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POVZETEK

V raziskovalni nalogi smo se ukvarjali s tem, v kolik8ni meri ¢okolada res vsebuje snovi, ki
podpirajo nase zdravje, zato smo ugotavljali koncentracijo polifenolov in antioksidativno
kapaciteto temne ¢okolade. Za naSe delo smo izbrali ¢okolade razli¢nih znamk in razlicnih
vsebnosti kakava [%] (85%, 90% in 99%). Skupno vsebnost polifenolov smo merili z
absorbanco svetlobe v spektrofotometru pri valovni dolzini 765 nm, antioksidativno kapaciteto
pa pri valovni dolzini 517 nm. Za meritev skupne vsebnosti polifenolov smo uporabljali F-C
reagent, za meritev antioksidativne kapacitete pa DPPH-reagent. Koncentracijo polifenolov
smo izracunali s pomocjo umeritvene krivulje z galno kislino, antioksidativno kapaciteto pa z
uporabo posebne formule. Analiza rezultatov je pokazala, da imajo ¢okolade z vecjo vsebnostjo
kakava v povprecju vecjo antioksidativno kapaciteto. Vsebnost polifenolov pa v naSem primeru

ni rasla popolnoma enakomerno z rastjo vsebnosti kakava.

Kljuéne besede: Cokolada, polifenoli, antioksidanti, DPPH-reagent, F-C reagent



ZAHVALA

Zahvaljujemo se mentorici za pomo¢ in podporo pri nacrtovanju in izvajanju eksperimentov
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naloge. Zahvala gre tudi laborantki za pomo¢ pri eksperimentalnem delu raziskovalne naloge

ter aktivu biologov za dovoljeno uporabo pripomockov.
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1 UVOD

Zgodba o cokoladi se pricenja pred nekaj tiso¢ leti v tropskih gozdovih Centralne in Juzne
Amerike. Beseda » xocoatl« (beseda za priljubljeni, grenak, ¢okoladni zvarek pri Majih)
isto¢asno odseva tudi drame svojega ¢asa, ki so povezane z Spansko osvojitvijo Novega sveta.
(Cokoladni atelje, 2019). Ceprav je Kolumb prva kakavova zrna v Evropi prinesel Ze leta 1502,
so prvo tablico ¢okolade v Evropi izdelali Sele leta 1848. Dandanes pa je ¢okolada kot sladka
sladica priljubljena po vsem svetu, zadnje Case se temna ¢okolada uveljavlja tudi kot del zdrave

prehrane.

Potrebno se je zavedati, da vec€ina ljudi raje kot po ¢rni, posega po mle¢ni ¢okoladi, ta pa v
vecini primerov vsebuje veliko kalorij, nezdravih mascob in sladkorja, zato naj bo le-ta na
jedilniku ¢im redkeje. Minerali, flavanoli in druge zdravju koristne snovi se nahajajo v kakavu,
zato delez teh v Cokoladi upada z delezem kakava. Bela cokolada kakava v prahu sploh ne
vsebuje, zato koristnih snovi iz kakava v njej ne najdemo. Prav tako je koli¢ina flavanolov
odvisna od sorte in rasti$¢a kakava, stvari pa se Se dodatno zapletejo, ¢e upostevamo dejstvo,
da se flavanoli lahko unic¢ijo tudi v postopku obdelave. Britanska Studija, v kateri so analizirali
razliéne Cokolade na trziSCu, je pokazala, da ¢rna Cokolada vsebuje obcutno vecji delez
flavanolov v primerjavi z mle¢no ¢okolado, vendar delez le-teh ni bil odvisen od odstotka
kakava v ¢rni ¢okoladi. To pomeni, da je delez flavanolov v ¢okoladi izjemno variabilen in ga

kupec ob nakupu c¢okolade ne more predvideti.

Kljub vsemu je temna ¢okolada z visokim delezem kakava Se zmeraj najboljSa izbira, saj v
povprecju vsebuje najvecje koli¢ine flavanolov, njena moc¢na aroma pa preprecuje, da bi je
pojedli 100 g naenkrat, kot to marsikomu uspe z mle¢no okolado. Se bolje kot Gokolado, je
jedem dodajati Cisti kakav v prahu, saj le-ta ne vsebuje sladkorjev in dodanih mascob. Najboljsi

nasvet za uzivanje ¢okolade pa torej ostaja: Crna &okolada v zmernih koli¢inah. (Hladnik, 2019)

Ce bi &okolado res lahko uvrstili med zdravo prehrano, sva na podlagi petih izbranih okolad
priljubljenih znamk, testirala vsebnost antioksidantov in polifenolov, saj naj bi ti imeli pozitivne

ucinke na zdravje, kot tudi zmanjSano tveganje bolezni srca in znizanje krvnega tlaka ter



zmanjSanje vnetja. Hkrati pa se z uzivanjem cokolade pridobijo vsi pozitivni ucinki uZivanja

antioksidantov, saj naj bi jih cokolada vsebovala ve¢ kot nekatero sadje.

V raziskovalni nalogi smo zato natanc¢neje primerjali in raziskali kako se vsebnosti teh

zdravilnih spojin kot so polifenoli in vsebnosti snovi, ki delujejo kot antioksidanti spreminja z

viSanjem vsebnosti kakava v ¢okoladi.

1.1

Raziskovalna vpraSanja

Ob postavljanju hipotez in ciljev smo si zastavili nekaj raziskovalnih podvprasanj, na katera

smo kasneje odgovarjali v zakljuéni razpravi. Ta vprasanja so:

1.

2
3.
4

Kaksna je vsebnost polifenolov v ¢okoladah z razli¢no vsebnostjo kakava?

Kaksna je antioksidativna kapaciteta ¢okolad z vi§jo vsebnostjo kakava?

Ali obstaja korelacija med visjo vsebnostjo polifenolov in antioksidativno kapaciteto?
Kako znamka ¢okolade vpliva na vsebnost polifenolov in antioksidativno kapaciteto

posamezne ¢okolade?

1.2 Hipoteze

Na podlagi predznanja in prebrane literature smo dolocili sledece hipoteze:

1
2
3.
4

Z visanjem koncentracije kakava se bo povecala vsebnost polifenolov.

Z viSanjem vsebnosti kakava se bo povecala antioksidativna vrednost.

Z viSanjem vsebnosti polifenolov se bo povecala tudi antioksidativna kapaciteta.
Lindt cokolada bo pri isti vrednosti vsebovala ve¢ polifenolov in vi§jo antioksidativno

kapaciteto.



1.3  Cilji raziskovalne naloge

Cilji naSe raziskovalne naloge so bili predvsem ugotoviti ¢e je korelacija med vi§jo vsebnostjo
kakava in vi§jo vsebnostjo polifenolov in antioksidantov utemeljena in ¢e zato ¢okolada spada

med uravnotezeno in zdravo prehrano in e je njeno »promoviranje« upraviceno.

To da vsebuje polifenole in antioksidante je znano, nas pa je zanimalo to za ¢okolado z vi§jo

vsebnostjo kakava Ce se te vsebnosti razlikujejo glede na znamko ¢okolade.



2 TEORETICNO OZADNJE

2.1 Cokolada

Temna ¢okolada in ¢okolada je nasploh zelo cenjeno zivilo, ki je pri ljudeh vzbudilo pozornost
ze 2000 let pred nasim Stetjem. Danes pa postaja vse popularnej$a kot pomemben del zdrave

prehrane.

Temna Cokolada vsebuje veliko hranil, ki lahko pozitivno vplivajo na naSe zdravje in
kognitnitivne procese. Pripravljena je iz semena kakavovega drevesa in je eden izmed
najboljsih virov antioksidantov na planetu. Kakavova semena pridobivajo iz ploda, nato jih
fermentirajo, posusijo in prazijo. Lupine kakavovih semen se locijo od “mesa”. Kakavova zrna
so zmleta v tekoc€ino, ki jo imenujemo ¢okoladna tekocina in lo¢ena od mascobnega dela oz.
Kakavovega masla. Cokoladna tekodina je nato obdelana do oblike ki jo poznamo kot

cokolada. (Hladnik, 2019)

Temna cokolada vsebuje 50 - 90% suhe snovi kakaovih delov, kakavovo maslo in sladkor,
medtem ko mle¢na ¢okolada vsebuje od 10 - 50% suhe snovi kakavovih delov, kakavovo maslo,
mleko v kakr$nikoli obliki in sladkor. Bela ¢okolada ne vsebuje kakavovih trdnih snovi in je

narejena iz kakavovega masla, sladkorja in mleka. (Hladnik, 2019)

2.1.1 Kemijska sestava ¢okolade

Cokolada je sestavljena iz 400 razli¢nih kemijskih spojin. Med najpomembnejse sodijo
ogljikovi hidrati, beljakovine, proste aminokisline, mascobe, minerali (natrij, kalij, fosfor,
zelezo, cink, fluor, krom, selen, magnezij, baker, itd.) voda, vitamini, balastne snovi,
psihoaktivne snovi (teofilin,triptofan...), kofein, antioksidanti, barvila, encimi in aromati¢ne

snovi. (Verbic, 2016)



NajpomembnejSa sestavina, ki kasneje postane ena izmed glavnih sestavin v ¢okoladi. Je
mascoba pridobljena iz zrn kakavovca, kakavovo maslo (Theobroma cocoa). Vsebuje

antioksidant vitamin E, ki varuje celice pred oksidativnim stresom. (Verbic¢, 2016)

