pracenih onim
sa 44 % kakao-delova (min. uzorak MD 0-30 dana: 0.83; max. uzorak M 0-30 dana: 1.20 mg
katehina/g) (tabela 20), dok ih je, i u ovom slu¢aju, najmanje kod mle¢nih ¢okolada (min.
uzorak MLD 0-30 dana: 0.12; max. uzorak MLL3 180. dan. 0.19 mg katchina/g
odmaséenog uzorka cokolade) (tabele 19 i 21). Dakle, kao 1 u slucaju vanilin testa,
primeceno je opadanje sadrzaja flavan-3-ola utvrdenog p-DAC reagensom, uporedo sa
smanjenjem sadrzaja kakao-delova u analiziranim uzorcima ¢okolada. Medutim, ono §to je
odmah evidentno jeste da je broj¢ano sadrzaj flavan-3-ola dobijen primenom p-DAC-a
daleko manji u odnosu na vrednosti vanilinskog testa kod istih uzoraka ¢okolada. Naime,
vanilinski indeks/test je specifican u uskom opsegu flavan-3-ola (monomera i polimera)
ukljuc¢ujuéi i monomere katehina. Dodatno, ovaj test je osetljiv na upotrebu razlicitih
rastvaraca, trajanje reakcije, temperaturu i upotrebljene koncentracije vanilina (Dalzel/ i
Kerven, 1998; Sun i sar., 1998). Upravo iz tih razloga kao alternativa vanilinskom testu ispitan
je sadrzaj flavan-3-ola koris¢enjem p-dimetilamino-cinamaldehida (p-DAC). Na rezultate
vanilinskog testa mogu uticati sporedne reakcije zbog njihovog dejstva na razvijanje boje,
koja se uobic¢ajeno odreduje apsorbancijom svetla na 550 nm. Pored toga, p-DAC reagens,
kao 1 vanilin, reaguje sa pojedinim komponentama koje sadrze meta-orijentisane benzenove
prstene sa dve ili tri hidroksilne grupe. Jedino flavan-3-oli sa slobodnim hidroksilnim
grupama u zefa polozaju u A prstenu i jednostrukom vezom izmedu pozicija 2 i 3 mogu da
reaguju sa vanilinom. Navedeni strukturalni zahtevi su primenljivi i na reaktivnost sa p-
dimetilamino-cinamaldehidom. Medutim, p-DAC reagens je u stanju da reaguje samo sa
hidroksilnom grupom u polozaju C-6 u benzenovom prstenu. Usled ovih razlika u strukturi
sadrzaj flavan-3-ola u ekstraktima ispitivanih uzoraka ¢okolada utvrden pomocu p-DAC
reagensa je znatno nizi od onog dobijenog vanilin testom (tabele 19-21). Nadalje, moze se

primetiti da su, za razliku od vanilinskog testa, vrednosti dobijene p-DAC-om ujednacenije
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izmedu vrsta cokolada, kao 1 u okviru iste vrste sa dodatim razlicitim probioticima, tako da
su kod nekoliko uzoraka uocene identicne vrednosti sadrzaja flavan-3-ola (npr. uzorci ML3
i CB 90. dana: 1.02 mg katehina/g - tabela 21; uzorci M i MD 180. dan: 0.92 mg
katehina/g, te uzorci ML, MLD i MLB 180. dana: 0.16 mg katehina/g odmaséenog uzorka
cokolade - tabela 22).

Procijanidini - posebna klasa proantocijanidina, su oligomeri ili polimeri koji se
sastoje iskljucivo od monomera — epikatehina i1 katehina. Procijanidini predstavljaju
osnovne flavonoide kakao-zrna, koja sadrze vise ovih komponenata nego borovnice ili
brusnice, racunanto na suvu materiju (Gu 7 sar., 2003; Gu i sar., 2006). Procijanidini najéesée
imaju jednostruke ugljenik-ugljenik veze izmedu monomernih podjedinica (tip B). Oni sa
dvostrukim vezama postoje i kao tip A. Molekulska tezina i velicina ologomernih
procijanidina izrazava se kao stepen polimerizacije, a oni mogu biti dimeri, trimert,
tetrameri, itd. (Robbins i sar, 2009). Dobro je poznato da procijanidini kakaa i ¢okolade
pokazuju visi antioksidativni potencijal od veéine monomernih polifenolnih komponenata
(Counet i Collin, 2003). Posto su interflavanoidne veze osetljive na dejstvo kiselina, analiticki
se odreduju kiselinskom hidrolizom u prisustvu alkohola (hlorovodonic¢na kiselina-butanol),
pri ¢emu je crveno obojeni cijanidin jedini produkt njihove hidrolize (Wollgast i Anklam,
2000a). Nastalo obojenje proporcionalno je broju mesta rascepa medu flavanolnim
jedinicama koje ¢ine polimere (Porter i sar, 1986). Kod mlecnih cokolada sadrzaj
proantocijanidina je bio prilicno ujednacen tokom Ccitavog eksperimenta i iznosio je u
intervalu od 0.10-0.15 mg cijanidin hlorida/g odmaséenog uzorka cokolade, sa izuzetkom
uzorka ML L3 koji je posle 90 dana skladistenja imao 0.09 mg cijanidin hlorida/g, $to
ujedno predstavlja i najmanji sadrzaj ove grupe polifenola utvrden kod svih ispitivanih
uzoraka (tabela 21). Zapaza se da je najvisa vrednost procijanidina od 1.27 mg cijanidin
hlorida/g odmascenog uzorka ¢okolade detektovana kod uzorka crne cokolade sa 75 %
kakao-delova (CB) odmah nakon proizvodnje (tabela 20), ali 1 kod uzorka crne ¢okolade sa

44 % kakao-delova (M) na samom kraju ispitivanja (tabela 22).
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5. 6. REZULTATI ODREDIVANJA
ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI

Odavno je poznato da cokolada i kakao-proizvodi sadrze visok nivo polifenolnih
jedinjenja sa znacajnom antioksidativnhom aktivnoscu. Nedavna istrazivanja ukazuju na
povezanost navedenih svojstava sa kratkoro¢nim i dugoro¢nim benefitima po zdravlje ljudi,
ukljucujudi i smanjenje oksidacije LDL holesterola i agregacije trombocita, povecanje
arterijskog protoka krvi i snizavanje krvnog pritiska (Hooper i sar., 2008; Stahl i sar., 2009),
$to je uticalo na povecan naucni iteres za utvrdivanje antioksidativnog kapaciteta ovih, ali i
drugih proizvoda biljnog porekla. Medutim, kako u kompleksnim bioloskim sistemima
moze postojati nekoliko izvora antioksidanasa i mnogo izvora slobodnih radikala 1
kiseonika, a uobicajeno se desavaju mnogobrojne reakcije sa razlicitim karakteristikama i
mehanizmima, nijednim pojedinac¢nim testom se ne mogu obuhvatiti svi izvori radikala ili
svi antioksidansi, zbog ¢ega ne postoji jedinstven metod kojim se antioksidativni kapacitet
moze kvantitativno i precizno izmeriti (Prior i sar., 2005). Usled nedostatka standardizovane
metode za utvrdivanje antioksidativnog kapaciteta odredene vrste hrane preporucljiivo je
koris¢enje vise metoda (Belstak i sar, 2009a). Imajuéi u vidu da razlicite metode za
odredivanje antioksidativnosti daju drugaciji redosled rangiranja antioksidativnog kapaciteta
usled nejednakih eksperimentalnih uslova (Cervellati i sar., 2008), u ovom eksperimentu smo
se odlucili za upotrebu tri metode kako bismo dobili §to realniju procenu antioksidativne
aktivnosti ispitivanih uzoraka cokolada sa i bez probiotika.

Pored navedenog, u cilju potpunijeg sagledavanja ukupnog AO kapaciteta obavljeno
je utvrdivanje oksidativne stabilnosti masti ekstrahovanih iz analiziranih uzoraka ¢okolada

sa probioticima, kao i kontrolnih ¢okolada, metodom diferencijalne skenirajuce kalorimetrije.

5.6.1. Rezultati odredivanja antioksidativne aktivnosti
primenom FRAP i ABTS metoda

Antioksidans moze biti definisan kao supstanca koja u malim koncentracijama
znacajno odlaze ili inhibira oksidaciju nekog supstrata. Antioksidansi se mogu podeliti u

dve grupe: primarne, koji prekidaju lancane rakcije (reaguju sa radikalima i sprecavaju
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nastanak ili dalje odvijanje ovih reakcija) 1 sekundarne (koji usporavaju brzinu oksidacije)
(Apak i sar., 2007).

Metode za odredivanje antioksidativnog kapaciteta se klasifikuju kao testovi
zasnovani na transferu atoma vodonika i oni bazirani na transferu elektorna (Hwuang i sar.,
2005). U ovom radu primenjeno je nekoliko elektron-transfer testova (Folin-Ciocalteu,
FRAP 1 ABTS) zasnovanih na merenju kapaciteta antioksidansa da redukuje oksidirajuéi
agens, koji prilikom redukcije menja boju. Stepen promene boje (bilo povecanje ili
smanjenje apsorbance na odredenoj talasnoj duzini) je u korelaciji sa koncentracijom
antioksidansa u wuzorku. Svaka od ovih metoda podrazumeva upotrebu drugacijeg
hromogenog redoks reagensa sa razlicitim standardnim potencijalima (Apak 7 sar., 2007).

Benzide i Strain (1996) su definisali FRAP metodu kao “fero redukujucu/antioksidativiu
mo¢”, koja meri potencijal odredenog antioksidansa da redukuje feri tripiridiltiazin (Fe’" -
TPTZ) kompleks i formira obojeni fero tripiridiltiazin (Fe** - TPTZ).

Sli¢no Folin—Ciocalteu-ovoj metodi za odredivanje ukupnih fenola, i FRAP metoda
spada u testove koji se baziraju na transferu elektrona (Huang i sar, 2005), kao 1 na
pretpostavei da redukujuéi  kapacitet uzorka predstavlja direktnu meru njegovog
antioksidativnog kapaciteta.

Kao $to se iz dobijenih rezultata moze videti (tabela 23) antioksidativni kapacitet
odreden FRAP metodom i izrazen kao pmol Fe(IT)/g odmaséenog uzorka ¢okolade je kod
obe vrste crnih cokolada bio je u podruc¢ju od 25.37 (za uzorak C posle 90 dana
skladistenja), do 48.81 kod uzorka CD posle 180 dana skladistenja), odnosno od 27.51 (za
uzorak M odmah nakon proizvodnje), do 44.35 pumol Fe(Il)/g odmaséenog uzorka
cokolade (kod uzorka MD nakon 180 dana od pocetka ispitivanja).

Nasuprot crnim c¢okoladama, mlec¢ne su ispoljile znatno manji antioksidativni
kapacitet sa minimalnom vredno$c¢u utvrdenom kod uzorka ML L3 od 3.14 tokom prvih
mesec dana, i maksimalnom od 5.58 pmol Fe(Il)/g odmaséenog uzorka cokolade

odredenom kod uzorka MLB na kraju ispitivanja.
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Tabela 23. Antioksidativni kapacitet uzoraka cokolada sa i bez probiotika odreden
FRAP i ABTS metodama tokom skladistenja od 180 dana

Vreme skladistenja (dani)

0-30 90 180
Uszorak FRAP ABTS FRAP ABTS FRAP ABTS
[wmol Fe(Il)/ [umol Trolox/ [umol Fe(1I)/ [wmol Trolox/ [umol Fe(II)/ [umol Trolox/
godmaséenog  godmaséenog  godmaséenog — godmaséenog g odmaséenog g odmascéenog

uzorka ¢okolade] uzorka cokolade] uzotrka cokolade] uzorka cokolade] uzorka cokolade] uzorka cokolade]
ML 3451+ 0.26a 6.05+0.22a 434+ 0.15a 596+ 0.23a 546 £0.24 a 525+ 0.24a
MLD 4.08 +0.18 a 3.09+0.03a 4971+ 0.14 a 410+ 0.01a 538£0.332a 375+ 1.18a
MLB 486+ 0.16a 5.06 £ 0.09 a 544£0.22a 5.521£0.07 a 558 £0.29 a 569%0.11a
MLL3 = 3.14%0.11a 448 +£020a 3.17£0.05a 4421013 3.45%+0.09a 453+ 0.37a

M 27.51 £2.10 bc 34.09 £ 1.17 efgh 27.67 £ 0.43bc  36.46 £ 0.92 ghi 27.92 £ 0.94 bc 35.47 £ 1.39 fghi
MD | 38.81 £1.58def 26.16£0.30b 42.44 £ 1.40 fghij 28.48 £ 1.15 bcd  44.35 + 2.51 hij 34.22 £ 1.20 efgh
MB 3093 £1.06c 3296* 1.42efg 3563 +1.58d 36.61 £1.76 ghi 40.94 + 129 efgh 37.71 + 1.32 hij
ML3 |41.18% 1.06 efghi 37.89 = 2.73 hij 40.27 £ 1.83 efgh 43.24 £3.01k 39.81 £0.78 defg‘ 41.47 £ 1.31 jk

C 2875+ 0.72bc 2541 £ 1.11b 2537+ 151b 2751 £0.67bc 27.59 £ 1.05bc 31.95 £ 0.71 def
CD  |41.16% 0.63 efghi 35.81 £ 2.26 fghi 46.10 = 3.47 jk  37.84 £ 2.10 hij  48.81 + 2.17k 39.14 £ 2.41 ijk
CB 30.01 £1.13¢  30.58 £1.83 cde 29.04 * 0.61 bc 35.82 £ 0.32 fghi 36.95% 1.04de  33.22 £ 1.05 efg
CL3 | 38351043 def 38.63%+1.74ij 43.13 £0.74ghij 3895+ 1.76ijk 4525 £ 2.75ijk  38.19 £ 1.55 hijj

“Vrednosti po koloni pokazuju razlike u sadrzaju ispitivanog parametra u razlic¢itim vrstama cokolada sa i bez
dodatih probiotika;
“Vrednosti sa istovetnim slovima po koloni ne razlikuju se statisticki zna¢ajno na nivou p<0.05.