2.1.2 Kako je narejena ¢okolada?

Cokolada je narejena iz jedrc fermentiranih in prazenih kakavovih zrn. Jedrca se zmeljejo, da
nastane pasta, tekoca ¢okoladna pijaca, ki se lahko strdi v kalupih, da se oblikuje grenka
cokolada (peka), stisnejo, da se zmanjsa vsebnost kakavovega masla, in nato zdrobijo, da se
naredi kakav v prahu, ali pa se zmesa s sladkorjem in dodatnim kakavovim maslom, da narediti
sladko (jedo) ¢okolado. Z dodajanjem suhega ali zgoscenega mleka sladki ¢okoladi nastane
mlecna Cokolada.Bela Cokolada, cenjena zaradi svoje bogate teksture in neznega okusa,
tehni¢no ni cokolada. Bela cokolada je narejena iz kakavovega masla z dodanimi mle¢nimi

izdelki, sladkorjem in aromami, kot je vanilija. (Hladnik, 2019)

Postopek priprave cokolade se za¢ne s pobiranjem strokov. Potem iz njih vzamejo kakavova
zrna. Izpostavijo jih soncu in zrna spremenijo svojo barvo iz kremaste v vijoli¢asto. Nato
semena razporedijo na bananine liste. Vse skupaj pustijo 5-6 dni pocivati, da semena
fermentirajo. S tem postopkom ustavijo nadaljnjo rast semen. Ko encimi in vse ostale sestavine
med seboj reagirajo ze ustvarijo prve ¢okoladne okuse in barva semen je Ze bolj podobna
kon¢nemu izdelku-cokoladi. Po fermentaciji so semena pripravljena za susenje in sicer jih
susijo na lesenih ali bambusovih tleh. Ta proces poteka od 10-20 dni. Seveda pa ta zrna tudi
obracajo, da ne bi prislo do plesnitve. Zrna po suSenju posljejo v tovarne, kjer jih o€istijo in
odstranijo kos¢ice. Pecenje poteka pri temperaturi nad 100 stopinj. Potem pa jih ohladijo, da se
ne bi prazila Se naprej. Semena dajo v drobilnico, da se lo¢ijo kos¢ice od semen. Kos¢ice potem
stisnejo in potem iz njih dobijo kakavovo maso. Na koncu ostane samo Se kakavov prah.
Naslednji del postopka je conching. Ta priprava je delo Svicarja Rodolfa Lindta. In sicer stroj
nezno trese ¢okoladno zmes, da se zmehéa in postane gladka. Cokoladno zmes prelijejo v
posode za temperiranje, kjer jo ohladijo do te mere, da je Se vedno v tekoCem stanju. Ker se

zmes hitro ohlaja se mas¢obe enakomerno porazdelijo. (Verbic, 2016)



2.1.3 Kakav

Sestava kakava je izjemno zapletena, saj zrna, sestavlja ve¢ kot 300 razlicnih kemijskih
komponent. Glavna sestavina zrn je kakavovo maslo, ki ga sestavljajo nasiceni stearinska in
palmitinska mascobna kislina ter enkrat nenasic¢ena oleinska masc¢obna kislina. Preostanek zrn,
ki ostane po ekstrahiranju olja, poznamo pod imenom kakav v prahu. Kakav v prahu je izjemno
bogat z minerali: manganom, magnezijem, Zelezom, fosforjem in cinkom. 100 g kakava v prahu
vsebuje tudi okoli 230 mg kofeina in 2057 mg teobromina, dveh alkaloidov, ki imata zaradi
vpliva na centralni zivéni sistem pozivilen u¢inek. Med pomembnejse bioaktivne sestavine
kakavovih zrn priStevamo Se flavanole (antioksidante iz druzine polifenolov), ki so v zadnjih
letih postali predmet Stevilnih znanstvenih raziskav. (Prehrana.si, 2021) Temna cokolada
vsebuje veliko organskih spojin, ki so biolosko aktivne in delujejo kot antioksidanti. Med njimi
so polifenoli, flavonoidi in katehini. Ena izmed Studij je pokazala da sta kakav in temna
cokolada vsebovala ve¢ antioksidantov, polifenolov in flavonoidov kot sadje, ki so ga

testirali. (Jakopin, 2017)

Kakav je bogat z rastlinskimi kemikalijamo, imenovanimi favonoli, ki lahko pomaga zas¢ititi
srce. Temna ¢okolada vsebuje do 2-3 krat ve¢ trdnih kakavovih delcev, bogatih s flavanoli, kot
mlecna cokolada. Kakav je v€asih obdelan z alkalijami da bi izboljSali okus in videz. Vendar
to povzroca znatno izgubo flavanolov. Naravni kakav, ki se v trgovinah nahaja na policah s

sestavinami za peko slas¢ic, ima ohranjenih najve¢ flavonoidov.

2.1.3.1 Uzivanje kakava

Uzivanje kakava se je zacelo v Ameriki in sredi 16. stoletja se je hitro razsirilo v Evropo. Poleg
tega, da je ¢okolada veljala za prijetno navado zaradi bogatega sladkega dolgotrajnega okusa,
je veljala za dobro hranilo in celo zdravilo. Tradicionalno so bile zdravstvene koristi kakava
povezane z visoko vsebnostjo antioksidantov v kakavovih zrnih Theobroma. Vendar pa je
neposreden psihoaktivni u¢inek zaradi metilksantinov v kakavu opazen. Teobromin in kofein v
razmerjih, kot jih najdemo v kakavu, sta odgovorna za vSeCnost hrane/pijace. Te spojine
pozitivno vplivajo na naSe razpoloZenje in stanje budnosti. Zdi se, da je teobromin, ki ga
najdemo v vecjih koli¢inah kot kofein, v ozadju ve¢ uc€inkov, ki jih pripisujemo uzivanju

kakava. Glavni mehanizmi delovanja so zaviranje fosfodiesteraz in blokada adenozinskih



receptorjev. Raziskujejo se nadaljnji mehanizmi za boljSe razumevanje zdravstvenih koristi,
povezanih z uZivanjem teobromina. Za razliko od tega, kar se dogaja pri drugih sesalcih,
vklju¢no s hisnimi ljubljencki, je teobromin varen za ljudi in ima manj neZelenih u¢inkov kot
kofein. Zato si teobromin zasluzi pozornost kot ena najbolj privlaénih molekul v kakavu.
Fizioloski u¢inki kakavovih sestavin in zlasti teobromina si zasluzijo natan¢no preucitev, da bi
bolje razumeli lastnosti uzivanja cokolade. Razlike med kofeinom in teobrominom, ki jih
zaznavajo potrosniki, so predvsem posledica njunih najpogostejSih molekul: kofeina v kavi in
teobromina v kakavu. Poleg tega je lahko visoka vsebnost ogljikovih hidratov v kakavovih

izdelkih dodaten dejavnik, ki ga je treba upoStevati. (Eva Martinez-Pinilla, 2015)

2.1.4 Zgodovina ¢okolade in kakava

Uporaba kakava sega dale¢ v zgodovino, v ¢as zgodnjih juzno-ameriskih civilizacij, kjer so
kakav uporabljali v obrednih napitkih in na poro¢nih ceremonijah. Kakav so zaceli uporabljati
ze Olmeki, prva znana civilizacija na obmocju danasnje Mehike, skoraj 2000 let pr.n.st., gojiti
pa nedolgo zatem. Kmalu so uspe$ne metode gojenja razvili tudi Maji in Azteki, ki so verjeli,
da je kakav darilo bogov, zato je napitek iz kakava, vode, cilija in zacimb, imenovan xocolatl
ostal privilegij visjih slojev in vojScakov. Beseda kakav tako izvira iz majevske besede kakawa,
kar v dobesednem prevodu pomeni »hrana bogov«.Kakav in ¢okolada sta bila Evropi popolna
neznanka vse do 16. stoletja, ko je Kristof Kolumb s svoje Cetrte plovbe v Ameriko prinesel
zrna kakava. Spanski dvor je napitek iz kakava sicer vzljubil $ele po tem, ko so originalnemu
azteSkemu napitku dodali Zlico sladkorja, v naslednjih stotih letih pa se je zanimanje zanj
raz§irilo po vsej Evropi. Danes ljudje v prehrani kakav uporabljamo na $tevilne razli¢ne nacine
— letno po vsem svetu zauzijemo kar 3 milijone ton kakava, najve¢ v obliki cokolade in

kakavovih napitkov. (Prehrana.si, 2021)

2.1.5 Crna &okolada

Temna oz. ¢rna ¢okolada ima zelo pozitiven vpliv na nase telo in je ena izmed najbolj zdravih

cokolad. Zmerne koli¢ine temne ¢okolade pomagajo pri prepreevanju bolezni srca in ozilja.



Da pa je temna ¢okolada tako zdrava so krivi flavanoidi, ki se nahajajo v njej. Flavanoidi tudi
prepre¢ujejo tudi razvoj rakavih celic in Sirjenje tumorja po nasem telesu. Crna ¢okolada ima
tudi vlogo zniZevanja pritiska v nasem telesu. Seveda pa cokolada sama ne more spremeniti
nasega zdravja, zraven sodi $e veliko drugih dejavnikov, ki vplivajo nanj. Cokolada je le
nekak$na pomo¢ za boljSe pocutje in za zdravje. Na dan strokovnjaki priporocajo, da pojemo
najve¢ dve rebri temne ¢okolade, prevelike koli¢ine pa nam lahko Skodujejo in nam pridobivajo

odvecne kilograme. (Verbic, 2016)

Temna cokolada je precej hranljiva, saj vsebuje precej topnih vlaknin in mineralov, kot so
zelezo, baker, mangan, magnezij, prav tako ima veliko kalija fosforja cinka in selena. Ceprav
ima veliko hranil, jo je vseeno potrebno uZzivati zmerno, namre¢ vsa ta hranila vsebujejo tudi
okoli 600 kcal, prav tako pa je v ¢okoladi prisoten tudi sladkor in maScobe. Profil mas¢obnih
kislin temne ¢okolade je sicer odli¢en. Mas¢obe so ve€inoma nasicene in mononenasic¢ene z
majhnimi koli¢inami polinenasi¢enih mascob, vendar jih je vseeno potrebno uzivati zmerno.
(Jakopin, 2017) Vsebuje tudi zmerno koli¢ino nasi¢enih mascob, ki lahko negativno vplivajo
na ravni lipidov v krvi, ¢eprav se zdi, da zasc¢itni u€inki flavanolov na srce prevladajo nad
tveganjem. Izbira kakovostne temne cokolade in uZivanje skromne koli¢ine lahko nudi najvecje

koristi za zdravje. (Nathan Mahyrvold, 2023)

Studije kaZejo, da lahko temna okolada izbolj$a zdravje in zmanjia tveganje za bolezni

srca. (Nathan Mahyrvold, 2023)

2.1.6 Hranilna vrednost in antioksidanti temne ¢okolade

Temna cokolada je vir antioksidantov. Temna cokolada namre¢ vsebuje veliko organskih
spojin, ki so biolosko aktivne in delujejo kot antioksidanti, med njimi so polifenoli, flavanoli in
katehini. Ena $tudija je pokazala da sta kakav in temna ¢okolada vsebovala ve¢ antioksidantov,
polifenolov in flavonolov kot sadje, ki so ga testirali, med katerimi so bile tudi borovnice in
jagode Acai. (Jakopin, 2017) Za antioksidante zdravniki trdijo, da varujejo vase telo in
ucinkujejo dobrodejno na vase telo. Dejstvo je, da imata temna Cokolada in kakav vec

antioksidantov kot npr. Borovnice, pravi ¢aj ali rde¢e vino. (Cokoladni atelje, 2019)


https://nutriholis.si/izdelki/cavalier-cokolada

Glavna sestavina v cokoladi je kakavovo zrno, seme iz ploda drevesa kakavovca. Zaradi
moderne predelave in oblike cokoladne tablice mnogi ¢okolade ne povezujejo z naravno

pridelavo, vendar je cokolada produkt, ki raste iz zemlje.

Znanstveniki trdijo, da rastline proizvajajo antioksidante zato, da jim pomagajo pri rasti in borbi
proti trdemu naravnemu okolju. Te sestavine lahko pomagajo tudi ¢loveku. Zdravilni u€inki
hrane z veliko antioksidanti so v zadnjem Casu tema znanstvenih razprav in zanimiva tema v
razli¢nih medijih. Zadnje $tudije kazejo, da lahko antioksidanti v hrani zmanjSujejo moznost
razlicnih bolezni, od bolezni srca do rakavih obolenj. Temna cokolada in kakav vsebujeta
visoko raven antioksidantov. Dve Zli¢ki pravega kakava imata ve¢ antioksidantov kot npr. Stiri
skodelice pravega ¢aja ali kozarec in pol rdeega vina. Raziskave kazejo da Ze po 30 minutah
po zauzitju 40 gramov ¢rne Cokolade raven dveh glavnih antioksidantov, epikatekina in
katekina naraste. Vrhunec dosezeta po dveh urah po zauzitju cokolade, po Sestih urah pa ju ni

zaslediti ve¢ v telesu. (Cokoladni atelje, 2019)



2.1.7 Antioksidativna u¢inkovitost

Antioksidanti so snovi, ki s svojo prisotnostjo zavirajo oksidacijske procese, torej procese, v
katerih kot stranski produkt nastajajo prosti radikali. V c¢loveskem telesu le-ti nastajajo
predvsem kot stranski produkti metabolizma kisika (t.i. celi¢nega dihanja). Ceprav je kisik za
nas zivljenjskega pomena, se lahko hkrati v telesu obnasa kot zelo reaktivna molekula, zato ima
nase telo precej mehanizmov, ki preprecujejo, da bi v telesu nastalo prevec prostih radikalov.
Ti namre¢ zaradi svoje reaktivnosti sprozajo Stevilne nezelene kemijske reakcije in s tem
poskodujejo celice - to pa je lahko eden izmed vzrokov za nastanek Stevilnih bolezni, kot so
rakaste tvorbe, infarkt, diabetes in vnetne bolezni (npr. artritis), hkrati pa pospeSujejo samo
staranje organizma. Povecano Stevilo prostih radikalov nastaja predvsem takrat, ko je nase telo
pod stresom. To je lahko bodisi psihi¢ni ali fizi¢ni stres. Poleg omenjene lastne obrambe, v
telesu antioksidativno delujejo tudi Stevilne spojine, ki jih lahko zauzijemo s prehrano.

Kot antioksidanta tako v telesu delujeta vitamina C (askorbinska kislina) in E ter karoteni
(oranzna rastlinska barvila), ki jih naSe telo samo pretvori v vitamin A. Vlogo antioksidantov
pri prepre¢evanju bolezni je tezko ovrednotiti, saj je v epidemioloskih Studijah njihovo vlogo
skorajda nemogoce lociti od vitaminov in ostalih koristnih spojin, prisotnih v sadju in zelenjavi.
A nekatere intervencijske Studije, Se pred njimi pa Stevilne laboratorijske raziskave, so
pokazale, da redno uzivanje rastlinskih antioksidantov zmanjSuje moZznost za oksidativne

poskodbe celic in s tem za nastanek nekaterih bolezni. (Prehrana.si, 2021)

Antioksidanti varujejo celice pred Skodljivimi molekulami, ki jih imenujemo prosti radikali. To
so nestabilne kisikove molekule, ki lahko povzrocijo spremembe v sicer zdravih celicah. Te
spremembe naj bi bile vzrok mnogih kroni¢nih bolezni. Najboljsi nain za obnovitev zaloge

antioksidantov je pravilna prehrana.
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2.1.8 Polifenoli

Polifenoli spadajo v skupino fenolov, ti pa so spojine, ki imajo hidroksilno skupino vezano
neposredno na aromatski obro¢. Polifenoli specificno so spojine z ve¢ hidroksilnimi skupinami
in ve¢ aromatskimi obroc€i. Pojavljajo se v rastlinskih tkivih ter te §¢itijo pred Skodljivimi vplivi
reaktivnih kisikovih zvrsti. Zato jih uvr§¢amo med oksidante, saj med te uvr§¢amo snovi, ki

zavirajo nezaZelene oksidacijske procese v zivih organizmih in v snoveh. (Dolenc, 2019)

Polifenoli so v naravi najbolj zastopana oblika antioksidantov in pogosto del nasega jedilnika,
saj se v velikih koli¢inah nahajajo v sadju in zelenjavi, pa tudi v zelenem in ¢rnem caju, kavi,
cokoladi, rdeCem vinu, olivah in olivnem olju ter nekaterih oresckih in zacimbah. Vecina
dosedanjih raziskav ucinek polifenolov dokazala na laboratorijskih Zivalih, vpliv polifenolov
pri ljudeh Se ni dovolj raziskan, da bi Svetovna zdravstvena organizacija (WHO) polifenole
uvrstila med Zivila, ki zmanjSujejo tveganja za razvoj omenjenih bolezni (varovalni u¢inek pred
nevrodegenerativnimi boleznimi) (Prehrana.si, 2021). Razlog, da je prava ¢okolada polna

antioksidantov je v tem, da kar 10% teZe suhega kakavovega zrna vsebuje polifenole.

2.1.9 Fenolne spojine

Fenolne spojine so sekundarni metaboliti in so prisotne v vseh rastlinah. Imajo najmanj en
aromatski obro¢ z eno ali ve¢ hidroksilnimi skupinami direktno vezanimi na obro¢. Njihova
struktura variira od enostavnih fenolnih molekul do kompleksnih polimerov z visoko molsko
maso. Obicajno so glikolizirani kar poveca njihovo topnost v vodi. Struktura fenolnih spojin
doloc¢a njihov antioksidativni potencial. Fenolne spojine so sekundarni mteaboliti nastali iz
primarnih metabolitov. Te spojine imajo pomembno vlogo pri rasti in razmnozevanju celic,
omogocajo zascito pred patogenimi mirkoorganizmi in Skodljivci. (Bauman & Petrovic, 2020)
Fenoli so aromatski sorodniki alkoholov, vendar so bolj kisli, ker so njihovi ustrezniki
fenoksidnih anionov resonancno stabilizirani z delokalozacijo negativnega naboja v
aromatskem obrocu. Subsitucija aromatskega obroca z elektrondonosno skupino zmanjsajo

kislost. Fenoli se lahko oksidirajo v kinone, kinoni pa se lahko reducirajo nazaj v hidrokinone.