Opadajuc¢i redosled antioksidativhog kapaciteta ekstrakata cokolada odredenog
FRAP metodom prati sadrzja ukupnih fenola odredenih primenom Folin—Ciocalteu testa:
crne ¢okolade sa 75 % kakao-delova > crne cokolade sa 44 % kakao-delova > mlecne
cokolade. Ovakvi rezultati su takode potvrdeni visokim koeficijentom korelacije dobijenim
za dve pomenute metode (r = 0.921, tabela 26). Rezultati oba testa ukazuju da crne
cokolade sa 75 % kakao-delova poseduju najveéi redukujuci kapacitet. U tabeli 22 (1 na
grafiku 42) takode su prikazani i rezultati ABTS testa metanolnih ekstrakata analiziranih
uzoraka cokolada iztrazeni kao umol Trolox/g odmaséenog uzorka c¢okolade. Osim
jednostavnosti, reproduktivnosti i raznolikosti, osnovna prednost ove metode je moguénost
odredivanja 1 hidrofilnih i lipofilnih antioksidanasa, posto je reagens rastvorljiv kako u
vodenim, tako 1 u rastvorima organskih rastvaraca, za razliku od Folin-ove i FRAP metode

kojima se odreduju samo hidrofilni antioksidansi (Prior i sar., 2005; Apak i sar., 2007).
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Grafik 42. Antioksidativni kapacitet uzoraka ¢okolada sa i bez probiotika odreden FRAP i
ABTS metodama tokom skladistenja od 180 dana
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Sli¢no rezultatima dobijenim primenom FRAP metode, mle¢ne ¢okolade su ispoljile
najmanju eftkasnost u “gasenju” ABTS radikala (min. uzorak MLD 3.09, max. uzorak ML
6.05 umol Trolox/g odmaséenog uzorka ¢okolade u prvom vremenu ispitivanja, dok su u
ostalim periodima vrednosti bile izmedu navedenih). Crne ¢okolade su imale znatno vece
vrednosti antioksidativnog kapaciteta odredenog ABTS metodom u odnosu na mlecne, ali
su medu njima razlike bile manje uocljive. Tako, minimalne detektovane vrednosti kod obe
vrste crnih ¢okolada bile su u prvom periodu ispitivanja i iznosile su 25.41 kod uzorka C
(75 % kakao-delova), tj. 26.16 umol Trolox/g odmaséenog uzorka cokolade kod uzorka
MD (44 % kakao-delova). Zanimljivo je da je najvecu AO aktivnost od 43.24 pmol
Trolox/g odmascenog uzorka ¢okolade pokazao uzorak crnih ¢okolada sa 44 % kakao-
delova ML3 posle 90 dana skladistenja, sto je bilo vise i od najvise vrednosti utvrdene kod
crnih ¢okolada sa 75 % kakao-delova kod uzorka CD na kraju ispitivanja (39.14 umol

Trolox/g odmascenog uzorka ¢okolade).

5.6.2. Rezultati odredivanja antioksidativne aktivnosti primenom

polarografske metode (HPS)

Za merenje antioksidativne aktivnosti ekstrakta cokolade pored standardnih
antioksidativnih metoda koriS¢ena je i metoda zasnovana na klasicnoj polarografiji sa
kaplju¢om Hg-elektrodom (KZE). Ova metoda je nedavno razvijena u Elektrohemijskoj
laboratoriji Instituta za opstu i fizicku hemiju (Sugnjevic i sar., 20717).

U oblasti potencijala anodnog rastvaranja zive u prisustvu hidroksilnog 1
perhidroksilnog jona umesto karateristicnog polarografskog talasa (Slika 24b, Mat. i metoda
rada) javlja se strujni pik. S obzirom da u alkalnim uslovima dolazi do nastanka perhidroksil
jona, pretpostavljeno je formiranje mesovitog kompleks [Hg(O,H)(OH)] koji daje
pomenuti pik.

Metoda je bazirana na pojavi smanjenja anodne struje kompleksa zive(Il) sa OH 1
HOO' hidroksilnim i perhidroksilnim jonom, koji nastaje u alkalnom rastvoru vodonik

peroksida, u prisustvu antioksidanasa.
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Osetljivost ispitivanog anodnog pika kompleksa Zive na prisustvo antioksidanasa je
iskori§¢éena u smislu razvoja jednostavne, brze, reproduktivhe i jeftine metode za
odredivanje antioksidativne aktivnosti. Razvoj i optimizacija metode su detaljno opisani u
radu koji je nedavno publikovan (Sugnjevic i sar, 20117). Odredene su osnovne karakteristike
pomentog pika, vazne za primenu u analiticke svrhe, tj. optimalni eksperimentalni uslovi
(temperatura, pH i koncentracija vodonik peroksida). Reproduktivnost merenja je
zadovoljavajuca. Relativna standardna devijacija 33 puta uzastopno snimljenje i-E krive 5
mmolL." vodonik peroksida u radnom puferu je 1.16 %. Prisustvo individualnih fenolnih
jedinjenja, ili kompleksnih uzoraka sa odgovaraju¢om AO aktivnoscéu, izaziva smanjenje
visine grani¢ne struje anodnog talasa i to proporcionalno aktivnosti ispitivanih uzoraka. Sto
je aktivhost uzorka veca, ovo smanjenje je izrazenije. Uzorci se dodaju u nekoliko
uzastopnih alikvota ¢ija se optimalna zapremina ustanovi preliminarnim merenjem. Mutni i
obojeni uzorci se mogu direktno, bez prethodne pripreme, uneti u elektrohemijsku celiju.
Procedura je veoma jednostavna a merenja su brza, Sto su, uz cinjenicu da metoda ne
zahteva skupu instrumentaciju niti hemikalije, znacajne prednosti u odnosu na klasicne
spektrofotometrijske metode koje se Siroko primenjuju.

Rezultati su do sada izrazavani na nekoliko nacina (Sugnjevic i sar., 2011, Gorjanovic i
sar., 2010a,b,¢). Nagib linearnog dela krive zavisnosti procenta smanjenja struje peroksida od
zapremine dodatka je ustanovljen kao najpouzdanija mera antioksidatine aktivnosti. Za
razliku od kolicine uzorka koja izaziva smanjenje struje za 50 % (EC,), preko nagiba se
mogu izraziti aktivnosti ne samo jakih antioksidanasa ve¢ i veoma slabih, tj. onih koji ne
izazivaju odgovarajuCe smanjenje struje peroksida. Za razliku od veéine antioksidativnih
metoda kod kojih se aktivnost izrazava poredenjem sa standardom (najcesce je to u vodi
rastvoran analog vitamina E) ova metoda je apsolutna, tj. ne zahteva upotrebu internog
standarda. Postoje¢e metode za odredivanje AO aktivnosti najcesce koriste nefizioloske,
vestacke radikalske vrste dok se u polarografskoj metodi primenjuje vodonik peroksid, tj.
reaktivna kiseoni¢na vrsta prisutna u Celiji. Izrazavanje aktivnosti preko njegovog smanjenja
svakako daje znacajniji uvid u aktivnost koju bi ispitivani uzorci mogli imati iz vivo od
metoda zasnovanih na vestackim radikalskim vrstama koje ne postoje u prirodi. Pored toga,
odredivanje AO aktivnosti preko neradikalske kiseoni¢ne vrste, kao $to je vodonik peroksid,

je neuporedivo jednostavnije od rada sa kratkozivuéim radikalskim kiseonicnim vrstama.
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Polarografska metoda je do sada upotrebljena za odredivanje aktivnosti razlicitih
klasa fenolnih jedinjenja. Proucavan je odnos strukture i antioksidativne aktivnosti nekih
fenolnih jedinjenja, kao §to je npr. niz benzoevih kiselina i njthovih cimetnih analoga
(Sugnjevié i sar., 2071). Takode, ova metoda je upotrebljena za merenje aktivnosti alkoholnih
pi¢a, kao $to su komercijalna i specijalna (biljna) piva (Gorjanovic i sar., 2010a), crna i bela
vina (Gorjanovié i sar., 2010b), jaka alkoholna pica (Gorjanovic i sar., 2010¢), ekstrakti maline
(Novakovic i sar., 2071) i ekstrakti hladno cedenog bundevinog ulja (Gorjanovic i sar., 2011).
Procesi proizvodnje sladovine i piva, starenja rakije i suSenja maline, tj. promene
antioksidativne aktivnosti do kojih dolazi tokom istih, su uspesno praéeni (Gorjanovic i sar.,
2010a,¢; Novakovic i sar., 2017). Metoda je primenjena 1 na drugim komplesnim uzorcima,
kao $to su ekstrakti ulja semenki grozda koji su dobijeni razlic¢itim tehnoloskim postupcima,
propolis i med, cajevi 1 biljne infuzije, kao i na razlicitim cistim jedinjenjima (izolovanim 1
sintetisanim). Dobijeni rezultati su poredeni sa rezultatima spektrofotometrijskih
antioksidativnih metoda kao $to su DPPH, ABTS, FRAP i ORAC. Pored visokih korelacija
sa standarnim metodama, antioksidativna aktivnost kompleksnih uzoraka odredena
polarografskom metodom korelira sa ukupnim sadrzajem fenola §to potvrduje validnost
metode. U ovom doktorskom radu metoda je po prvi put primenjena na kakao-proizvode,
bududi da ekstrakti cokolada do sada nisu ispitivani polarografskom metodom.

Metanolni ekstrakti mle¢nih i1 crnih (sa 44 % 1 75 % kakao-delova) cokolada su
dodavani u rastvor 5.0 mM H,O, u radom CL puferu, u alikvotima od po 100 ul
Polarogrami dobijeni snimanjem rastvora peroksida pre i posle uzastopnog dodavanja
ckstrakata su prikazanih na grafiku 43. Iz prikazanih polarograma se vidi da visina pocetne
granicne struje 5.0 mM H,O, peroksida 4 (4,) opada sa svakim dodatkom uzorka. Smanjenje
osnovnog pika peroksida je najvece u slucaju crnih cokolada sa 75 % kakao-delova koje
imaju i najveéi procenat kakao-mase, tj. najveci sadrzaj fenolnih jedinjenja. U slucaju
mlecnih ¢okolada ovo smanjenje je najmanje, $to je bilo oc¢ekivano jer one sadrze najmaniji

procenat kakao-delova.
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Grafik 43. Polarogrami osnovne struje vodonik peroksida (i), pre (0) i po dodatku 5
alikvota od po 100 pl (1,2,3,4,5) ekstrakta mle¢nih cokolada (A), crnih ¢okolada
sa 44 % kakao-delova (B) i crnih ¢okolada sa 75 % kakao-delova (C)

Granicna struja 5.0 mM H,O, peroksida 4, je poredena sa visinom struje dobijenom
po svakom dodatku z,. Zavisnost procenta smanjenja granicne struje od zapremine dodatih
ekstrakata je data grafickim prikazom (grafik 44).

U slucaju mlecnih ¢okolada zavisnost je linearna u celom opsegu dodatih zapremina
uzorka, dok u slucaju crnih ¢okolada sa 44 % kakao-delova, a narocito crnih cokolada sa 75
% kakao-delova, pri vedim zapreminama uzorka dolazi do odstupanja od linearnosti.
Merenja za crne cokolade su ponovljena. Dodavani su alikvoti od po 50 pl. Na ovaj nacin
dobijeni polarogrami nisu prikazani u ovom radu. lako polarogrami prikazani na grafiku 43
nisu kori$c¢eni za izracunavanje aktivnosti, zajedno sa pripadajucim graficima zavisnosti (44:
A, B 1 C), izabrani su kao ilustrativniji jer omogucavaju da se razlika u aktivnosti ispitivanih
uzoraka lakse uoci. Takode, dodacima vecih zapremina dostize se plato zavisnosti §to pruza
jasniji uvid u neophodnost pravilne procene zapremine alikvota ispitivanog uzorka.