(McMurry, 2015, str. 564)
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Pri oksidaciji fenolov nastanejo kinonu. Kinoni so pomembni zaradi njihovih redoks lastnosti.
Zlahka se reducirajo v hidrokinone z reagenti kot so NaBH4 in SnCly, in hidrokinoni so lahko
ponovno oksidirani v kinone z NaxCr2O7 ali natrijevim dikromatom. Redoks lastnosti so
pomembni pri funkcioniranju zivih celic, kjer spojine imenovane ubikinoni delujejo kot
biokemicni oksidacijska sredstva za posredovanje pri procesih prenosa elektronov, vkljuc¢enih
v proizvodnjo energije. Ubikinoni imenovani koencimi Q so sestavni deli celic vseh areobnih
organizmov, od najenostavnej$ih bakterij do ljudi. Tako se imenujejo zaradi njihove
razSirjenosti v naravi. Ubikinoni funkcionirajo znotraj mitohondrija v celicah, kjer sodelujejo v
procesih, kjer so elektroni transportirani od bioloskega reducenta NADH na molekulo kisika.
Preko kompleksnih postopkov se ta oksidira v NAD+, O pa je zreduciran v vodo, in nastane
energija. Ubikonone deluje le kot neke vrtse katalizator in se sam ne spreminja pri postopku.

(McMurry, 2015, str. 558)

Fenoli kaZejo znacilno Siroko absorbcijo v infrarde¢em spektru pri 3500cm™ zaradi OH
skupine, kot tudi obic¢ajne 1500 in 1600 cm’! aromatske pasove. v samem fenolu so vrhovi
monosubstituiranega aromatskega obroca vidni pri 690-760 cm™! (McMurry, 2015, str. 559)

Zato jih je mozno dolociti s pomocjo spektroskopije.

2.1.10 Flavonoli in njihov udinek na zdravje

Kakav je bogat z rastlinskimi kemikalijami, imenovanimi flavanoli, ki lahko pomagajo zas¢ititi
srce. Temna ¢okolada vsebuje do 2-3 krat ve¢ trdnih kakavovih delcev, bogatih s flavanoli, kot
mlecna Cokolada. Za flavanole je bilo dokazano, da podpirajo proizvodnjo dusikovega oksida
(NO) v endoteliju (notranja celicna obloga krvnih zil), ki pomaga sprostiti krvne zile in
izboljsati pretok krvi, s ¢imer znizuje krvni tlak. Flavonoidi v ¢okoladi so v kratkoro¢nih
Studijah povecali obcutljivost za inzulin; na dolgi rok bi to lahko zmanjsalo tveganje za

sladkorno bolezen. (Hladnik, 2019)

Opazovalne Studije podpirajo koristi kakavovih flavanolov. Povezava med krvnim tlakom in
visokim vnosom kakava je bila opisana v Studiji ljudstva Kuni, ameriskih staroselcev oz.
Indijancev. Kuni so izolirano pleme, ki Zivi na karibski obali Paname. Hipertenzija (visok krvni
tlak) je bila v tej populaciji izjemno redka, celo med starejSimi in celo s prehranskim vnosom

soli, ki je vecji od vnosa soli vecine zahodne populacije. (Nathan Mahyrvold, 2023)
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2.2 Vplivi na vsebnost polifenolov v ¢okoladi

Kakav je zimzelena rastlina iz tropskih predelov Centralne in Juzne Amerike, na kateri v
ovalnih oranznih strokih dozorijo kakavova semena. Zrela kakavova zrna so vijolicne do rjavo-
vijoli¢ne barve in morajo nato Se fermentirati, da postanejo znacilno temno rjave barve. Temu
sledi Se suSenje in odstranitev semenske ovojnice, nato pa so semena pripravljena za transport
in predelavo. Ta kakav pa potem ob predelavi izgubi nekatere znalilnosti in vsebnosti.

(Prehrana.si, brez datuma)

2.2.1 Genotip

Drevo kakavovca (Theobroma cacao) in njegovi plodovi (zrna) so znacilni po pomembni
genetski raznolikosti, ki doloca lastnosti izdelkov iz njih. Poznanih je ve¢ kot 14.000 sort

kakavovca, pri ¢emer so najbolj pogoste: sorte Forastero, Criollo in Trinitario.

Pomembno je omeniti, da so senzori¢ne lastnosti, kot so okus, barva in aroma kakavovih zrn,
med drugim odvisne od vsebnosti in sestave polifenolov, ki so v njih vsebovani. Se toliko bolj
je potrebno analizirati spremembe v vsebnosti fenolnih spojin z vidika tako zdravja kot tudi
sprejemanja potrosnika, ki izhajajo predvsem iz senzori¢nih lastnosti izdelka. (Urbanska,

Derewiaka, Lenart, & Kowalska, 2019)

2.2.2 Geografska lokacija

Kemicna sestava kakavovih zrn in izdelkov, narejenih iz njih, se razlikuje in je odvisna od vrste
zrn, geografske lokacije plantaz, zrelosti zrn ter metod, uporabljenih pri obdelavi, fermentaciji
in susenju zrn. Pomembni dejavniki, ki vplivajo na vsebnost biolosko aktivnih spojin, so tudi
pogoji tal in podnebja ter stresne razmere. UCinek geografskega izvora kakavovih zrn je potrdila
Studija Macedo in sodelavcev, ki je pokazala, da aktivnost encimov kakava je odvisna od
genotipa zrn in geografskega izvora ter uporabljenih parametrov fermentacijskega procesa.

(Urbanska, Derewiaka, Lenart, & Kowalska, 2019)

Studija, ki so jo izvedli Carrillo in sodelavci, o vplivu geografskega izvora na vsebnost

polifenolov, metilksantina in antioksidativne ravni kakavovih zrn iz razli¢nih regij Kolumbije,
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je pokazala pomembne (p <0,05) razlike v vsebnosti skupnih polifenolov (TPC) in vsebnosti
flavan-3-olov, katehin epikatehin, teobromina in kofeina ter antioksidativni sposobnosti.
Ugotovitve kazejo, da nizja kot je nadmorska viSina, visja je vsebnost polifenolov, epikatehina
in flavan-3-olov v plodovih kakavovca. Rezultati analize glavnih sestavin (PCA) nakazujejo,
da lahko razmerje teobromin/kofein uporabimo kot parameter za razvr§¢anje kakavovih zrn

glede na njihov izvor. (Urbanska, Derewiaka, Lenart, & Kowalska, 2019)

2.3 Sprememba v koncentraciji polifenolov med procesiranjem

2.3.1 Fermentacija

Kljucen proces, ki doloc¢a kakovostne in fizikalno-kemijske lastnosti kakavovih izdelkov, je

fermentacija. Ta se izvaja na plantazah, obicajno pod naravnimi okoljskimi pogoji.

Kot kaze Studija Giacometii in sodelavcev, kvasovke, bakterije mle¢ne kisline in bakterije
ocetne kisline imajo za$¢itne ucinke na ravni polifenolov, medtem ko aerobne spore in plesni
izvajajo negativne ucinke. DaljSa fermentacija povzroca ve€je zmanjSanje vsebnosti
flavanolov. Trognitz in sodelavci porocajo, da se zmanjSanje vsebnosti polifenolov med

fermentacijo lahko pripisuje posebnim genetskim in anatomskim lastnostim zrn.

Med fermentacijo encimi kakavovih zrn obdelujejo predhodnike okusa Cokolade. Proces
fermentacije vodi predvsem v znizanje pH, kar poveca encimsko aktivnost. Med fermentacijo
se prevleka kakavovih zrn razgradi s pomoc¢jo mikroorganizmov (kvasovke, bakterije ocetne
kisline in bakterije mle¢ne kisline), ki so naravno prisotni v okolju, in temperatura naraste na
priblizno 50 °C. Macedo in sodelavci so izvedli Studijo za razlago aktivnosti polifenolne
oksidaze v mesu in zrnih dveh vrst kakava. Rezultati te Studije so pokazali specificnost in
razlike med dvema analiziranima sortama ter med mesom in zrnjem vsake vrste. Avtorji so
predlagali, da bi se za vsako sorto morale sprejeti posebne ocene na osnovi optimalnih
parametrov, da bi se podaljsal ¢as maksimalne aktivnosti polifenolne oksidaze med procesom
fermentacije, kar bi prispevalo k izboljSanju kakovosti kakavovih zrn in posledi¢no kakovosti

¢okolade. (Urbanska, Derewiaka, Lenart, & Kowalska, 2019)
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2.3.2 SuSenje

Med suSenjem se vsebnost polifenolov bistveno zmanjsa kot posledica visoke temperature,
difuzije komponent iz zrn z izparevanjem vode ter encimskega rjavenja. Stopnja susenja igra
pomembno vlogo pri zmanjSanju adstringentnosti, grenkobe in kislosti ter pri razvoju
znacilnega okusa in rjave barve. Oksidacijski proces, ki se za¢ne med fermentacijo, se
nadaljuje v fazi suSenja. Se vedno aktivne polifenolne oksidaze katalizirajo preoblikovanje
polifenolov v kinone, ki so podvrzeni nadaljnjemu kondenzaciji s prostimi aminskimi in
sulfhidrilnimi skupinami, kar vodi v sintezo rjavih polimerov. Ceprav so susilniki za suienje
vse bolj priljubljeni, se naravno sonéno susenje $e vedno pogosto uporablja. Stevilne raziskave,
izvedene za primerjavo naravnih in umetnih metod susenja zrn, kazejo, da naravno son¢no
suSenje daje veliko boljse ucinke, medtem ko lahko susenje v posebnih napravah privede do
nastanka nespecifi¢nih in nezelenih arom, kot so vonj po gumi ali po bencinu. Analiza profila
sprememb vsebnosti vode pri razli¢nih temperaturah in optimizacija ¢asa suSenja se lahko
izvedemo z uporabo modelov, ki so jih razvili, na primer Garcia-Alamilla in sodelavci ali Hii
in sodelavci. Na ta nacin je mogoce standardizirati kakovostne parametre suhih kakavovih zrn,

medtem ko so lahko serije kakavovih zrn, dobavljenih proizvajalcem ¢okolade, bolj enotne.