Merenja su obavljana neposredno posle zavrsetka proizvodnog procesa. Posle 90 1
180 dana stajanja u optimalnim uslovima, uzorci ¢okolada su ekstrahovani na isti nacin i
merenja su ponovljena, tj. pracena je vremenska zavisnost antioksidativne aktivnosti.
Aktivnost svih analiziranih uzoraka ¢okolada je izrazena kao nagib linearnog dela pomenute
zavisnosti. Rezultati odredivanja su prikazani u tabeli 23 u kojoj je pored nagiba (B), dat i

odsecak na ordinati (A) 1 koeficijent linearnosti (R).
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Grafik 44. Procenat smanjenja polarografske struje vodonik peroksida u zavisnosti od

dodate zapremine ekstrakta mlecnih ¢okolada (A), crnih cokolada sa
44 % kakao-delova (B) 1 crnih cokolada sa 75 % kakao-delova (C)
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Vidi se da se mlec¢ne, crne sa 44 % kakao-delova i crne ¢okolade sa 75 % kakao-
delova veoma razlikuju u antioksidativnoj aktivnosti. Aktivnost mle¢nih cokolada je najniza
i iznosi od 0.9 do 0.11 %/pl. Crne cokolade sa 44 % kakao-delova pokazuju priblizno
dvostruko vecu aktivnost (0.22 do 0.28 %/ul) dok je aktivnost crnih ¢okolada sa 75 %
kakao-delova gotovo tri puta veca od aktivnosti mlecnih (0.31 do 0.36 %/pl). Ovako velika
razlika je ocekivana. Antioksidativna aktivnost ¢okolade zavisi od udela kakao-delova, tj.
prisustva fenolnih jedinjenja koji su nosioci antioksidativne aktivnosti. Ono $to se moze
zapaziti jeste i da nema razlike unutar iste vrste cokolade bez obzira na dodate probiotike.
Aktivnost ¢okolada sa dodatim probioticima se ne razlikuje od kontrole. Kulture probiotika
koje su dodavane u cokolade razlicitog sastava ocigledno nemaju znacajnog uticaja na
antioksidativnu aktivnost. Ovo zapazanje je potvrdeno i pracenjem AO aktivnosti tokom
skladistenja. Nije uocena vremenska zavisnost antioksidativne aktivnosti mle¢nih i crnih
cokolada (sa 44 % i 75% kakao-delova), §to se poklapa sa rezultatima drugih autora (Hurst i
sar., 2009). Takode, ni uzorci sa probioticima ne menjaju svoju antioksidativhu aktivnost
tokom stajanja. Drugim rec¢ima, antioksidativna aktivnost svih uzoraka, kako kontrolnih,
tako 1 onih sa probioticima, merena neposredno po zavrsetku proizvodnog procesa, ne
razlikuje se od one utvrdene kod uzoraka koji su stajali u odgovarajuéim uslovima 90,

odnosno 180 dana.
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Tabela 24. Antioksidativna aktivnost ekstrakta razlicitih vrsta cokolada sa 1 bez probiotika neposredno nakon proizvodnje i
posle skladistenja od 90 i 180 dana izrazena kako nagib linernog dela zavisnosti procenta smanjenja polarografske
anodne struje vodonik peroksida od zapremine uzorka (B)

Vreme skladistenja (dani)

Uzorak 0-30 90 180
A (%) B (%% /) R A (%) B (%/p) R A (%) B (%% /) R

ML 1.38%+0.09 o 0.10£0.01 a 0.9963  0.59%0.02 ef 0.10%£0.00 a 0.9961 -0.09£0.01 c 0.10%£0.01 a 0.9992
MLD 0.91% 0.02 jkl 0.10%£0.01 a 0.9987 -1.23%+0.01 a 0.09%0.00 a 0.9969 -0.26x0.01b 0.11%+0.00 a 0.9941
MLB  0.63+ 0.01 efg  0.10£0.00 a 0.9982  0.00%0.00 cd 0.10%£0.00 a 0.9986 0.52%0.01 e 0.10%£0.01 a 0.9967
MLL3 1.94%0.06 r 0.10£0.00 a 0.9966  0.78%0.04 hi 0.10%£0.00 a 0.9984 2.38%+0.04 t 0.10%£0.00 a 0.9936
M 0.98%+ 0.05 klm 0.24%0.01 bed 0.9971 1.36%0.03 o 0.27£0.01 de 0.9961 -0.3510.02 b 0.26%0.01 cde 0.9959
MD 0.65%+ 0.03 fg 0.22+0.01 b 0.9977 1.0920.00 mn  0.27%0.01 de 0.9965 0.12%+0.01d 0.23%0.01 bc 0.9975
MB 0.78% 0.03 hi 0.23%0.01 bc 0.9980 -0.33%£0.02b 0.28%0.00 ef 0.9939  0.75%£0.03 ghi  0.24%0.01 bed 0.9959
ML3 1.02% 0.03Imn 0.23%0.01 bc 0.9956  0.87£0.04 ijk 0.25%0.01 bede 0.9899 1.04%£0.05mn 0.24+0.01 bed 0.9950
C 1.67% 0.08 q 0.3620.00 h 0.9937  0.81£0.03 hij 0.35+0.02 h 0.9968 -0.04%0.00 c 0.34%0.02 gh 0.9993
CD 1.35+ 0.06 o 0.34+0.01 gh 0.9951 1.9410.04 + 0.31£0.01 fg 0.9946 1.11%£0.03n 0.35+0.02 h 0.9970
CB 1.78%0.05 q 0.36x0.02 h 0.9932  0.69£0.02 fgh  0.35%£0.02 h 0.9989  0.91£0.03 ikl  0.35%0.01 h 0.9986
CL3  1.53%0.06 p 0.35+0.01 h 0.9946  0.59%0.01 ef 0.33+0.01 gh 0.9960 2.12%0.07 s 0.34+0.02 gh 0.9984

“Vrednosti po koloni pokazuju razlike u sadrzaju ispitivanog parametra u razli¢itim vrstama ¢okolada sa i bez dodatih probiotika;

“Vrednosti sa istovetnim slovima po koloni ne razlikuju se statisticki znacajno na nivou p<0.05.
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5.6.3. Rezultati odredivanja indukcionog vremena oksidacije (OIT)
1 temperature pocetka oksidacije (OOT) metodom DSC

Kakao-maslac se, generalno, karakteriSe dobrom odrzivoscu, Sto je uslovljeno
sastavom masnih kiselina, strukturom triglicerida, ali i prisustvom prirodnih antioksidanasa
(Gavrilovié, 2003). Medutim, pod odredenim uslovima (u dodiru sa vodom, vazdu$nim
kiseonikom, alkalnim solima, pod dejstvom sunceve svetlosti ili povisene temperature)
javljaju se nepozeljne promene izazvane hemijskim reakcijama (autooksidacija,
termooksidacija, reverzija), enzimskom 1 mikrobioloSkom aktivhoscu (hidroliticka
razgradnja ili B-ketooksidacija), $to za posledicu ima pogorsanje senzornih svojstava (pre
svega mirisa 1 ukusa) masti, 1 na kraju dovodi do kvarenja samog proizvoda. Jedinjenja koja
nastaju tokom kvarenja masti su Stetna po zdravlje ljudi.

Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (DSC) kao instrumentalna metoda analize,
moze se koristiti pri ispitivanju oksidacione stabilnosti masti, jer se njome moze utvrditi
vreme do pocetka oksidativnih promena na mastima (OIT), kao i temperatura pocetka
oksidacije (OOT). U odnosu na standardne hemijske analize, DSC instrumentalna analiza
ima prednost, bududi da se obavlja bez upotrebe hemikalija, na maloj koli¢ini uzorka, a
rezultati se postizu u kratkom vremenskom periodu (Sadadinovic i sar., 2005). Oksidativna
stabilnosti masti iz ¢okolada je u direktnoj vezi sa sadrzajem komponenata koje deluju kao
antioksidansi.

U tabeli 25 prikazane su vrednosti indukcionog vremena oksidacije (OIT) i
temperature pocetka odsidacije (OOT) masti ekstrahovanih iz uzoraka razlicitih vrsta

coklada sa i bez probiotika tokom skladistenja od 180 dana.
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Tabela 25. Vrednosti indukcionog vremena oksidacije (OIT) 1 temperature pocetka odsidacije (OOT) masti ekstrahovanih iz uzoraka
razli¢itih vrsta ¢oklada sa i bez probiotika tokom skladistenja od 180 dana

Vreme skladistenja (dani)

0-30 90 180
Uzorak OoIT OOoT OoIT OOoT OoIT OOoT
(min) C0) (min) C0) (min) C0)
ML 30.60£0.43 ab 201.90£12.03 abcdefgh 31.30%0.81 ab 206.70£13.40 abcdefgh 32.80%0.76 ab 190.90%4.40 abcde
MLD 59.30%0.46 ¢ 205.70+5.28 abedefgh 53.70£2.36 bc 186.30%+13.03 ab 54.00x3.05 bc 187.30%5.83 abc
MLB 26.10%£0.68 a 198.30%5.34 abcdefg 26.90£069 a 204.20£3.91 abedefgh 28.80%£1.69 a 200.30£10.46 abcdefgh
MLIL3 34.10%£1.02 ab 210.80£3.23 abcdefgh 30.80%0.88 ab 190.20%+7.80 abcd 29.60%0.80 a 207.60£12.79 abcdefgh
M 142.40%6.66 d 219.70£4.66 defghij 140.00%£9.32d 207.40%6.10 abedefgh 136.80%3.67 d 216.40£3.60 bedefghi
MD 137.00£4.33d 218.90£7.24 defghij 136.50£7.06 d 216.00£9.82 bedefghi 132.90£9.28 d 194.90%6.35 abcdef
MB 153.30+2.84 d 216.90£9.10 cdefghi 131.20%+6.10 d 198.00+9.30 abcdefg 133.90+4.58 d 218.90£17.91 defghij
ML3 137.70+10.22d 210.20£5.36 abcdefgh 137.50%£5.33 d 210.00£9.26 abcdefgh 133.00£5.99 d 182.90£6.98 a
C 256.20%9.27 fg 220.70£6.92 efghij 259.70£10.68 fg 223.70£6.69 fghij 257.80%8.02 fg 222.00£11.36 fghij
CD 259.80+12.11 fg 221.70£2.67 fghij 286.10£13.13 hi 244.20%8.73 jj 289.80+9.10 i 247.30£8.70
CB 227.9019.16 e 220.30£9.69 defghij 215.3019.94 ¢ 208.10£5.28 abcdefgh 237.5014.42 ef 229.60£6.02 hij
CL3 254.60£3.29 fg 219.70£14.02 defghij 263.50£15.43 gh 227.40£8.80 ghij 288.60+12.89 1 249.00£19.73 j

“Vrednosti po koloni pokazuju razlike u sadrzaju ispitivanog parametra u razli¢itim vrstama cokolada sa i bez dodatih probiotika;

“Vrednosti sa istovetnim slovima po koloni ne razlikuju se statisticki znac¢ajno na nivou p<0.05.
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Iz prikazanih rezultata je uocljivo da su kod mle¢nih cokolada dobijene najnize
vrednosti, kako za indukciono vreme oksidacije (26.10-59.30 min), tako i za temperaturu
pocetka oksidacije (186.30-210.80°C). Dalje po utvrdenim vrednostima navedenih veli¢ina
slede crne ¢okolade sa 44 % kakao-delova (131.20-153.30 min i 194.90-219.70°C), a najvise
vremena do pocetka oksidacije potrebno je crnim cokoladama sa 75 % kakao-delova
(215.3-289.8 min), kod kojih takode oksidacija pocinje na najvisim temperaturama (208.1-
249.0°C). To znaci da crne cokolade sa 44 % kakao-delova imaju u proseku 4 puta duze
indukciono vreme oksidacije u odnosu na mlecne, ali nesto iznad 1.5 put krace OIT u
poredenju sa crnim cokoladama sa 75 % kakao-delova. Mast ckstrahovana iz crnih
cokolada sa najvise kakao-delova odoleée oksidacionim promenama u proseku ¢ak 6.5 puta
duze od masti iz mle¢nih ¢okolada. Iako su razlike u vrednostima temperature pocetka
oksidacije izmedu analiziranih cokolada manje izrazene, ipak je evidentno da se sa
povecanjem udela kakao-delova povecava i temperatura na kojoj otpocinju oksidacione
promene. Dodatak probiotskih kultura nije imao znacajnijeg uticaj na oksidativnu stabilnost
masti u okviru iste vrste cokolada.

Vise temperature pocetka oksidacije dobijene na DSC termogramima, kao i duze
indukciono vreme oksidacije, znace vecu oksidacionu stabilnost masti, $to ukazuje na
prisustvo antioksidanasa koji usporavaju oksidacione procese. Imajuéi u vidu da bi
prikazivanje svih dobijenih termograma prevazislo obim ove disertacije, na graficima 45 1

46 su, radi ilustracije, prikazani termogrami za pojedine ispitivane uzorke ¢okolada.
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Grafik 45. Termogrami indukcionog vremena oksidacije (a) i temperature pocetka
oksidacije (b) za uzorak mle¢ne cokolade sa probioticima (MLB),
odreden DSC-om (0-30 dana)
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oksidacije (b) za uzorak crne ¢okolade sa 75 % kakao-delova sa

probioticima (CD), odreden DSC-om (0-30 dana)
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5.6.4. Poredenje rezutlata sadrzaja polifenolnih jedinjenja i
primenjenih metoda za odredivanje AO aktivnosti

Rezultati antioksidativne aktivnosti analiziranih uzoraka cokolada (sa 1 bez
probiotika) dobijeni primenom polarografske metode uporedeni su sa rezultatima dve
standardne spektrofotometrijske metode - FRAP i ABTS. Rezultati su takode korelirani i sa
sadrzajem ukupnih fenola. Po prvi put do sada, antioksidativha aktivhost odredena
polarografskom metodom korelirana je sa sadrzajem flavonoida, flavan-3-ola i
proantocijanidina. Pored toga, rezultati sve tri antioksidativhe metode primenjene u ovom
radu su poredeni sa parametrima oksidativne stabilnosti masti ekstrahovanih iz mle¢nih i
crnih ¢okolada sa 44 % 1 75 % kakao-delova, tj. indukcionim vremenom oksidacije (OIT) 1
temperaturom pocetka oksidacije (OOT), odredenim diferencijalnom skeniraju¢om

kalorimetrijom. Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 20.

Tabela 26. Korelacije izmedu sadrzaja fenolnih jedinjenja (ukupnih fenola, flavonoida,
flavan-3-ola 1 proantocijanidina odredenih metodom po Folin — Ciocalteau i metodom po
Bate-Smith-u), antioksidativne aktivnosti odredene FRAP, ABTS i HPS metodom, i
oksidativne stabilnosti odredene DSC-om

Uk. Uk.
fenoli flavonoidi Vanilin p-DAC Proantoc. FRAP = ABTS = HPS OoT OIT

Uk. fenoli 1

Uk.
flavonoidi| 0.984 1
Vanilin 0.967 0.967 1
p-DAC 0.928 0.929 0.921 1
Proantoc. . 0.970 0.938 0.938 0.899 1
FRAP 0.921 0.933 0.904  0.866 0.932 1

ABTS 0.956 0.950 0.928  0.904 0.960 | 0.945 1
HPS 0.956 0.943 0942 0912 0.929 0.856  0.932 1
ooT 0.620 0.632 0.619 = 0.568 0.573 0545 0.611  0.709 1
OIT 0.915 0.905 0.897 = 0.848 0.876 0.796 = 0.877 0969 0.782 1

Visoke korelacije sa standardnim metodama, kao i sa sadrzajem fenolnih jedinjenja,
mogu posluziti kao dodatna potvrda validnosti nove (HPS) metode. Prikazane korelacije
potvrduju da se polarografska metoda moze koristiti i za odredivanje antioksidativne
aktivnosti kakao-proizvoda, tj. njihovih ekstrakata.

Na osnovu rezultata sadrzaja ukupnih i pojedinacnih grupa fenola i antioksidativne

aktivnosti ispitivanih uzoraka razlicitih vrsta cokolada sa probiotskim bakterijama (i bez
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njih) moze se konstatovati da su ekstrakti onih uzoraka koji su imali najvise kakao-delova
takode sadrzali 1 najviSe fenolnih komponenata i istovremeno ispoljavali najveci
antioksidativni kapacitet 7z vitro. Pored toga, namece se zakljucak da prisustvo probiotskih
kultura nije imalo uticaja, kako na sastav ukupnih i pojedinacnih klasa fenola, tako ni na
antioksidativnu aktivnost ispitivanih uzoraka ¢okolada. Odsusutvo vremenske zavisnosti
antioksidativne aktivnosti kontrolnih i uzoraka cokolada sa probioticima, predstavlja jos
jednu potvrdu da probiotske bakterije ne remete AO potencijal cokolada u koje su

inkorporirane.

5.7. REZULTATI ODREDIVANJA REOLOSKIH KARAKTERISTIKA

Kao i1 kod drugih strukturiranih proizvoda, reoloska svojstva cokolade u
otopljenom stanju (cokoladne mase) u bliskoj su vezi sa njenom mikrostrukturom koja, pre
svega, zavisi od izabranih sastojaka 1 proizvodnog postupka (Wolf, 20117). Poznavanje
reoloskih karakteristika je od izuzetne vaznosti tokom razvoja novih proizvoda i u
procesnoj kontroli, posto je (izmenjeni) sastav proizvoda najodgovorniji za promene u
svojstvima proticanja (Goncalves i Lannes, 2010).

Otopljena cokolada predstavlja kompleksnu suspenziju najmanje dve vrste
dispergovane faze, a poznato je da visok sadrzaj Cvrste faze, interakcije izmedu
suspendovanih cestica 1 njihova povrsinska svojstva uticu na reoloske karakteristike
cokolade (Sokmen i Gunes, 2006: citat Bonzas i Brown, 1995). Kako se inkluzijom probiotskih
kultura, bilo u liofilozovanoj ili mikroinkapsulisanoj formi, uvodi jo$ jedna disperzna faza,
kao jedan od vaznih ciljeva u ovom radu postavljeno je i utvrdivanje reoloskih karakteristika
cokolada sa probioticima, kako bi se ispitao eventualni uticaj probiotskih preparata i
primenjenih novih formulacija na svojstva toka, nakon proizvodnje i tokom skladistenja.
Radi poredenja ispitane su i odgovarajuce ¢okoladne mase bez dodatka probiotika koje su
sluzile kao etalon.

Generalno, podaci dobijeni eksperimentalnim merenjima se izrazavaju u vidu
viskoziteta u funkciji brzine smicanja, ili kao napon smicanja u funkciji brzine smicanja

(DeGraef i sar., 2011) i nazivaju se krive proticanja.

Rezultati i diskusija



Doktorska disertacija Mr Jovanka G Laliéié-Petronijevié

Reoloska merenja obavljena su prema ICA metodi za cokoladu (Materijal i metode
rada), upotrebom rotacionog viskozimetra sa koncentricnim mernim cilindrom i SV-DIN
geometrijom. Pre mernih ciklusa uzorci ¢okolada su prekondicionirani na 40°C pri stalnoj
brzini smicanja od 5 s”'. Prvi merni korak bilo je odredivane vrednosti napona smicanja u
funkciji poveéanja brzine smicanja od 2 do 50 s™ (ulazna kriva proticanja) tokom 3 minuta,
nakon ¢ega je svaki analizirani uzorak odrzavan na 40°C pri brzini smicanja od 50 s tokom
jednog minuta, da bi najzad bio odreden napon smicanja pri postepenom smanjenju brzine
smicanja od 50 do 2 s™ (silazna kriva proticanja) u periodu od 3 minuta. Tokom svakog
opisanog koraka, merenja napona smicanja obavljana su u 100 tacaka, dakle, ukupno 300
tacaka, na osnovu kojih je formirana kriva napona smicanja (obelezena crveno na graficima
od 47-55). Pored toga, obavljeno je i odredivanje vrednosti viskoziteta, u funkciji povecanja
brzine smicanja od 2 do 50 s (silazna kriva) a zatim smanjenja brzine smicanja od 50 do 2
s (uzlazna kriva), u istim vremenskim intervalima, ukljucujuéi i zadrzavanje na 40°C pri
brzini od 50 s, i sa merenjem vrednosti viskoziteta u jednakom broju tacaka, na osnovu
¢ega je dobijena kriva viskoziteta oznacena plavom bojom na graficima od 47-55.
ZabeleZzene su srednja vrednost i standardna devijacija 3 ocitavanja. Interpolacija podataka i
izracunavanje vrednosti prinosnog napona i plasticnog viskoziteta po Casson-u obavljeno je
na osnovu jednacine Casson-ovog matematickog modela (jednacina 16 - Mat. i metode rada)
uz primenu softvera ThermoHaake RheoWin Pro 297 metodom najmanjih kvadrata.

Tabela 27. Numericke vrednosti parametara jednacine proticanja uzoraka cokolada sa i bez
probiotika odmah nakon proizvodnje (0-30 dana)

Uzorak Prinosni napon . Viskozitet (Pas) - Koef,“
(Pa) Plasti¢ni Prividni korelacije

ML |13.73£0.49 d 5.46%0.27 gh 8.58%0.22 bedefg 0.9995
MLD [19.23£0.49 gh 537£0.18 ¢ 9.21%0.36 efghij 0.9968
MLB (14.47%0.76 de 5.66+0.26 gh 9.09£0.12 defghij 0.9991
MLL3 |15.80+0.48 def 5.21+0.17defg 8.69£0.09 bedefgh 0.9978
M 15.8310.32 def 4.7410.29 cdef 8.00£0.25 be 0.9994
MD [13.82£0.92d 4.781+0.17 cdef 7.6610.46 b 0.9979
MB  [15.2240.56 de 4.66£0.20 cd 7911042 b 0.9994
ML3  [15.37£0.36 de 4.79%0.20 cdef 8.0510.49 be 0.9992
C 5.3310.09 ab 1.6910.03 a 2.79+0.11 a 0.9997
CD [4.4240.10 a 1.71£0.04 a 2.681+0.10 a 0.9994
CB [4.8610.19 a 1.7240.07 a 2.7610.12 a 0.9996
CL3 [5.4610.26 ab 1.6910.05 a 2.80+0.15a 0.9996

“Vrednosti po koloni pokazuju razlike u sadrzaju ispitivanog parametra u razlicitim vrstama ¢okolada sa 1 bez

dodatih probiotika;

“Vrednosti sa istovetnim slovima po koloni ne razlikuju se statisticki znacajno na nivou p<0.05.
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Grafik 47. Krive proticanja i viskoziteta uzoraka mle¢nih ¢okolada (kontrolnih i sa
probioticima) odmah nakon proizvodnje (0-30 dana)
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Grafik 48. Krive proticanja i viskoziteta uzoraka crnih cokolada sa 44 % kakao-delova
(kontrolnih i sa probioticima) odmah nakon proizvodnje (0-30 dana)

Rezultati i diskusija

243




Doktorska disertacija Mr Jovanka G Laliéié-Petronijevié

CRMNAGD-|
SEMaan

G aghe
f=1m — Casson|2)
——Cassan @ ! ; ' : i Hio 140
c I e ——— i SEIE ¢ <D

120

100,

80-

t(Pa)

BO{---

t{FPa)
n (Pas)

409---

204-- -

i 154400 308818 48,3227 B1.7635
D (s-1)

n (Pas)

t(Pa)

20 30 e i 10 20 B 40 50
D(s-1) D(s1)

Grafik 49. Krive proticanja i viskoziteta uzoraka crnih cokolada sa 75 % kakao-delova
(kontrolnih i sa probioticima) odmah nakon proizvodnje (0-30 dana)

Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 26 evidentno je da se reoloski parametri
razlikuju medu analiziranim uzorcima cokolada, i to pre svega, prema vrsti cokolade.
Prinosni napon je kod uzoraka mle¢nih cokolada imao vrednosti u rasponu od 13.73 Pa,
utvrdenu kod kontrolnog uzorka (ML) do 19.23 Pa, nadenu kod uzorka mle¢ne ¢okolade sa
inkorporiranom kulturom .. acidophilus NCFM® (MLD). Kod crnih ¢okolada sa 44 %
kakao-delova dobijene su sli¢cne vrednosti prinosnog napona, ali je situacija sa uzorcima kod
kojih su utvrdene ekstremne vrednosti upravo suprotna od one konstatovane kod mle¢nih
cokolada. Najmanju vrednost prinosnog napona imao je uzorak MD (13.82 Pa), dok je
najveéa vrednost ustanovljena kod kontrolnog uzorka crnih cokolada sa 44 % kakao-
delova, bez dodatih probiotika — M (15.83 Pa). Crne ¢okolade sa 75 % kakao-delova imale
su znatno nize vrednosti prinosnog napona - od 4.42 Pa za uzorak CD, do 5.46 Pa kod
uzorka sa mesavinom 3 probiotske kulture CL3. Kada je re¢ o viskozitetu, vrednosti 1
plasticnog i prividnog viskoziteta bile su dosta ujednacene u okviru iste grupe cokolada.
Tako su najnizi plasticni viskozitet imale crne ¢okolade sa 75 % kakao-delova i to od 1.69

Pas, sto je bila vrednost utvrdena kod dva uzorka (C i CL3), do 1.72 Pas (uzorak CB).
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Prividni viskozitet iznosio je u intervalu od 2.68 (CD) do 2.80 Pas (CL3). Nesto vise
vrednosti viskoziteta imale su crne cokolade sa 44 % kakao-delova, 1 to za plasticni od 4.66
(MB) do 4.79 (ML3), a prividni od 7.66 (MD) do 8.05 Pas (ML3). Mle¢ne ¢okolade imale su
ocekivano najvise vrednosti viskoziteta, pri ¢emu je plasticni bio u intervalu od 5.21
(MLL3) do 5.66 Pas (MLB), a prividni od 8.58 Pas utvrden kod kontrolnog uzorka (ML) do
9.21 Pas kod uzorka MD.

Reolosko ponasanje svih analiziranih uzoraka ¢okolada u prvom periodu ispitivanja
bilo je ocekivano i1 u skladu sa Casson-ovim modelom proticanja, na $ta ukazuju i visoki
korelacioni koeficijenti (tabela 27). Izvesna odstupanja primecena su jedino kod uzorka
mlec¢nih ¢okolada MLD. Tokom sprovodenja eksperimenta vizuelno je primeceno da od
svih koriSéenih probiotskih kultura dodatih u razlicite vrste ¢okoladnih masa, preparat sa
kulturom L. acidophilus NCFM® ima najveéu granulaciju (slika 13 - Mat. i metode rada), $to se
moze smatrati jednim od razloga nesto visih reoloskih pokazatelja kao §to su prinosni
napon i prividni viskozitet, kao i primetnijih odstupanja od Casson-ovog modela, $to je
uocljivo 1 na grafiku 47. Kako sugeriSu Fischer i Windhab (2011) u slucajevima modifikovanja
standardnih sastojaka cokolade, prilagodavanjem distribucije ¢vrstih cestica, kao i oblika
samih cestica, mogu se kontrolisati viskozitet i optimizovati suspenzija. Pored toga,
primenjenom tehnikom umesavanja probiotskih bakterija u cokoladne mase, ocigledno nije
obezbedena dovoljna homogenost, $to svakako moze doprineti navedenim odstupanjima.

Na osnovu rezultata Tukey-ovog testa moze se zakljuciti da se svi reoloski
parametri (prinosni napon, plasticni i prividni viskozitet) najmanje razlikuju medu uzorcima
crnih ¢okolada sa 75 % kakao-delova kod kojih gotovo da i nema variranja izmedu
kontrolnih uzoraka i onih sa dodatkom razlicitih probiotskih bakterija. Tek nesto vece
razlike uocavaju se medu crnim cokoladama sa 44 % kakao-delova, dok su najizrazenije
razlike prisutne kod mle¢nih ¢okolada, sto se, u vecoj ili manjoj meri, ispoljava u svim

periodima ispitivanja.
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Tabela 28. Numericke vrednosti parametara jednacine proticanja uzoraka cokolada sa i bez
probiotika posle skladistenja od 90 dana

Usorak | Prinosni napon . Yiskozitet (Pas) o Koef.
(Pa) Plasti¢ni Prividni korelacije

ML [15.3940.66 de  5.47%0.16 gh 8.98+0.28 cdefghi 0.9985
MLD [23.87+0.30 j 5.9540.21 h 10.84£0.32 k 0.9939
MLB  [22.2940.94 ij 5.2440.26 efg 9.72+0.28 hij 0.9936
MLL3 [20.45+0.37 hi  5.6940.21 gh 10.09+0.52 jk 0.9945
M [14.02+0.91d  4.70%0.16 cde 7.73+0.44 b 0.9995
MD [22.8140.12 4.24+0.09 ¢ 8.05+0.21 be 0.9965
MB |18.93+0.42¢gh  4.43+0.09 ¢ 7.94+0.45 b 0.9984
ML3 [19.60+0.71 gh  4.7240.10 cde 8.40+0.55 bedef 0.9984
C  |4.80+0.142 1.73+0.05 a 2.79+0.20 a 0.9997
CD |5.97+0.21abc  [1.7740.03 a 2.98+0.12 a 0.9993
CB [7.97+0.61 c 1.56%0.10 a 2.86+0.15a 0.9993
CL3 [7.1240.43 be 1.66+0.08 a 2.97£0.03 a 0.9994

“Vrednosti po koloni pokazuju razlike u sadrzaju ispitivanog parametra u razli¢itim vrstama

cokolada sa i bez dodatih probiotika;

“Vrednosti sa istovetnim slovima po koloni ne razlikuju se statisticki znacajno na nivou p<0.05.
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Grafik 50. Krive proticanja i viskoziteta uzoraka mle¢nih ¢okolada (kontrolnih i sa
probioticima) nakon 90 dana skladistenja
Posle c¢uvanja i skladistenja od 90 dana uocena je promena vrednosti reoloskih
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pokazatelja, koja se ogledala uglavnom u porastu prinosnog napona kod gotovo svih
uzoraka, izuzev kontrolnih uzoraka obe vrste crnih ¢okolada (M i1 C). Navedeno je bilo
praceno 1 porastom vrednosti prividnog viskoziteta, mada u manjoj meri, dok je plasticni
viskozitet pretrpeo najmanje izmene i bio je na nivou vrednosti utvrdenih u prvom periodu
ispitivanja. Najvisi porast prinosnog napona utvrden je kod uzoraka sa probiotskom
kulturom L. acidophilus NCFM® i to kod mle¢nih ¢okolada (MLD: sa 19.23 na 23.87 Pa) i
crnih ¢okolada sa 44 % kakao-delova (MD: sa 13.82 na 22.81 Pa) (tabela 28). Sa grafika 51
je uocljivo da je pomenuti probiotik uzrokovao odstupanja od Casson-ovog modela

proticanja, ali samo u pojedinim mernim tackama, §to je najvise izrazeno kod uzorka MD.
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Grafik 51. Krive proticanja i viskoziteta uzoraka ¢okolada sa 44 % kakao-delova
(kontrolnih i sa probioticima) nakon 90 dana skladistenja
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Grafik 52. Krive proticanja i viskoziteta uzoraka crnih cokolada sa 75 % kakao-delova
(kontrolnih i sa probioticaima) nakon 90 dana skladistenja

Tabela 29. Numericke vrednosti parametara jednacine proticanja uzoraka cokolada sa i bez
probiotika posle skladistenja od 180 dana

Prinosni napon Viskozitet (Pas Koef.