V $tudiji, ki so jo izvedli de Brito in sodelavci [67], se je vsebnost fenolnih spojin zmanjSala
za 32% v suhem vzorcu v primerjavi s fermentiranim vzorcem. ObiCajna praksa je, da
proizvajalci ¢okolade zdruzujejo nekaj serij kakavovih zrn, da dosezejo enotno in stabilno
mesanico ter postanejo neodvisni od drzave izvora ali dobavitelja kakavovih zrn. Grenak okus
kakava izvira predvsem iz vsebnosti teobromina, kofeina in fenolnih spojin v kakavovih zrnih.
Ceprav se alkaloidi med fermentacijo in suSenjem ne podvrzejo kemi¢nim preobrazbam,
priblizno 30% teh spojin izgubi zaradi difuzije in migracije znotraj zrn. Raziskava, ki so jo
izvedli Peldez in sodelavci, je pokazala, da se vsebnost teobromina in kofeina zmanjSa za
priblizno 21% oziroma 60% med fermentacijo in suSenjem kakavovih zrn. (Urbanska,

Derewiaka, Lenart, & Kowalska, 2019)

2.3.3 Pecenje

Zaradi visokih temperatur, ki se uporabljajo med pecenjem, je to ena najpomembnejSih

osnovnih procesov, ki vplivajo na kakovost in senzori¢ne lastnosti kakavovih zrn ter izdelkov
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iz njih. Na splo$no naj bi okus bil pozitivno povezan z visoko stopnjo pecenja, vendar le do
tocke prekomernega pecenja. Pecenje obicajno traja od 5 do 120 minut (obic¢ajno od 10 do 35
minut) pri temperaturah od 110 do 160 °C. Polifenoli so termolabilne molekulske strukture, in
njihova vsebnost se zmanjSuje pri visokih temperaturah in podaljSanem Casu pecenja. Verjeten
razlog za ta pojav je polimerizacija nizkomolekulskih spojin. Nizke temperature in kratko
pecenje naj bi bolje ohranili vsebnost polifenolov. Obi¢ajno se priporocajo temperature pod
140 °C. Ucinek pecenja na antioksidativne lastnosti kakavovih zrn je odvisen od primerjalnih
koli¢in termi¢ne razgradnje naravno prisotnih fenolnih spojin in uvedbe novih antioksidantov,
kot so produkti Maillardove reakcije in polimerni pigmenti. Oracz in Nebesny sta dokazala, da
se lahko nizkotemperaturna toplotna obdelava z vlaznim zrakom uporablja za povecanje
vsebnosti fenolov in antioksidativne aktivnosti pecenih kakavovih zrn. Rezultati Studije
dokazujejo, da so kakavova zrna pozitivni vir antioksidantov po pecenju. Eden od nacinov
izboljSanja bioloske vrednosti ¢okolade in drugih izdelkov iz kakavovih zrn je uporaba nizkih
temperatur pecenja in drugih faz, kar je bilo uporabljeno pri proizvodnji ¢okolade, imenovane

"surova". (Urbanska, Derewiaka, Lenart, & Kowalska, 2019)

2.3.4 Alkalizacija

Kakavova zrna, kaSa ali kakav v prahu so alkalizirani z obdelavo z kislim natrijevim ali
kalijevim karbonatom. Stevilne $tudije so pokazale, da poveéanje pH-vrednosti od 5,7 do 7.5
negativno vpliva na sprejemljivost okusa. To lahko povzroci izluzevanje elementov, kar lahko
prispeva k nizjim vsebnostim mineralnih komponent v kon¢nem izdelku. Raziskava, ki so jo
izvedli Miller in sodelavci, je pokazala, da sprememba pH-ja, ki jo povzro¢i dodatek alkalnih
sredstev, vpliva na skupno vsebnost polifenolov v pridobljenem kakavovem prahu. Izkazalo se
je, da naravni kakavovi praski (pH 5,39-5,76) kazejo vi§je ravni antioksidativne sposobnosti
in skupne vsebnosti polifenolov. Alkalizacija povzroca visoke izgube polifenolov (vec¢ kot 60%
izgube skupne vsebnosti polifenolov) in spreminja njihovo sestavo. Najvecje izgube opazimo
pri epikatehinu in katehinu (do priblizno 98% in 80% izgube, oziroma), kot tudi pri kvercetinu
(priblizno 80%). Nadaljnje stopnje alkalizacije vodijo v opazno zmanjSanje vsebnosti
polifenolov. Te spremembe je mogoce pripisati oksidaciji in polimerizaciji polifenolov pod
alkalnimi pogoji. Proces alkalizacije ima negativen vpliv na vsebnost metilksantinov, katerih

vsebnost se zmanjSuje s povecanjem stopnje alkalizacije, pri ¢emer so najvecje izgube opazili
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pri teobrominu (ve¢ kot 20%). V Studiji, ki jo je izvedel Stanley [84], je zdravljenje kakavovega
prahu z NaOH povecalo vsebnost katehina za 40%, vendar zmanjSalo epikatehin in
proantocianidine za 23—66%. V svojem delu so pokazali prvo uporabo proantocianidinov in

zacetni prognozni model uc¢inka alkalnega zdravljenja na polifenole kakava.

Uporaba alkalizacije se razpravlja med znanstveniki in podjetniki. Pove¢anje pH-vrednosti,
bolj izrazita barva, boljSa topnost kakavovega prahu so argumenti, ki vodijo k uporabi
alkalizacije. Kljub temu pa sama delovanje kemi¢nih spojin, Se posebej z vidika zdravja, ter
raziskave, ki potrjujejo pomembno zmanjSanje vsebnosti bioloSko aktivnih spojin, vodijo
proizvajalce "surove" cokolade k opustitvi uporabe alkalizacije. (Urbanska, Derewiaka,

Lenart, & Kowalska, 2019)

2.3.5 Temperiranje

Temperiranje je postopek mesanja kakavove mase nekaj ur, kombiniran z znizevanjem in
dvigovanjem temperature. Cilj tega postopka je pridobiti stabilno obliko kristalne maScobe,
tako da je Cokolada stabilna in se ne topi v prstih. Nadzor tega procesa je pomemben za
kakovost izdelka, saj je temperirana cokolada sijoca, hrustljava, enakomerno obarvana in
gladkega okusa, medtem ko je slabo temperirana cokolada Zvecljiva, zrnata in apnena, v obliki
neprivlacne, dolgoCasne rjave mase zaradi cvetenja mascob. Postopek temperiranja ne
uporablja visokih temperatur (najve¢ 45 °C); zato izguba polifenolov v tem stadiju ni bila

dokazana. (Urbanska, Derewiaka, Lenart, & Kowalska, 2019)

2.3.6 Povzetek

Procesi fermentacije, susenja, peke in alkalizacije so ena najpomembne;jsSih stopenj predelave
kakavovih zrn, saj prispevajo k razvoju Stevilnih koristnih lastnosti ¢okolade. Te pozitivne
spremembe pa lahko spremljajo reakcije, ki bistveno zmanjSajo koli¢ine polifenolnih spojin.
Te nezazelene rezultate je mogoce zmanjsati z standardizacijo kmetijskih praks na zacetku
dobavne verige in z izboljSanjem proizvodnega procesa na kljucnih toc¢kah predobdelave

kakavovih zrn.
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Antioksidativne lastnosti izdelkov predelave kakavovih zrn se prav tako spreminjajo med
proizvodnjo cokolade. Pomembno je tudi, da so zagotovljeni ustrezni pogoji shranjevanja
kakava in ¢okoladnih izdelkov, vklju¢no z optimalno temperaturo (za ohranjanje polifenolov
pod 50 °C, iz kakovostnih razlogov pod 20 °C), vlaznostjo (na suhem mestu - pod 75%) in

¢asom (v skladu z datumom, dolo¢enim s strani proizvajalca).