Uzorak (Pa) i Plasticni v Izrividni korelacije
ML [19.874094h  5.62+0.26 gh 0.73+0.52 ij 0.9975
MLD [19.99+0.53h  [5.39+0.09 ¢ 0.47+0.42 ghij 0.9966
MLB [19.68+1.44¢h  5.55+0.27 gh 0.65+0.43 hij 0.9966
MLL3 [19.54+0.82¢h  5.28+0.17 fg 9.30+0.40 fohij 0.9963
M [17.64+0.56 fo  4.68%0.14 cd 8.17+0.31 bed 0.9986
MD 2714209k  [3.3620.07 b 8.43+0.30 bedef 0.9733
MB [16.54+0.62 ¢f  4.75+0.30 cdef  8.22+0.47 bede 0.9982
ML3 [16.6310.53 ef  4.64+0.28 ¢ 7.94+0.34 b 0.9984
C [6.31£013abc  [1.6740.04 2 2.85+0.07 a 0.9986
CD 6114025 2abc  [1.68+0.07 a 2.89+0.07 a 0.9991
CB |5.7940.27 abc  [1.72+0.07 a 2.91+0.04 a 0.9993
CL3 [6.34+034abc  [1.69+0.07 a 2.19+0.08 2 0.9992

“Vrednosti po koloni pokazuju razlike u sadrzaju ispitivanog parametra u razlicitim
vrstama ¢okolada sa i bez dodatih probiotika;
“Vrednosti sa istovetnim slovima po koloni ne razlikuju se statisticki znac¢ajno na nivou p<0.05.
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Grafik 53. Krive proticanja i viskoziteta uzoraka mle¢nih ¢okolada (kontrolnih i sa
probioticima) nakon 180 dana skladistenja
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Grafik 54. Krive proticanja i viskoziteta uzoraka crnih cokolada sa 44 % kakao-delova
(kontrolnih i sa probioticima) nakon 180 dana skladistenja
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Grafik 55. Krive proticanja i viskoziteta uzoraka crnih cokolada sa 75 % kakao-delova
(kontrolnih i sa probioticima) nakon 180 dana skladistenja

Na samom kraju ispitivanja, po isteku 180 dana skladistenja, moze se konstatovati
porast prinosnog napona u odnosu na prvi period ispitivanja kod svih analiziranih uzoraka.
Medutim, u odnosu na drugi period ispitivanja kod nekih uzoraka (ML L3, MB, ML3, CB i
CL3) uocljivo je smanjenje prinosne vrednosti, zbog cega se moze smatrati da je njena
promena umerenija, odnosno pribliznija vrednostima sa pocetka ispitivanja. Izuzetak je
jedino uzorak MD kod koga je doslo do velikog rasta prinosnog napona, i to sa 22.81 na
cak 42.71 Pa, §to se odrazilo na izrazenija odstupanja od Casson-ovog modela proticanja
(grafik 54), kao 1 na neznatno smanjenje koeficijenta korelacije svojstava toka sa navedenim
modelom (r=0.9733).

Kao i u prethodnim periodima ispitivanja plasticni viskozitet bio je veoma
ujednacen unutar iste vrste cokolada bez obzira na dodate probiotike. Za mle¢ne ¢okolade
vrednosti su bile u rasponu od 5.28 Pas (ML L3) do 5.62 Pas kod kontrolnog uzorka; kod
crnih ¢okolada sa 44 % kakao-delova od 3.36 Pas (MD) do 4.75 Pas (MB); najmanje razlike
plasticnog viskoziteta dobijene su kod uzoraka crnih ¢okolada sa 75 % kakao-delova: od

1.67 Pas (uzorak C) do 1.72 Pas (uzorak CB).

250
Rezultati i diskusija



Doktorska disertacija Mr Jovanka G Laliéié-Petronijevié

Navedeno je potvrdeno 1 na osnovu Tukey-ovog testa za period posle 90 dana
skladistenja, kao 1 na samom kraju ispitivanja. Iako su razlike prisutne, 1 izrazenije sa
smanjenjem udela kakao-delova u uzorcima cokolada, u grupi crnih sa 44 % kakao-delova,
kao 1 u grupi mle¢nih ¢okolada, uocavaju se vrednosti koje se medusobno ne razlikuju.
Tako se vrednosti plasticnog viskoziteta kod crnih ¢okolada sa manjim sadrzajem kakao-
delova posle 90 dana skladistenja ne razlikuju znacajno medu uzorcima MD 1 MB, odnosno
izmedu uzoraka ML3 1 kontrolnih, §to vazi i za vrednosti prividnog viskozitet uzoraka M 1
MB. Kod mlec¢nih cokolada, na primer, dodatak probiotika I.3 ne dovodi do statisticki
znacajnih razlika plasticnog viskoziteta u odnosu na kontrolne posle 90 dana skladistenja
nivou statisticke znacajnosti p<0.05 (tabela 28).

Kada se posmatraju dobijeni rezultati reoloskih karakteristika kontrolnih i ¢okolada
sa probioticima tokom celokupnog ispitivanja u periodu od 180 dana, moze se konstatovati
da su oni u domenu ocekivanog i da predstavljaju posledicu, pre svega, osnovnog
hemijskog sastava analiziranih uzoraka. Crne cokolade sa 75 % kakao-delova imaju najnize
vrednosti svih odredivanih reoloskih parametara, posebno plasticnog i prividnog
viskoziteta, $to je prvenstveno uzrokovano visokim sadrzajem masti (tabela 14, Rezwiltati
odredivanja osnovnog hemijskog sastava), koja oblaze Cvrste Cestice 1 olakSava kako zapocinjanje
toka (prinosni napon), tako i nastavak proticanja (plasticni viskozitet) cokoladne mase
(Afoakwa i sar., 2007). Utvrdene vrednosti viskoziteta po Casson-u za ovu vrstu cokolada
slazu se sa literaturnim navodima, jednako kao 1 rezultati dobijeni za mlecne cokolade, koje
su viskoznije zbog prisustva 1 svojstava mleka u prahu (Zyzelewicz i sar, 2010). Konkretno,
veoma sitne cestice mleka u prahu, velicine do 4 um, pogorsavaju svojstva proticanja i
povecavaju viskozitet, zbog toga §to dovode do povecéanja specificne povrsine (Gavrilovic,
2003). Crne cokolade sa 44 % kakao-delova su na osnovu reoloskih parametara izmedu
prethodno navedenih vrsta ¢okolada, s tim §to su, bez obzira na odsustvo mleka, blize
mlecnim cokoladama, $to ne iznenaduje, s obzirom da su po sadrzaju masti (kao i Secera)
pribliznije njima nego crnim ¢okoladama sa 75 % kakao-delova.

Poznato je da porast sadrzaja vlage pojacava interakcije izmedu cestica Secera sto je
prouzrokovano stvaranjem tankog sloja sirupa na povrsini njihovih kristala (Beckerz, 2002;
Nebesny i sar., 2007). Navedeno dovodi do povecanja viskoziteta i za sobom povlaci niz

tehnoloskih i ekonomskih nedostataka. Medutim, kako je utvrdeni sadrzaj vlage u
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kontrolnim i ¢okoladama sa probioticima bio veoma nizak (ispod 1%) (tabela 14, Rezultati
odredivanja osnovnog hemijskog sastava), i kako se radi o vezanoj vodi, uticaj na svojstva toka
analiziranih uzoraka ¢okolada bio je neznatan.

Na osnovu prikazanih rezultata, evidentno je da je inkluzija probiotskih BMK u
vecoj meri delovala na prinosni napon, koji predstavlja vise odraz delovanja sila izmedu
¢vrstih Cestica, odnosno, razdaljine izmedu njih (Afoakwa i sar., 2007), nego na plasticni i
prividni  viskozitet, koji nisu pretrpeli vece promene. Zbog toga je dodatak ovih
komponenata, kao nove disperzne faze, uslovio povecanje meducesticnih interakcija, i
posledi¢no, povecanje energije koja je potrebna za pocetak proticanja cokoladne mase.
Navedeno je narocito bilo uocljivo pri inkorporiranju probiotskih preparata koji su se
odlikovali nesto krupnijim cesticama, 1 to kod onih vrsta ¢okolada koje su imale najmanji
sadrzaj masti koji bi kompenzovao povecanje sadrzaja ¢vrste faze. Ilustrativan primer za to
je uzorak crne ¢okolade sa 44 % kakao-delova sa L. acidophilus NCFM® (MD) posle 180
dana skladiStenja, kod koga je utvrden izraziti skok prinosne vrednosti i primetnija
odstupanja na krivoj proticanja (tabela 29 1 grafik 54), a koji spada u grupu uzoraka sa
najmanjim ukupnim sadrzajem masti (tabela 14, Regultati odredivanja osnovnog  hemijskog
sastava).

Smanjenje veli¢ine cestica dovodi do povecanja reoloskih parametara, zbog
povecanja specifice povriine usitnjenih cestica i nemogucénosti njihovog potpunog
oblaganja kakao-maslacem. U prikazanom eksperimentu probiotici u vidu liofilizovanih i
inkapsulisanih preparata su ukljuceni u cokoladne mase bez istovremenog povecanja
sadrzaja masti. To, prakticno, znaci da je ista kolicina masti za oblaganje cestica bila na
raspolaganju i u cokoladama standardnog sastava i u onima sa probioticima kod kojih je
povecan odnos disperzne prema kontinualnoj fazi. U tom smislu, izvesno povecanje
pokazatelja toka se moglo ocekivati. Pojava da su probiotske bakterije sa vecim cesticama
vise uticale na povecanje prinosnog napona moze biti povezana sa distribucijom ¢vrstih
cestica po veli¢ini i njenim uticajem na reoloske karakteristike. Naime, kako navodi Stauffer
(1998) osim pogodnosti koje ispoljava prisustvo cestica razlicitih velicina na svojstva
proticanja, vazan je nacin njihovog medusobnog pakovanja. Ukoliko se ¢estice mogu ¢vrsto
pakovati jedne pored drugih, nije potrebna dodatna koli¢ina kakao-masti za snizavanje

prinosnog napona i plasticnog viskoziteta. Moze se pretpostaviti da je inkorporiranjem
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liofilizata probiotskih kultura sa vedim cesticama doslo do promene u nacinu pakovanja
Cestica, $to se odrazilo na koli¢inu energije potrebnu za zapocinjanje toka. Sa druge strane,
probiotici su dodati razli¢itim ¢okoladnim masama u momentu kada su postupci rafinacije
1 konciranja ve¢ obavljeni, i bez primene mesalica ili homogenizatora, zbog ¢ega je moguce
da je doslo do aglomeracije krupnijih cestica probiotika (Dophilus) koje se nisu gusto
pakovale sa ostalim ¢vrstim cesticama prisutnim u ¢okoladama, zbog ¢ega su vrednosti
prinosnog napona bile nesto vece u odnosu na kontrolne uzorke, ali i u odnosu na uzorke
sa drugim probioticima finije granulacije (Bifido, L.3), koje su se bolje uupakovale.
Medutim, ne treba izgubiti iz vida i ¢injenicu da navedena pojava nije predstavljala pravilo, 1
da vecina analiziranih uzoraka cokolada nije imala znatnije poremecaje u reoloskim
svojstvima toka. Krupnije Cestice imaju manji uticaj na snizavanje prinosnog napona kod
cokolada sa manjim sadrzajem masti, nego kod onih koje imaju viSe masti (Afoakwa, 2010).
Ovo se narocito odnosi na crne ¢okolade sa 75 % kakao-delova, koje su ispoljile najmanje
promene reoloskih svojstava tokom celokupnog ekpserimenta. Pored probiotskih prahova
finije granulacije (kakvi su Bifido i, pogotovo, L3) 1 preparati vece granulacije (Dophilus)
uklopili su se u ¢okoladnu masu sa 75 % kakao-delova ne izazvavsi izrazitije povecanje
prinosnog napona i plastiénog viskoziteta. Ovo, verovatno, stoga $to su ove cokolade u
svom sastavu imale dovoljnu koli¢inu prisutne masti za oblaganje i nesto grubljih cestica,
¢ime je omoguceno nesmetano proticanje.

Sve pomenuto namece pitanje homogenosti dobijenih uzoraka, odnosno nacina
inkorporiranja koje se mogu smatrati jednim od osnovnih uzrocnika promena reoloskih
svojstava, pre svega prinosne vrednosti. Imajuéi u vidu samo minimalne promene
viskoziteta analiziranih uzoraka cokolada sa probioticima u odnosu na kontrolne, koje se
nisu uvek ogledale u povecanju, kao i konstatovane vece vrednosti prinosnog napona u
pojedinim slucajevima, koje, ipak, ne predstavljaju drastican porast, moze se zakljuciti da je
obogacivanje razli¢itih vrsta cokolada sa probiotskim bakterijama moguce izvesti bez
znacajnijth promena reoloskih parametara. Primena efikasnijih tehnika mesanja i
prilagodavanje raspodele ¢vrstih cestica po veli¢ini predstavljaju dobar putokaz ka dobijanju

funkcionalnih ¢okolada vrhunskog kvaliteta.
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5.8. REZULTATI ANALIZA AMBALAZNIH MATERIJALA

5.8.1. Rezultati odredivanja debljine ambalaznih materijala

Debljina ambalaznih materijala utice na njihova fizicko-mehanicka svojstva, kao 1 na
zaStitne osobine. Ujednacenost debljine ukazuje na kvalitet ambalaznog materijala i
mogucnost pravilnog formiranja ambalaznih jedinica.

Debljina materijala odredivana je samo kod uzorka 1, odnosno $tampane lakirane
aluminijumske folije, buduci da je ona predstavljala primarnu ambalazu. Izmerene vrednosti

za debljinu uzorka 1 date su u tabeli 30.

Tabela 30. Izmerene debljine primarnog ambalaznog materijala Stampane
lakirane aluminijumske folije (um)

Redni br. Pozicija merenja
merenja Ukupno
I 1I 111 v \ VI VII VIII
1 13.00 12.00 12.00 13.00 12.00 12.00 12.00 12.00 12.25
2 12.00 12.00 12.00 13.00 12.00 12.00 12.00 13.00 12.25
3 12.00 13.00 12.00 14.00 12.00 12.00 13.00 12.00 12.50
4 12.00 12.00 12.00 13.00 12.00 12.00 13.00 12.00 12.25
5 12.00 13.00 12.00 13.00 12.00 13.00 14.00 12.00 12.62
Xer 12.37+0.17

Rezultati pokazuju ujednacenost debljine uzorka po pozicijama. Ujednacenost
debljina je pozitivno svojstvo ambalaznog materijala i jedan od uslova za uspe$nu primenu
ovog materijala. Prosecna izracunata debljina materijala 12.37 pm, sto odgovara nominalnoj

debljini od 12 pm.
5.8.2. Rezultati odredivanja povrsinske mase
ambalaznih materijala

Odreden je sastav materijala, kao i njihove povrsinske mase. Masa po jedinici

povrsine predstavlja osnovno svojstvo ambalaznog materijala koje utice na pravilnost
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formiranja ambalaZe, na ponasanje pri transportu i skladiStenju, §to moze da bude od

posebne vaznosti prilikom pakovanja ¢okolada koje sadrze osetljive komponente kakvi su

probiotici. Rezultati su prikazani u tabelama 31 1 32.

Tabela 31. Masa po jedinici povtsine ambalaznog materijala (g/ rnz) za uzorak 1

Redni br. M A TERTIT]JAL(@gm
merenja Boja Al Lak Ukupno
1 0.98 33.12 3.40 37.50
2 1.02 33.02 3.31 37.35
3 1.07 33.17 3.36 37.60
4 1,02 33.12 3.43 37.57
5 0.98 33.12 3.37 37.47
Xer 1.01+0.04 33.11+0.05 3.3710.04 37.50%+0.10

Dobijeni sastav ambalaznog matetijala oznacenog kao uzorak 1 je boja/Al/lak.

Ukupna povrsinska masa prosecno iznosi 37.50 g/m’.

Tabela 32. Masa po jedinici povrine ambalaznog materijala (g/m? za uzorak 2

Redni br. M A TE R T ]J A L(@gm
merenja Boja Karton Ukupno

1 14.35 212.50 226.85

2 14.28 211.57 225.85

3 15.02 212.75 227.77

4 14.18 213.22 227.40

5 14.18 211.32 225.50

Xee 14.40£0.35 212.28+0.79 226.67%0.10

Dobijeni sastav ambalaznog matetijala oznacenog kao uzorak 2 je boja/katton.

Ukupna masa po jedinici povrsine proseéno iznosi 226.67 g/m”.

5.8.3. Rezultati odredivanja zatezne jacine i izduzenja pri kidanju

Zatezna jacina i izduzenje pri kidanju su vrlo bitne mehanicke karakteristike

ambalaznih materijala koje odreduju ponasanje materijala na pakerici 1 otpornosti pri
manipulaciji 1 skladitenju. Rezultati ispitivanja ovih mehanickih karakteristika, za ispitivane

ambalazne materijale, prikazani su u tabelama 33 1 34.
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Tabela 33. Zatezna jacina 1 izduzenje pri kidanju za uzorak 1

_ UZDUZNO POPRECNO
Redni br. — IR — IR T
metenja Zatezna jacina Izduzenje pri kidanju Zatezna jacina Izduzenje pri kidanju
(N/15mm) (%) (N/15mm) (%)
1 15.30 4.08 12.10 9.11
2 15.40 3.97 11.50 8.09
3 15.20 4.11 12.90 10.03
4 15.30 4.61 11.30 9.45
5 15.60 3.57 11.90 8.43
Xee 15.36£0.15 4.07£0.37 11.94£0.62 9.02+0.78
Tabela 34. Zatezna jacina i izduzenje pri kidanju za uzorak 2
. UZDUZNO POPRECNO
Redni br. — — — - — — — -
merenja Zatezna jacina Izduzenje pri kidanju Zatezna jacina IzduzZenje pri kidanju
(N/15mm) (%) (N/15mm) (%)
1 194.60 2.56 123.50 5.61
2 186.20 2.48 121.10 5.55
3 180.40 2.72 123.20 5.55
4 180.40 2.88 123.40 5.83
5 180.90 2.96 125.90 5.69
X 184.50+6.15 2.7240.20 123.42+1.70 5.65%0.12

Dobijeni rezultati za mehanicke karakteristike su u skaldu sa prirodom analiziranih

ambalaznih materijala i njthovim debljinama.

5.8.4. Rezultati odredivanja propustljivosti
gasova ambalaznih materijala

Propustljivost gasova zavisi od prirode materijala 1 gasa, a direktno je

proporcionalna razlici koncentracija na povrsinama ambalaznog materijala i temperaturi, a

obrnuto propotcionalna debljini ambalaznog matetijala. Izrazava se kao ml/ m?/24h.

Tabela 35. Propustljivost gasova kod analiziranih uzoraka [ml/(m*/24h)]

Uzorak Propustljivost gasova [ml/(m?/24h)]
COz (0)) N> vazduh
! 8.1 00 6.2 26
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Propustljivost gasova radena je samo za primarni ambalazni materijal, dakle,
stampanu 1 lakiranu aluminijumsku foliju. Rezultati su pokazali da je navedeni materijal

nepropustan za kiseonik, a neznatno propustljiv za ostale ispitivane gasove i vazduh.

Ambalazni materijal sa ovako dobrim barijernim svojstvima se moze primeniti za
pakovanje cokolada sa probioticima, jer se moze ocekivati da obezbedi dug rok odrzivosti

upakovanih proizvoda.

5.8.5. Rezultati odredivanja hermeti¢nosti vara

Hermeti¢nost ima smisla samo kod uzorka 1, jer je formiranje primarne ambalaze
izvedeno termozavarivanjem. Vizuelnim pregledom formiranih varova, zapazeni su

nedostaci u vidu nabora, lose formiranje na poziciji uglova.

Ispitivanjem hermeti¢nosti varova, metodom mikroporoznosti, konstatovano je da
su svi varovi nehermeti¢ni, na poziciji uglova (zapazenih vizuelnih mana). Navedeno,
svakako, predstavlja nedostatak kod pakovanja cokolada sa probioticima, jer 1 pored
nepropustljivosti samog primarnog ambalaznog materijala za gasove, oni ipak mogu dod¢i u
dodir sa proizvodom i uticati na njegovu odrzivost. U tom smislu se moze pretpostaviti da
je nehermeti¢nost vara na primarnom ambalaznom materijalu predstavljala jedan od
mogucih uzroka osetnijeg pada broja aktivnih celija pojedinih probiotika, a narocito

bifidobakterija koje su posebno osetljive na dejstvo kiseonika.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu izvrsenih ispitivanja, dobijenih i prodiskutovanih rezultata, mogu se izvesti
slededi zakljucci:

A Preliminarnim ogledom sprovedenim u okvitru ove doktorske disertacije ustanovljene su
optimalne koncentracije upotrebljenih probiotika koja obezbeduje dovoljan broj
vijabilnih ¢elija i dobar senzorni kvalitet razlicitih vrsta cokolada. Za soj Lactobacillus
acidophilus NCFM® (D) u liofilizovanoj formi utvrdena optimalna koli¢ina iznosila je 3.50
g/kg cokoladne mase, probiotska kultura Bifidobacterium lactis HNO19 (B), takode u
obliku liofilizata, dodata je u koncentraciji od 1.75 g/kg, dok je mikroinkapsulisana
meSavima kultura (Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus i Bifidobacterium breve)

DUOLAC MIX L3 u ¢okoladne mase razli¢itog sastava uneta u koli¢ini od 3.50 g/kg.

A Tokom glavnog ckspetimenta vijabilnost liofilizovanih i  miktionkapsulisanih
probiotskih kultura u mle¢nim 1 crnim (sa 44 % i 75 % kakao-delova) ¢okoladama, bez
obzira na opadanje tokom vremena, je, generalno, bila dobra na obe posmatrane

temperature (4°C 1 20°C) tokom 180 dana skladistenja.

A Liofilizovani probiotski soj L. acidophilus NCFM® (D) imao je dobru vijabilnost u svim
ispitivanim vrstama ¢okolada, bududi da se broj ¢elija odrzao na funkcionalnom nivou

(8-7 log cfu/g) tokom 180 dana skladistenja.

A Najnizu vijabilnost ispoljila je liofilizovana kultura B. /actis HNO19 (B), ¢iji je broj sa
pocetnih 8 log cfu/g opao za jednu logaritamsku jedinicu posle 30 dana, kako na
temperaturi hladenja tako i na sobnoj temperaturi, a potom i na 6 log cfu/g posle 90
dana skladistenja, ¢ime je i rok funkcionalnosti cokolada koje je sadrze ogranicen na
navedeni vremenski period.

A U pogledu vijabilnosti najbolji u¢inak imale su mikroinkapsulisane kulture DUOLAC
MIX L3, sto je bilo 1 ocekivano, pre svega zbog toga s§to se radi o mesavini tri soja, Ciji je
ukupan broj celija bio na funkcionalnom nivou tokom celokupnog eksperimenta, kao i

zbog primenjenih tehnika zastite od uticaja spoljnih faktora, sprovedenih tokom
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mikroinkapsulacije, odnosno primene proteinskog i polisaharidnog omotaca, kojima se
obezbeduje dodatna stabilnost. Broj ¢elija L. acidophilus iz mes$avine 1.3, odrzao se na
nivou od 8 log cfu/g tokom 180 dana, u svim ispitivanim vrstama cokolada i na obe
temperature skladistenja (4°C 1 20°C). Sli¢no se odnosi i na bakterije S. thermophilus iz
mesavine L3 u mle¢nim cokoladama (8 log cfu/g) pri primenjenim rezimima Cuvanja.
Medutim, u crnim ¢okoladama sa 44 % 175 % kakao-delova 150. dana skladistenja doslo
je do opadanja broja streptokoka u uzorcima cuvanim na temperaturi frizidera, dok je na
20°C do redukovanja njihovog broja doslo 120. dana, a potom je 150. dana utvrdeno
smanjenje za jo$ jednu logaritamsku jedinicu, da bi na samom kraju eksperimenta njthov
broj bio 6 log cfu/g. Pocetni broj Celija soja Bifidobacterium breve bio je znatno nizi u
odnosu na ostale kulture iz mesavine (6 log cfu/g) i ostao je u navedenom podrudju u tri
vrste ¢okolada tokom 90 dana skladistenja na 4°C, kao i u mlecnim cokoladama na
20°C, dok je kod crnih cokolada cuvanih na sobnoj temperaturi vijabilnost
bifidobaktetija opala na 5 log cfu/g posle 30 dana skladistenja. U poslednjem petiodu
ispitivanja (180. dana) broj bifidobakterija bio reda velicine 3 log cfu/g u svim
ispitivanim uzorcima cokolada. Manji stepen prezivljavanja bifodobakterija u odnosu na
laktobacile i streptokoke iz mikroinkapsulisane mesavine L3 donekle je nadomesten
prisustvom preostala dva probiotska soja, u smislu da ne dovodi do skracivanja perioda

funkcionalnosti ¢okolada.

A Mada je u odredenom broju slu¢ajeva bolja vijabilnost probiotskih baktertija utvrdena na
nizoj temperaturi skladiStenja, pojava suprotnih podataka kod pojedinih analiziranih
uzoraka c¢okolada, ukazuje da se ne radi o pravilu. Nase istrazivanje pruzilo je potvrdu
da se ¢okolade sa probioticima mogu skladistiti i na sobnoj temperaturi, bez bojazni od
drasticnog pada funkcionalnosti proizvoda. Navedeno je od posebnog znacaja za
trgovce 1 potrosace, s obzirom da se cokolade najcesce 1 cuvaju na ambijentalnoj

temteraturi, znatno cesée nego na temperaturi hladenja.