Vzroki za polifenole: kakavova vsebnost, vrsta zrn, stopnja prazenja, postopki obdelave

Vzroki za antioksidativno kapaciteto: vsebnost polifenolov, vsebnost drugih antioksidantov,

reakcije med sestavinami, skladiS¢enje
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2.4 Metodologija dela

2.4.1 Spektrofotometrija

Spektrometrija spada med opti¢ne metode. Je ena izmed najpogosteje uporabljenih metod v
analitiki. Med spektrofotometriéne metode Stejemo vse metode, kjer izkoriS¢amo svetlobo za
dolocanje koncentracije snovi. Spektrofotometricne meritve lahko izvajamo v infrardecem,

vidnem in ultravijolicnem spektru svetlobe. (Grobisa, 2017)

2.4.2 FC - metoda

Ena najbolj uporabljenih metod za dolo€anje fenolnih spojin je spektrofotometri¢na dolo€itev
s Folin-Ciocalteu (F-C) reagentom. To je metoda, ki temelji na reakciji pri kateri pride do
prenosa elektronov. Med F-C reagentom in elektroni antioksidantov pride do oksidacije, kar se
pokaze kot sprememba barve. F-C reagent se obarva modro, zato je mozno izmeriti absorbanco
in s pomoc¢jo umeritvene krivulje doloc€iti koncentracijo fenolnih spojin. F-C metoda se
uporablja Ze vrsto let za dolo¢anje skupnih fenolov v naravnih produktih. Analize narejene s F-
C reagentom so priro¢ne, enostavne, saj zahtevajo samo osnovno opremo, ter dajejo primerljive
podatke ostalim metodam. Ceprav je metoda zelo ekonomiéna, ima pomanjkljivosti kot so
nizka specifi¢nost reagenta za fenolne spojine in dejstvo, da s pomocjo te metode ni mozno
zagotoviti informacij o vrsti fenolnih spojin. Zaradi nespecificnosti lahko pride do tega, da se
med rezultate o vsebnosti fenolnih spojin pomesajo tudi ostale spojine, kot so na primer
sladkorji, in so zato potrebne korekcije in uporaba pravega referencnega standarda. (Grobisa,

2017)
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2.4.3 DPPH metoda

DPPH test je ena izmed najpogosteje uporabljenih metod za prvo oceno antioksidativne
aktivnosti spojine. DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazil je eden redkih stabilnih organskih
dusikovih radikalov, ki v alkoholu tvori vijolicno obarvano raztopino in je komercialno
dostopen. Prosti elektron v DPPH je delokaliziran preko celotne molekule, zaradi cesar
molekula ne dimerizira. Ko je radial izpostavljen antioksidantu, ki je zmoZen donirati elektron
ali vodikov atom se obarvanost raztopine spremeni iz vijoline v rumenkasto. Sprva potece
reakcija prenosa elektrona in nato abstrakcija vodikovega atoma. Med redukcijo se DPPH
transformira v reducirano obliko DPPH-H z absorbcijskim maksimumom pri 517nm. Stopnja
razbarvanja je odvisna od antioksidativne kapacitete testiranje spojine, kar pomeni, da vi§ja kot
je antioksidativna kapaciteta, ve€je je razbarvanje osnovne vijolicne raztopine. S
spektrofotometri¢no analizo spremljamo upad absorbance do stantne vrednosti. DPPH metoda
velja za enostavno, a obcutljivo metodo. Pri izvedbi moramo upostevati Stevilne faktorje, ki
lahko vplivajo na rezultate. Mednje spadajo vrsta in koli¢ina topila, ter prisotnost in
koncentracija vodikovega ali kovinskih ionov. Ena izmed vec¢jih omejitev metode je prekrivanje
spektrov DPPH in spojin, ki absorbirajo pri enaki valovni dolZini. Omejeno omejitev moramo
upoStevati pri interpretaciji rezultatov. Saj na primer v ¢okoladi so lahko prisotne snovi ki
absorbirajo v enakem spektru. Na primer, maksimalna absorbcijska valovna dolzina
antocianidov se nahaja med 500 in 550 nm, kar je v obmocju valovne dolzine DPPH (517 nm).

(Nekrep, 2023)
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2.5 Material

2.5.1 Vzorci:

Pri svojem delu smo uporabili temne ¢okolade z razli¢nimi vsebnostimi kakava, odlo¢ili smo

¢okolad

e 85% c¢rna ¢okolada Spar premium

ey

e 85% ¢rna ¢okolada Lindt

e 90% ¢rna ¢okolada Domori
e 90% ¢rna ¢okolada Lindt
e 99% ¢érna ¢okolada Lindt

V

7 /////

Tabelal: Prikaz podatkov uporabljenih cokolad

Slika 1: Uporabljene ¢okolade

Vzorec | Proizvajalec Rok uporabe | Ime %cokolade | Drzava Masa
proizvodnje- (2)
poreklo

1 SPAR 30.9.2024 Spar 85 Svica 100

premium

2 Lindt 13.3.2024 Lindt 85 Svica 100

3 Domori srl, 30.4.2024 Domori | 90 Italija 75

Italija
4 Lindt 31.10.2024 | Lindt 90 Svica 100
5 Lindt x.12.2024 Lindt 99 Svica 50

Preglednica 1: Prikaz podatkov uporabljenih ¢okolad
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2.5.2 Reagenti

Tabela 2: Uporabljeni reagenti

Reagenti Proizvajalec Varnostne Drzava
oznake proizvodnje

Etanojska kislina Honeywell, Fluka Jedko, Nemcija
vnetljivo

Galna kislina Sigma Nevarno Nemcija

Aceton Honeywell Vnetljivo, Nemcija
nevarno

DPPH Aldrick Skodljivoza | Nemdija
dihala

FC-reagent Merck Jedko Nemcija

Natrijev karbonat Honeywell, fluka nevarno Nemcija

Pri nasem delu smo uporabljali analitsko Ciste reagente podjetij Honeywell, Sigma, Merck.

Preglednica 2: Uporabljeni reagenti

Reagenti, ki smo jih uporabljali pri eksperimentalnem delu so navedeni pri opisu posamezne

eksperimentalne metode.
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2.5.3 Pripomocki:

Slika 2: Pipeta

Pipeta

Slika 3: Avtomatska pipeta

Avtomatska pipeta

Slika 4: Centrifuga

Centrifuga

Slika 5: Spektrofotometer

Spektrofotometer

Preglednica 3: Uporabljeni pripomocki
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2.5.4 Shematski prikaz dela v laboratoriju

Spar premium

85%  cokolada

85%
Lindt

¢okolada 90%

¢okolada 90%  cokolada

Domori Lindt

99%
Lindt

¢okolada

\\

e

Odstranjevanje masc¢ob

s heksanom 3x 30mL

A\ 4

Ekstrakcija z

Mesanico acetona in 2% ocetne kisline

(7:3)

A 4

Razredditev vzorcev

z 2% ocetno kislino

(1:9)

l

N

Spektofotometricno

dolocanje umeritvene

krivulje
Pri 765 nm z galno

kislino

~

Spektrofotometri¢no dolocanje

polifenolnih spojin pri 765nm

S

FC metodo

z

Spektrofotometri¢no dolocanje

antioksidativne kapacitete pri 517nm

DPPH reagentom

Izracun vrednosti iz absorbanc

in primerjava rezultatov
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3 EKSPERIMENTALNO DELO

3.1 Priprava ekstraktov

3.1.1 Odstranjevanje masc¢ob

Zaceli smo z ribanjem vseh Stirih ¢okolad. Potem, ko smo naribali del vsake c¢okolade smo
zatehtali natancno 4,00 g posami¢nega vzorca, jih razporedili v erlenmajerice ter jih
poimenovali s Stevili od 1 do 5. Vzorcem smo dodali po 30 mL heksana (Honeywell, Nemcija),
ter s pomocjo steklene palcke 30 minut dobro mesali, dokler se niso vsi opazni delci ¢okolade
raztopili. Vsak raztopljen vzorec cokolade smo prelili v 3 epruvete in nato 10 minut
centrifugirali pri 6000 RPM. Nastali supernatant smo odlili ter preparat Se enkrat centrifugirali
(skupaj dvakrat). Po kon¢anem centrifugiranju smo vzorce ¢ez noc¢ pustili v laboratoriju, na
sobni temperaturi, da je odvecen heksan izhlapel. Naslednji dan smo zjutraj najprej izmerili

maso preostalih vzorcev za izracun vsebnosti mascob.

Lonclt % N

EXCHELINCT

Slika 6: Priprava cokolade
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3.1.2 Priprava razredcenih ekstraktov

Pripravili smo 50 mL meSanice acetona in 2 % raztopine ocetne kisline v razmerju 7:3.
Vsakemu vzorcu ¢okolade smo dodali skupaj 5 mL meSanice (1.7 mL na posami¢no epruveto
z vzorcem), ter s spatulo dobro premesali. Nastalo meSanico smo za 10 minut centrifugirali na
6000 RPM in nato nastali supernatant iz vseh epruvet, ki so vsebovale enak vzorec zdruzili
(dobili smo pet epruvet razlicnih supernatantov). Vsakega izmed vzorcev smo potem razredcili,
tako da smo v mikrocentrifugirke s pomocjo mikropipete odpipetirali 100 pL vzorca ter temu z
1 mL pipeto dodali 900 puL 2 % raztopine ocetne kisline. To smo ponovili Se enkrat, tako da
smo za vsak supernatant dobili dva razred¢ena vzorca. Vse skupaj smo premesali in nato
centrifugirali na 10000 RPM za 4 minute. Tako smo imeli pripravljene vzorce za nadaljnjo

analizo.

3.1.3 Priprava umeritvene krivulje z galno Kkislino

Da bi lahko izmerili vsebnost polifenolov v nasih vzorich ¢okolade s pomocjo
spektrofotometra, smo najprej morali izrisati umeritveno krivuljo, kar smo naredili s pripravo
vzorca z razlicnimi vsebnostimi galne kisline, da smo lahko s pomocjo naklona umeritvene
krivulje izvedli iz absorbance nasih vzorcev izracunali koncentiracijo.

Dolocitev koncentracije skupnih vsebnosti fenolnih spojin po Folin Ciocalteurjevi metodi:
Reagenti:

- Galna Kislina (Sigma, Aldrich, Kitajska)

- 2% raztopina ocetne kisline

- Folin — Ciocalteu reagent (Merck, Nemcija)

- 20% raztopina Na2CO3 — natrijev karbonat ( Honeywell, Fluka, Nemcija)

Aparature:

- Spektrofotometer

- Avtomatske pipete

- Centrifuga

Pribor:

- Stekleni pribor:

- Case, merilni valja, steklene palcke, epruvete, pipete, merilna bucka
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- Ostalo: rokavice, spatule, aluminijasta folija, nastavki za pipetiranje, merilec za Cas,

kapalke

3.1.4 Priprava reagentov:

Priprava 0,48mM standardno raztopino galne kisline

- 2% raztopino ocetne kisline smo pripravili tako da smo 2mL ocetne kisline odpipetirali v
100mL merilno bucko, ter razred¢ili z destilirano vodo do oznake.

- Raztopino Folin — Ciocalteujev reagenta smo pripravili tako, da smo reagent razredcili z
destilirano vodo v razmerju 1:2 (v/v). Raztopina FC je obcutljiva na svetlobo, zato se
mora vsak dan pripravljati sveza.

- 20 % raztopino Na>COj3 smo pripravili tako, da smo zatehtali 10 g Na;CO3 v 50 mL
bucko in dopolnili z destilirano vodo do oznake.

- 70 % meSanico acetona smo pripravili tako, da smo v 100 mL merilni valj dolili 70 mL

acetona in 30 mL 2 % raztopino ocetne kisline in vse skupaj prelili v ¢aso ter pokrili z

aluminijsko folijo. (3:7)

3.1.5 Umeritvena krivulja za galno kislino v 70 % acetonu:

Kot standardno raztopino pri pripravi umeritvene krivulje za SFS po Folin—Ciocalteujevi
metodi smo uporabili galno kislino. V mikrocentrifugirke smo odpipetirali od 25 pL do 150
uL 0,48 mM standardne raztopine galne kisline in dodali od 475 pL do 600 pL 2 % raztopine
ocetne kisline in 100 puL. 70 % meSanice acetona do kon¢ne prostornine 725 pL. V tako
pripravljeno raztopino smo dodali 125 pL raztopine F-C reagenta in po 5-ih minutah Se 125
uL 20 % raztopine Na;COs, Tako pripravljene raztopine smo dali v temo za 60 minut, nakar
smo izmerili absorbanco pri 765 nm. Slepi vzorec smo pripravili tako, da smo v
mikrocentrifugirko odpipetirali 625 uL 2 % raztopine ocetne kisline in 100 pLL 70 % meSanice
acetona ter dodali 125 pL F-C reagenta. Po 5-ih minutah Se 125 pL 20 % raztopine Na;CO3

ter nato postopali kot pri preostalih vzorcih. Vse meritve smo izvedli v dveh ponovitvah.
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Tabela 4: Priprava raztopine za umeritveno krivuljo z galno kislino

Galna Raztopina 70% FC Na;COs | Skupaj | Dodatna
kislina v | ocetne Kkisline | meSanica reagent | (uL) (nL) razredditev
(nL) (nL) acetona (nL) z meSanico
(nL) acetona
(nL)

25 600 100 125 125 975 300

50 575 100 125 125 975 300

75 550 100 125 125 975 300

100 525 100 125 125 975 300

125 500 100 125 125 975 300

150 475 100 125 125 975 300

0 625 100 125 125 975 300

Preglednica 4: Priprava raztopine za umeritveno krivuljo z galno kislino

Slika 7: Pripravljene raztopine za umeritveno krivuljo
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3.2 Umeritvena krivulja z galno Kkislino

skl cnit s ele e biduls -

Ry ey NN G

oI I

Absorbance at 765

5 nm

0
2522, 0.041) Conoumann ot}

Graf 1: Umeritvena krivulja z galno kislino

|
Linear Fitfor: Latest| Absorbance at765,5 nm
Abs-765,5 =mx+b
m (Slope). 03337
b (Y-Intercept): 0,.2648
Correlation:0,9928
RMSE: 0,06912

Graf 2: Prikaz podatkov grafa umeritvene krivulje z galno kislino
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4 TEORETICNI DEL

4.1 Racunanje molske mase galne Kisline po razred¢evanju

61XV1:CZXV2

€y xVy

Tabela 5: Legenda za izracun galne kisline

Znak Pomen Vrednost

C Koncentracija pripravljene galne kisline 0,48 x 1073 mol
C Koncentracija galne kisline po razred¢itvi | Se spreminja

Vi Volumen galne kisline pred razredc¢itvijo | Se spreminja

V2 Volumen galne kisline po razred¢itvi 1275 pL

Preglednica 5: Legenda za racunanje koncentracije galne kisline

Primer izracuna:

€y xVy

_ 0.48mmol x 25 pL
z - 1275 pL

C, = 9.41 x 107 mol
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Tabela 6: Koncentracija galne kisline po razredcevanju:

VOLUMEN V KONCENTRACIJA | ABSORBANCA V nm

ulL (C)

25 9,41 x 10~°mol 0.418
50 1,88 x 107> mol 0.854
75 2,82 X 10~°mol 1.196
100 3,76 X 10~>mol 1.574
125 4,71 x 10~°mol 1.899
150 5,65 X 10~>mol 2.076

Preglednica 6: Koncentracija galne kisline po razred¢evanju
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S ANALIZA VZORCEV

Pri vzorcih temnih ¢okolad smo v mikrocentrifugirke odpipetirali po 15 pL razredCenega
ekstrakta in 710 pL 2 % raztopine ocetne kisline (s pipeto). Tako pripravljenim raztopinam
smo dodali 125 pL raztopine F-C reagenta in po 5-ih minutah Se 125 pL 20 % raztopine
NayCO;. Tako pripravljene raztopine smo dali v temo za 60 minut, nakar smo izmerili
absorbanco pri 765 nm. Slepi vzorec smo pripravili tako, da smo v mikrocentrifugirko
odpipetirali 725 pL 2 % raztopine ocetne kisline ter dodali 125 pL F-C reagenta in po 5-ih
minutah Se 125 pL 20 % raztopine Na;COjs ter nato postopali kot pri preostalih vzorcih. Vse

meritve smo izvedli v dveh ponovitvah.

Tabela 7: Priprava vzorcev za analizo s F-C reagentom

Razred¢en | 2 % ocetna | F-C reagent | Natrijev | Skupaj Dodatna
ekstrakt kislina karbonat razredcitev
15 710 125 125 975 300

0 725 125 125 975 300

Preglednica 7: Priprava vzorcev za analizo s F-C reagentom

5.1 Izracun in umeritvena Krivulja:

Ker smo za izracun koncentracije skupnih fenolnih spojin potrebovali umeritveno krivuljo,
smo najprej izracunali njen naklon s pomoc¢jo programa Logger pro in spektrofotometra.
To smo naredili z galno kislino, ki je ekvivalent polifenolom. Izracunali smo koncentracijo
galne kisline v posameznem vzorcu, saj nam je ta bila znana in je razvidna iz tabele.

Izracun:
y=kx+n
x = (y-n)/’k
x... koncentracija
y...absorbanca

k...naklon umeritvene krivulje
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Tabela 8: Primerjava absorbance in koncentracije polifenolov

§t vzorca | Absorbanca(pri 765,5 nm) Koncentracija Povprecje
(10~>mol/L) (10~>mol/L)

1 1,682 4,247 4,123
1,599 3,998

2 1,687 4,262 3,982
1,500 3,702

3 2,027 5,281 5,112
1,914 4,942

4 1,618 4,055 3,998
1,580 3,941

5 2,088 5,464 5,382
2,033 5,299

Preglednica 8: Primerjava absorbance in koncentracije polifenolov

Slika 8: Vzorci z ekstraktom in F-C reagentom
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5.2 Dolocanje antioksidativne kapacitete z DPPH reagentom

Za analizo vzorca pa smo prav tako uporabili spektrofotometer, le da smo sedaj merili absorbanco pri
517nm. Pri vzorcu temnih ¢okolad smo v kivete odpipetirali 10 mikroL razredcenega ekstrakta in 40
mikroLitrov 2 % ocetne kisline. Tako pripravljeni raztopini smo dodali ImL raztopine DPPH. Ko smo
to storil smo 1h inkubirali vzorce da je potekla reakcija pri kateri smo opazili, da se je iz vijolicne
preobrazilo v rumeno barvo. Za slepi vzorec smo uporabili 5o mikroL ocetne kisline in 1 mL. DPPH,
pri slepem vzorcu ni bilo vidne razlike v barvi.

Reagenti:

- 2% raztopina ocetne kisline

- Metanol

- DPPH
Aparature:

- Spektrofotometer

- Avtomatske pipete
Pribor:

- Stekleni pribor: pipeta, ¢aSaa,

- Ostali pribor: rokavice, aluminijasta folija, nastavki za pipetiranje, kapalka

Priprava raztopin:

- 0,11mikroM raztopina DPPH, smo pripravili tako, da smo 0,0012g DPPH dali v 0,05L 8%

etanola.