A Upotrebljene liofilizovane probiotske baktetije L. acidophilus NCFM® (D) i B. lactis
HNO019 (B), kao i mesavina mikroinkapsulisanih probiotskih kultura DUOLAC MIX L3
(L. acidophilus, St. thermophilus i B. breve) nisu uticale na promenu osnovnog hemijskog

sastava ispitivanih uzoraka mle¢nih i crnih (sa 44 % i 75 % kakao-delova) c¢okolada, s
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obzirom da se sadrzaj proteina, masti i ugljenih hidrata, kod cokolada sa dodatim

probioticima nije znacajnije razlikovao od kontrolnih uzoraka.

A Na osnovu rezultata senzornog ocenjivanja, svi ispitivani uzorci mleénih i crnih
cokolada sa dodatim probioticima (D, B, L.3), pripadali su kategoriji odlicnog kvaliteta,
tokom 180 dana skladistenja na temperaturi od 20°C. Dodati probiotici nisu uzrokovali
pojavu sivljenja, niti su doveli do nastanka stranog ukusa i mirisa kod analiziranih
uzoraka cokolada. Od teksturalnih svojstava najcesce su bila izmenjena geometrijska
svojstva, posto je kod pojedinih uzoraka u odredenim intervalima ispitivanja,
konstatovano prisustvo zrnavosti. Navedeno je uslovljeno nesto ve¢om granulacijom
pojedinih probiotika, kao §to je L. acidophilns NCFM® (D), kod kojih je zrnavost najéesce
1 uocena tokom senzornog ocenjivanja, kao i nedovoljnom disperznoséu dodatih
kultura, bududi da je ponekad njihovo prisustvo bilo moguce detektovati, a ponekad
nije, $to namece pitanje primene drugacijth nacina inkorporiranja. Ipak, ocenjivacka
komisija je bila saglasna da prisustvo zrnavosti ne dovodi do znacajnijeg opadanja
ukupnog senzornog kvaliteta 1 ne bi trebalo da bude razlog eventualnog odbijanja proizvoda
od strane potrosaca. Generalno se moze konstatovati da su razlike u ocenama senzornog
kvaliteta analiziranih uzoraka cokolada vise posledica njihovog razlicitog sastava,
odnosno vrste kojoj pripadaju po sadrzaju osnovnih grupa jedinjenja i udela kakao-
delova, nego dodatih probiotskih bakterija. Osim toga, postepeno smanjenje ocena za
pojedina senzorna svojstva rezultat je uobicajenih promena na cokoladama tokom
dugotrajnog skladistenja i ne moze biti pripisano inkluziji probiotskih kultura. Na
osnovu svega navedenog, moze se izvesti zakljucak da dodatak probiotskih sojeva, bilo
liofilizovanih ili inkapsulisanih, u razlic¢ite vrste cokolada, ne dovodi do bitnijeg
remecenja senzornih svojstava, te da cokolade zadrzavaju odlican senzorni kvalitet do

kraja eksperimenta.

A Rezultati instrumentalnog odredivanja karakteristika kvaliteta boje analiziranih ¢okolada
sa probioticima u tri sistema definisanja boje (u CIE, CIE L'a’b i Hinter-ovom
sistemu) pokazuju da su razlike u vrednostima parametara uslovljene vrstom cokolada,
odnosno sadrzajem kakao-delova, zaravnjenoscu povrsine cokoladnih tabli (gornja ili

donja povrsina), kao 1 pozicijom merenja. Vrednosti srednje reflektance (Y %) i
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psihometrijske svetlosti (I."i Ly, ), su se menjale sa odmicanjem vremena skladistenja, ali
bez vecih odstupanja od proseka, i svakako bez permanentnog povecanja koje bi
ukazalo na razvoj pojave sivljenja. Dakle, moze se zakljuciti da inkorporiranje probiotika
u cokolade razlic¢itog sastava nije uzrokovalo sivljenje istih. Navedeno predstavlja vazan
zakljucak s obzirom na moguc uticaj probiotika na kristalografsku strukturu masti.
Prema vrednostima dominantne talasne duzine (A), a na osnovu dijagrama
hromatic¢nosti, svi analizirani uzorci ¢okolada (sa i bez probiotika) su pripadali istom —
narandzastom delu spektra, u svim periodima ispitivanja tokom skladistenja od 180
dana. Konacno, treba istaci da rezultati ocene karakteristika kvaliteta boje gornje 1 donje
povrsine analiziranih uzoraka cokolada, dobijeni primenom tristimulusne kolorimetrije
pokazuju dobru saglasnost sa senzornim ocenjivanjem istih karakteristika, 1
omogucavaju precizno pracenje i najmanjih promena boje. Ocenjivanje boje preko vise
izmerenih parametara daje moguénost Sire primene metode za objektivho ocenjivanje

kvaliteta ¢okolada.

A Iz rezultata analize termalnih svojstava ispitivanih uzoraka cokolada diferencijalnom
skeniraju¢om kalorimetrijom proizilazi da dodatak probiotskih bakterija nema uticaja na
vrednosti entalpije topljenja i kristalizacije (AH,,, AH,), a svakako ne dovodi do njihovog
povecanja u odnosu na kontrolne uzorke bez probiotika. Slicno se uocava i na osnovu
dobijenih vrednosti ostalih termodinamickih parametara topljenja i kristalizacije (T, T,,,
T, T..0), zbog cega se namece zakljucak da dodatak probiotika nema znacajnijeg uticaja
na termalna svojstva razlicitih vrsta cokolada, ve¢ da uocene razlike poticu od sastava mle¢nih

1 crnih (sa 44 % 175 % kakao-delova) ¢okolada, pre svega, njihovog sadrzaja masti.

A Na osnovu rezultata sadrzaja ukupnih i pojedinac¢nih grupa fenola (ukupnih flavonoida,
flavan-3-ola i proantocijanidina) i antioksidativne aktivnosti ispitivanih uzoraka razlicitih
vrsta ¢okolada sa i bez dodatka probiotskih bakterija, potvrdeno je su ekstrakti onih
uzoraka koji su imali najviSe kakao-delova takode sadrzavali i najviSe fenolnih
komponenata i istovremeno ispoljavali najveci antioksidativni kapacitet 7z vitro odreden
FRAP i ABTS metodama. U ovom doktorskom radu nova, polarografska metoda (HPS)
po prvi put je primenjena za odredivanje AO kapaciteta ekstrakata cokolada. Na osnovu

visokih koeficijenata korelacije HPS metode sa standardnim metodama i sadrzajem
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polifenolnih jedinjenja, potvrdena je njena validnost i moguénost primene i na kakao-
proizvode. Nadalje, moze se konstatovati da prisustvo probiotskih kultura nije imalo
uticaja, kako na sastav ukupnih i pojedina¢nih klasa fenola, tako ni na antioksidativou
aktivnost ispitivanih uzoraka cokolada unutar iste vrste. Antioksidativna aktivnost svih
uzoraka cokolada, sa probioticima i bez njih, merena neposredno po zavrsetku
proizvodnog procesa, ne razlikuje se znacajnije od one utvrdene kod uzoraka koji su
stajali u odgovarajuéim uslovima 90, odnosno 180 dana. Odsusutvo vremenske
zavisnosti antioksidativne aktivnosti kontrolnih 1 uzoraka cokolada sa probioticima,
predstavlja jos jednu potvrdu da probiotske bakterije ne remete AO potencijal ¢okolada
u koje su inkorporirane. Takode, prema podacima za oksidacionu stabilnost masti
ekstrahovanih iz analiziranih uzoraka ¢okolada, dobijenim primenom DSC, evidentno je
da ona korelira sa prisustvom antioksidanasa koji usporavaju oksidacione procese,
buduéi da su duze indukcione vreme oksidacije (OIT) i vise temperature pocetka
oksidacije (OOT) utvdene kod uzoraka sa veéim sadrzajem polifenolnih jedinjenja.
Dodatak probiotskih kultura nije ispoljio veée dejstvo na oksidativnu stabilnost masti u

okviru iste vrste ¢okolada.

A S obzirom da prisustvo probiotika predstavlja dodatnu disperznu fazu u ¢okoladnim
masama razli¢itog sastava, posebno interesantno je bilo ispitivanje njihovih reoloskih
svojstava, nakon proizvodnje i tokom skladistenja. Upotrebljene probiotske bakterije,
generalno, nisu dovele do izmene reoloskih karakteristika cokolada u znacajnijoj meri. U
svim periodima ispitivanja (0-30, 90 1 180 dana), dobijeni su veoma visoki korelacioni
koeficijenti sa Casson-ovim modelom proticanja, a vrednosti reoloskih parametara su, u
najve¢em broju slucajeva, odgovarale tipu cokolada. Variranje vrednosti u okviru vrste
bila su najmanje uocljiva kod crnih ¢okolada sa 75 % kakao-delova, potom kod crnih sa
44 % kakao-delova, dok su nesto izrazenija bila u grupi mlecnih cokolada. Pored toga,
inkluzija probiotskih kultura ispoljila je veéi efekat na prinosni napon, nego na plasti¢ni 1
prividni viskozitet razli¢itth ¢okoladnih masa, koji nisu pretrpeli osetnije promene.
Navedeno je bilo narocito uocljivo pri inkorporiranju probiotika koji su se odlikovali
nesto krupnijim cesticama (D), i to kod onih vrsta cokolada koje su imale najmanju
kolicinu masti koja bi kompenzovala povecanje sadrzaja cvrste faze (M). Medutim,

navedena pojava nije detektovana u kontinuitetu, s obzirom na to da vecina analiziranih
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uzoraka cokolada nije pretrpela izrazenije promene u pogledu reoloskih karakteristika.
Povecanje vrednosti prinosnog napona koje je konstatovano u pojedinim slucajevima,
se, osim granulacije samih probiotika i njihovog uticaja na nacin pakovanja cvrstih
Cestica, moze pripisati i nedovoljnoj homogenosti proizvedenih uzoraka, koja je
pogodovala agregaciji Cestica. Imajuci u vidu da se viskozitet cokolada sa probioticima
nije znatnije menjao u odnosu na kontrolne cokolade, moze se zakljuciti da je
obogacivanje razlicitih vrsta cokolada sa probiotskim bakterijama, u liofilizovanom ili
mikroinkapsulisanom obliku, moguce izvesti bez izrazitijih povecanja reoloskih
parametara. Primena efikasnijih tehnika mesanja i prilagodavanje raspodele cvrstih
Cestica po velicini svakako bi smanjilo moguénost odstupanja u vrednostima prinosnog

napona.

A Analiza ambalaznih materijala upotrebljenih za pakovanja ispitivanih vrsta ¢okolada sa
probioticima, koja je obuhvatala utvrdivanje fizicko-mehanickih karakteristika,
odredivanje propustljivosti gasova i hermeticnosti vara, je pokazala da su ambalazni
materijali zadovoljili kriterijume u pogledu svih ispitivanih svojstva, sa izuzetkom
hermeti¢nosti vara. Nehermeti¢nost vara na primarnom ambalaznom materijalu moze
biti jedan od moguc¢ih uzroka opadanja broja aktivnih celija pojedinih probiotika u

razlicitim vrstama cokolada, sto se posebno odnosi na bifidobakterije.

A Imajuéi u vidu sve do sada izlozeno, a na temelju rezultata dobijenih u uslovima
prikazanog eksperimenta, nepobitno je dokazano da je moguce proizvesti razlicite vrste
cokolada sa probioticima, koje, zbog objedinjenih terapeutskih efekata dodatih
probiotika i prisutnih polifenolnih jedinjenja, predstavljaju novi proizvod sa
funkcionalnim svojstvima. Dalja istrazivanja u ovoj oblasti bi trebalo usmeriti na
iznalazenje efikasnijih tehnika dispergovanja probiotika, §to bi doprinelo dobijanju
proizvoda vrhunskog kvaliteta i omogucilo kontinualnu proizvodnju u industrijskim
uslovima. Generalno se moze zakljuciti da razvoj tehnologije proizvodnje ¢okolada sa
probioticima, svakako ima perspektivu, ne samo sa aspekta prosirenja asortimana
konditorskih proizvoda, ve¢ i sa aspekta prilagodavanja potrebama potrosaca koje su,

sve vise, u skladu sa savremenim trendovima proizvodnje funkcionalne hrane.
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PRILOG

Tabela P1. Rezultati Tukey-evog testa za ocenjivanje senzornih svojstava mlecnih ¢okolada
sa probioticima tokom skladistenja od 180 dana

1ZGLED TEKSTURA A ROMA
Tvrdoca,|
Vreme Boja. sjaj,| lomljivost,
skladistenjal oblik,| Zvakljivost, Vlaznost,|

Uzorak (dani) povrsina] adhezivnost] Zrnavost masnost) ‘Topivost Miris Ukus
5.00% 4.75% 3.55% 4.90+ 4.85% 5.00+ 4.70%
IMLD 0-30 0.00¢ 0.18ab 0.21¢ 0.144) 0.22a¢ 0.004| 0.214
4.75% 5.00% 4.75% 4.80+ 4.90% 5.00% 4.60%
MLB 0-30 0.18abc¢ 0.00b] 0.18ab 0.21ab| 0.144 0.004j 0.144
5.00% 5.00% 4.90% 4.90% 4.90% 5.00% 4.80%
ML L3 0-30 0.00¢ 0.00b] 0.14b| 0.144) 0.144) 0.00: 0.214)
4.60x 4.40% 4.45% 4.70x 4.55% 4.90% 4.60x
MLD 90 0.14ab) 0.38a¢ 0.274 0.21ab|  0.11abd 0.14ad 0.294
4.70% 4.70+ 4.75% 4.60+ 4.75% 4.80% 4.504
IMLB 90, 0.21ab 0.21ab)| 0.18ab 0.14ab|  0.25abd  0.11abg 0.184
4.80% 4.75% 4.85% 4.70% 4.65% 4.95% 4.70%
ML L3 90 0.21bc 0.18ab 0.14b| 0.21abl  0.14abg 0.114 0.214

4.50+ 4.25% 4.40% 4.60t 4.50% 4.65% 4.55+

MLD 180 0.00a 0.25¢ 0.22a 0.14ab 0.00bc 0.14b 0.21a

4.50% 4.50% 4.75% 4.50% 4.60% 4.70% 4.40%

MLB 180 0.00a 0.00ac 0.18ab 0.00b | 0.22abc 0.11bc 0.22a

4.70% 4.60% 4.75% 4.60% 4.40% 4.80% 4.70%

ML L3 180 0.11ab 0.14abc 0.00ab 0.14ab 0.22b | 0.11abc 0.21a

“Vrednosti po koloni pokazuju razlike u ispitivanom senzornom svojstvu mle¢nih
razli¢itim probioticima tokom skladistenja od 180 dana;

¢okolada sa dodatim

“Vrednosti sa istovetnim slovima po koloni ne razlikuju se statisticki znac¢ajno na nivou p<0.05.
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Tabela P2. Rezultati Tukey-evog testa za ocenjivanje senzornih svojstava crnih ¢okolada
(44 % kakao-delova) sa probioticima tokom skladistenja od 180 dana

1ZGLED TEKSTURA A ROMA
Tvrdoca,|
Vreme| Boja. sjaj| lomljivost,
skladistenja oblik,| Zvakljivost, Vlaznost|

Uzorak (dani) povrsina adhezivnost] Zrnavost masnost] Topivost Miris Ukus
4.90+ 4.80+ 4.00% 4.90+ 4.55% 5.00% 4.95%
MD 0-30 0.144 0.21ab)| 0.18¢ 0.14ab) 0.214 0.00 0.114
4.85+ 4.90+ 4.60+ 4.95+ 4.60% 5.00% 4.601
MB 0-30 0.144 0.144 0.144 0.114 0.224 0.004j 0.14bd
4.80% 4.70% 4.70% 4,95+ 4.50% 5.00% 5.00%
IML3 0-30 0.21ab 0.27ab 0.212) 0.114 0.352 0.004| 0.004
4.60% 4.65% 3.70% 4.75% 4.40% 4.85% 4.90%
MD 90 0.14ab 0.14ab 0.21bc 0.25ab 0.224 0.224 0.144
4.70% 4.75% 4.65% 4.85+ 4.601 4.85% 4.601
MB 90 0.21ab 0.18 ab 0.224) 0.22ab 0.224) 0.224] 0.14bg
4.75% 4.60% 4.60% 4.85% 4.304 4.95% 4.95%
IML3 90, 0.25ab 0.29 ab 0.144 0.14ab) 0.274 0.11 0.114

4.45+ 4.50% 3.55+ 4.60t 4.20+ 4.75% 4.80+

MD 180 0.11b 0.00 a 0.21b 0.14b 0.27a 0.25a 0.11ab

4.65+ 4.70% 4.60t 470t 4.55+ 4.80+ 4.50+

MB 180 0.14ab 0.11 ab 0.14a 0.21ab 0.21a 0.21a 0.00c

4.70% 4.55% 4.55% 4.80% 4.30+ 4.85% 4.85+

ML3 180 0.21ab 0.21 ab 0.11a 0.11ab 0.27a 0.14a 0.22ab

“Vrednosti po koloni pokazuju razlike u ispitivanom senzornom svojstvu crnih ¢okolada sa44 % kakao-
delova sa dodatim razlic¢itim probioticima tokom skladistenja od 180 dana;

“Vrednosti sa istovetnim slovima po koloni ne razlikuju se statisticki znac¢ajno na nivou p<0.05.
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Tabela P3. Rezultati Tukey-evog testa za ocenjivanje senzornih svojstava crnih ¢okolada
(44 % kakao-delova) sa probioticima tokom skladistenja od 180 dana

IZGLED TEKSTURA A ROMA
Tvrdoca,|
Vreme Boja. sjaj,, lomljivost,
skladistenjal oblik, Zvakljivost, Vlaznost,|
Uzorak (dani) povrsina adhezivnost Zrnavost masnost] Topivost Miris Ukus
4.85% 4,95+ 4.85% 4.90+ 5.00% 5.00% 4.85%
CD 0-30 0.22b(] 0.11d 0.144 0.144 0.00¢ 0.00 0.224
4.95+ 4.85+ 4.90+ 4.85+ 4.95% 5.00% 4.90%
CB 0-30 0.11¢ 0.14bcd 0.144 0.144 0.11bd 0.00 0.144
5.00% 4.90+ 4.80+ 4.80+ 5.00% 5.00% 4.80%
CL3 0-30 0.00c¢ 0.14cd 0.214 0.114 0.00¢ 0.004| 0.214
4.25% 4.75% 4.80% 4.80+ 4.80% 4.90% 4.70%
CD 90, 0.25ad| 0.18abcd 0.114 0.21a)  0.21abd 0.14ab 0.334
4.60% 4.65% 4.85% 4.75% 4.70% 4.80% 4.75%
CB 90 0.22ab¢ 0.14abcd 0.144) 0.184] 0.21ab 0.11ab 0.184
4.60% 4.70% 4.80% 4.70% 4.75% 4.85% 4.70%
CL3 90 0.22abc 0.21abcd 0.214 0.21a]  0.18abd 0.14ab 0.214
3.85% 4.60% 4.70% 4.65% 4.70% 4.80% 4.60%
CD 180 0.34d 0.14abc 0.11a 0.22a 0.11ab 0.21ab 0.22a
4.50+ 4.55% 4.75% 470t 4.60+ 4.70% 4.65+
CB 180 0.18ab 0.21ab 0.00a 0.11a 0.14a 0.11b 0.14a
4.50+ 4.50% 4.80% 4.70% 4.70+ 4.80+ 4.60+
CL3 180 0.18ab 0.18a 0.21a 0.21a 0.11ab 0.11ab 0.14a
“Vrednosti po koloni pokazuju razlike u ispitivanom senzornom svojstvu crnih ¢okolada sa 75 % kakao-
delova sa dodatim razlic¢itim probioticima tokom skladistenja od 180 dana;
“Vrednosti sa istovetnim slovima po koloni ne razlikuju se statisticki znac¢ajno na nivou p<0.05.
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LISTA SKRACENICA

AO Antioksidativni/antioksidativna

a, Aktivnost vode

BIFIDO ili B Probiotska kultura Bifidobacterinm lactis HNO19

BMK Bakterije mle¢ne kiseline

C Crna cokolada sa 75% kakao-delova

CB Crna cokolada sa 75% kakao-delova koja sadrzi probiotsku kulturu
Bifidobacterinm lactis HNO19

CD Crna cokolada sa 75% kakao-delova koja sadrzi probiotsku kulturu
Lactobacillus acidophilus NCFM®

CFU “Colony-forming units”, ¢elije mikroorganizama iz kojih nastaju
kolonije

CIE Internacionalna komisija za osvetljenje

CL3 Crna cokolada sa 75% kakao-delova koja sadrzi mesavinu probiotskih
kultura DUOLAC MIX 1.3

DC Jednosmerna struja

DNK Dezoksiribonukleinska kiselina

DOPHILUS ili D Probiotska kultura Lactobacillus acidophilus NCFM®

DSC Diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija

DTA Diferencijalna termalna analiza

EFSA Evropska stru¢na komisija za bezbednost

EU Evropska Unija

FAO Organizacija za hranu i poljoprivredu pri Ujedinjenim nacijama

FDA Americka asocijacija za hranu

F6PPK Fruktozo-6-fosfat-fosfoketolaza

GRAS Generalno priznati kao bezbedni

HDL Lipoproteini visoke gustine

ICA Internacionalna asocijacija za konditorske proizvode

KV Koeficient vaznosti

KZE Kapajuca zivina elektroda
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L3

LDL

M
MB

MD

ML
ML3

ML B
ML D
ML L3

NADH

NO

OHS

OIT

OOT
ORAC
p-DAC
PET/LDPE

PET-SiOx/LDPE

PGPR
QPS
SHIME
SO0
SOS
SSS

v

SCF

Mesavina probiotskih kultura DUOLAC MIX L3 (Lactobacillus
acidophilus, Streptococcus thermophilus i Bifidobacterium breve)

Lipoproteini niske gustine
Crna ¢okolada sa 44 % kakao-delova

Crna cokolada sa 44% kakao-delova koja sadrzi probiotsku kulturu
Bifidobacterinm lactis HNO19

Crna cokolada sa 44% kakao-delova koja sadrzi probiotsku kulturu
Lactobacillus acidophilus NCFM®

Mlecna cokolada sa visokim sadrzajem mleka sa 27 % kakao-delova

Crna ¢okolada sa 44% kakao-delova koja sadrzi mesavinu probiotskih
kultura DUOLAC MIX L3

Mlecna cokolada sa visokim sadrzajem mleka koja sadrzi probiotsku
kulturu Bifidobacterium lactis HNO19

Mlecna cokolada sa visokim sadrzajem mleka koja sadrzi probiotsku
kulturu Lactobacillus acidophilus NCFM®

Mlecna ¢okolada sa visokim sadrzajem mleka koja sadrzi mesavinu
probiotskih kultura DUOLAC MIX L3

Nikotinamid adenin dinukleotid

Azot monoskid

Osnovni hemijski sastav

Indukciono vreme oksidacije
Temperatura pocetka oksidacije
Kapacitet apsorbovanja radikala kiseonika
p-dimetilamino-cinamaldehid

Polietilen tereftalat/polietilen niske gustine
Polietilen tereftalat oblozen silicijum oksidom/polietilen niske gustine

Poliglicerol poliricinoleat

Kvalifikovana pretpostavka bezbednosti

Model sistem za simulaciju uslova u gastrointestinalnom traktu coveka
Monozasiceni trigliceridi

Dizasiceni trigliceridi

Trizasiceni trigliceridi

Sadrzaj ¢vrste faze
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WGO
WHO
XRD
ZKE

Svetska organizacija gastroenterologa
Svetska zdravstvena organizacija
Difrakcija X-zracima

Referentne zasic¢ene kalomelske elektrode
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povisini (tacke) tokom skladistenja od 180 dana

Vrednosti za psihometrijsku hromu po Hinter Lab sistemu (bu.) crnih
cokolada (sa 75 % kakao-delova) sa i bez probiotika na gornjoj (stubici) i
donjoj povrsini (tacke) tokom skladistenja od 180 dana
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® Jla HEcaMm Kpliuo/na ayropeka HpaBa M KOPHCTHO/A MHTEICKTYAIHY CBOJHEY
APYTHX JHUA.

Iornue jokropanga

v o
Shiada /aﬂ&’c{ 6%740/;/ Qe

VY beorpany, 04.10.02012,
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bpoj nanexca nim npujare noxropeke muceprarmje 333/12-3.4 01 24.11.2010. roaune
Cryaujexn nporpam [Ipexpambena texmonoruja
Hacnop goxropeke jricepranrje «CeH30pHA, aHTHOKCHIATHBHA H PEOJIOIIKA CBOjCTBA

PA3THYUTHX BPCTA HOK01ad ca MPpoOHOTHIMMAY

Mentop Ilpod. ap Josanka [lonor-Passuh, pegoruu npodecop

Hornucanu/a Josanxa I'. Jlamnuuh-1lerponujesih

M3japbyjem na je mramuoasa Bep3uja Moje JIOKTOPCKE JIACEPTAllMje HCTORETHA
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penosutopujyma Yuusepiurera y beorpaay.

JlosBosmaBaM a ce 0hjaBe MO JIHTHE NOJANN BE3aHHU 3a J00Mjarke aKajeMcKor 38amba
TOKTOpa HAYKa. Kao LITO CY UME U IIPe3UMe, rojIMHa U MecTo polierha 1 fatyMm ojgdpane
paaa.

OBu juMuHM TOJAI MOTY ce O0jJaBHTH HAa MpPEKHHM CTpaHHWIaMa JIATHTANHE
OubIMOTEKRE, ¥ CICKTPOHCKOM Kartaiory u y unyOmukanujama VYuusepsurera y
beorpany.

Mornxe joxTOpania

hy @?&1?@7%/6(/6‘(//6 J

Y beorpany, 04.10.02012.
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WU3jasa o kopuwhery

Opnamhyjem Yuupepsurercky Oubmmotexy ,,Crerosap Mapxoruh® na y Jururasnu
pemosuTOpHjyM Yrusepsutera y beorpaily yHece MOjy JIOKTOPEKY AHCEPTAIHY LOA
HACJIOBOM:

«CeH30pHa, aHTMOKCHIATHRHA U PEOIONIKA CBOjCTRA PA3IHIHTHX BPCTa HOKOIAA ¢a

IPODHOTHUITAMAY

K0Ja j& MOj€ ayTOpPCKo JIeno.

Aucepranmjy ca cBrM NPUIO3UMA [PEIAO/TIA CAM Y €AEKTPORCKOM (DOPMATY TOTOIHOM
34 TPAJHO APXMBHPAILE.

Mojy aokTopeky guceprandjy noxpameny y Jurataiau perozuTopujyM YHUBEP3UTCTA
y Beorpany mory sia xopucte cBr k0jn HOWITY]y ofpenbe caipiane ¥ OfabpaHom TANY
mmnenne Kpearusue sajeqpuie (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oryuno/na.

. AyToperBo

9]

- AyTOPCTRO - HEKOMEDIIH]alHO
- AYTOPCTBO — HEKOMEPIHjaTHo — 0e3 mpepajie
. AYTOPCTBO — HEKOMEPLHJATHO — JCIUTH O UCTHM YCI0RMMA

[ s Q= S N |

. Ayroperso — 6e3 npepane

o]

- AYTOPCTBO ~ AEIMTH TIOJ HCTHM YCIOBHMA

(Monmmo jla 3a0KpyKHTe caMo jepHy O IecT NOHyheHWX JMIEHLH, KPATaK ONuC
JUIEHIM 18T je Ha kpajy).

Hornue goxropania

Y Beorpany, 04.10.02012.