Vzorci ekstrakta z DPPH:

Slika 10: Vzorec z dodanim reagentom po nekaj

Slika 9: Vzorec z dodanim reagentom

minutah
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Tabela 9: Priprava vzorcev z DPPH

Razredcen | 2 % ocetna | DPPH Skupayj Dodatna Skupayj
ekstrakt kislina reagent razredcitev z
(mL) ocetno+aceton
10 40 1 1,05 200 1,250
0 50 1 1,05 200 1,250

Preglednica 9: Priprava vzorcev z DPPH

5.3 Izracun inhibicije z DPPH

Absorbanca kontrole—absorbanca vzorca

Racun: % inhibicije = ( )x 100

Absorbanca kontrole

Antioksidativno u¢inkovitost smo analizirali z uporabo 2,2-difenil-1-pikrilhidraliza (DPPH).

Metoda antioksidante aktivnosti temelji na reakciji med antioksidativno komponento, ki je
donor vodika in stabilnim prostim radikalom DPPH. Zanj je znacilen absorpcijski maksimum
pri 517 nm. (Bauman & Petrovic¢, 2020) Koncentracijo DPPH v reakcijski zmesi smo dolo¢ili

s spektrofotometrom z merjenjem absorbance pri valovni dolzini 517 nm

Inhibicijo [%] , ki nam pove sposobnost antioksidantov za radikalno iskanje (sposobnost spojin,
da nevtralizirajo proste radikale v telesu) (Ja¢imovié, in drugi, 2022) smo izracunali s uporabo

sledece formule (Bauman & Petrovic, 2020):

Absorbanca kontrole — povpreclje absorbance vzorca

% inhibicii :< ) 100
Yo inhibicije Absorbanca kontrole *
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Vzorcni izracun Inhibicije [%]:

2,242 — 0,257
2,242

% inhibicije = <

)x 100 = 88,5%

Tabela 10: Vrednosti inhibicije vzorcev cokolade

St. Povprecna absorbanca pri | Inhibicija [%] Povprecje cokolad z enako
vzorca | 517nm vsebnostjo kakava

0 2,242 0 0

1 0,257 88,5 72,8

2 0,963 57,0

3 0,542 75,8 73,4

4 0,650 71,0

5 0,407 81,8 81,8

Preglednica 10: Vrednosti inhibicije vzorcev ¢okolade
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6 RAZPRAVA

6.1 Korelacija vsebnosti polifenolov in vsebnosti kakava

V sklopu raziskovalne naloge nas je zanimalo, ¢e se z veCanjem vsebnosti kakava poveca tudi
vsebnost polifenolov, zato smo med samo primerjali vzorec 2 (Lindt 85%), vzorec 4 (Lindt
90%) in vzorec 5 (Lindt 99%). Primerjali smo vzorce iste znamke ¢okolade, da se izognemo
razliénim vrednostim, ki bi se pojavile zaradi razli¢nega kraja ali procesa pridelave, in tako
torej lazje primerjamo vsebnost kakava z vsebnostjo polifenolov. Hipotezo 1 (Z vecanjem
koncentracije kakava se bo povecala vsebnost polifenolov) lahko glede na dobljene
rezultate: Lindt 85% (3.982) < Lindt 90% (9.998) < Lindt 99% (5.382) (mol/L); delno
potrdimo. Iz rezultatov je opazno da ima Lindt 85% najmanjSo vsebnost polifenolov, toda Lindt

90% ima vecjo vsebnost polifenolov kot Lindt 99%, kar nasprotuje zastavljeni hipotezi.

1. Hipoteza: Z veCanjem koncentracije kakava se bo povecala vsebnost polifenolov.

Prvo hipotezo lahko torej potrdimo.

6.2 Korelacija vsebnosti kakava in antioksidativne kapacitete

Drugi vecji sklop naSe raziskovalne naloge se osredotoca na korelacijo med vsebnostjo kakava
in antioksidativno kapaciteto. Tukaj smo za analizo uporabili povprecne vrednosti izratunane
inhibicije [%] obeh znamk cokolade. Glede na dobljene rezultate:
85% Cokolada (72,8%) < 90% cokolada (73,4%) < 99% cokolada (81,8%)

lahko potrdimo hipotezo 1.1 (z ve€anjem koncentracije kakava se bo povecala antioksidativna
kapaciteta). Izrazena inhibicija nam tako pove sposobnost antioksidantov za radikalno iskanje
(sposobnost spojin, da nevtralizirajo proste radikale v telesu) (Ja¢imovi¢, in drugi, 2022). Ne
glede na linearno korelacijo, so pa nase vrednosti priblizno dvakrat visje kot vrednosti v
literaturi. National Library of Medicine, je objavil ¢lanek, kjer so dobili maksimalno vrednost

inhibicije 48,34% za Cokolado z 99% vsebnostjo kakava (Ja¢imovié, in drugi, 2022). V
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primerjavi z naSo dobljeno vrednostjo inhibicije (81,8%) za Cokolado z enako vsebnostjo
kakava lahko tako povemo, da so naSe vrednosti priblizno 1.7 krat vi§je.

Razlogi, da smo dobili druga¢ne rezultate bi lahko bili ti, da smo uporabljali Solske aparature
in pripomocke, ki morda niso tako natan¢ni kot laboratorijski. Lahko bi prislo tudi do napake
pri postopku, namre¢ vse vrednosti odstopajo za priblizno enako vrednost. Med uporabo
spektrofotometra smo namre¢ imeli tezavo, ker so vrednosti absorbanc bile previsoke, zato smo
morali pripravljene raztopine dodatno red¢iti (kar smo tudi prikazali v preglednici in upoStevali
pri izraCunu). Kar pomeni, da bi naSe rezultate lahko verjetno izboljSali in priblizali tistim v
literaturi, ¢e bi prilagodili svoje postopke in pripravljene vzorce Se bolj razred¢ili in tako dobili

bolj natan¢ne podatke s pomocjo spektrofotometra.
2. Hipoteza: Z veCanjem vsebnosti kakava se bo visala antioksidativna vrednost.
Ceprav smo naleteli na nekaj tezav in vrednosti ne nara$¢ajo popolnoma linearno z vsebnostjo

kakava, lahko vseeno trdimo, da se je z ve€anjem vsebnosti kakava visala tudi antioksidativna

kapaciteta (¢e gledamo samo glede na vsebnost kakava v ¢okoladi in dobljenimi rezultati).

6.3 Korelacija med vsebnostjo polifenolov in antioksidativno kapaciteto

Kar se tice hipoteze o korelaciji med vsebnostjo polifenolov in antioksidativno kapaciteto smo
uporabljali spodaj v tabeli podane podatke in z njihovo pomocjo izracunali linearno regresijo

oz. korelacijo med obema vrednostima.
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Tabela 11: Primerjava koncentracije polifenolov in inhibicije vzorcev

St. Koncentracija Inhibicija [%)]
vzorca | polifenolov
(10~5mol/L)
0 0 0
1 4,123 88,5
2 3,982 57,0
3 5,112 75,8
4 3,998 71,0
5 5,382 81,8

Preglednica 11: Primerjava koncentracije in inhibicije vzorcev

Graf 3: Primerjava koncentracije polifenolov in inhibicije
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Graf 3: Linearna regresija
R =10,40

Korelacija je bila 0,40 iz Cesar je razvidno, da povezava obstaja in je pozitivna. Lahko bi rekli,
da sta vrednosti zmerni povezani. To pomeni, da z nara§¢anjem ene nara$ca tudi druga, kar se

sklada z naSo hipotezo in zanjem, saj naj bi polifenoli delovali kot antioksidanti. Da korelacija
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ni vi§ja, pa je lahko krivo dejstvo, da so v cokoladi poleg polifenolov prisotne tudi druge

biolosko aktivne snovi, ki delujejo kot antioksidanti.

3. Hipoteza: Z visanjem vsebnosti polifenolov se bo povecala tudi antioksidativna
kapaciteta.

Ker je pozitivna korelacije med tockami razvidna lahko potrdimo hipotezo, saj se z viSanjem

vsebnosti polifenolov visa tudi antioksidativna kapaciteta.

6.4 Primerjava vsebnosti polifenolov glede na znamko cokolade

Iz tabele z izracunanimi koncentracijami lahko razberemo in sklepamo od Cesa je odvisna
dobljena koncentracija, ki je izraZena v enoti mol/L. Imeli smo 5 ¢okolad in dva vzorca za vsako
cokolado, zato smo na koncu izracunali povprecje teh dveh vzorcev, da smo dobili povprecno
koncentracijo polifenolov v vsaki posamezni &okoladi. Ce primerjamo vzorca 1 (Spar ¢okolada)
in vzorec 2 (Lindt ¢okolada), opazimo, da se koncentracija polifenolov med njima razlikuje,
Ceprav obe Cokoladi vsebujeta 85% kakava. Nasprotno od nasih pri¢akovanj je v tem primeru
imela Lindt ¢okolada nizjo koncentracijo polifenolov in bi jo zato lahko ovrednotili kot manj
zdravo, oz. kot tisto z manjSim potencialom, da ugodno vpliva na nase zdravje. Spar cokolada
jenamre¢ imela pri 85% kakava 3,41% visjo koncentracijo polifenolov. Zato je hipoteza 3 lahko
ovrzena. To lahko razloZzimo z vplivi procesiranja cokolade. Proizvod obeh se namre¢ nahaja v
Svici, vendar je postopek pridelave najverjetneje drugaden kar lahko vpliva na vsebnost
polifenolov. Mozni vzroki za to so navedeni pri teoreticnem delu naloge pod poglavjem kaj

vpliva na vsebnost polifenolov.

Potem smo enako naredili tudi za ¢okoladi z 90% kakava, kjer je bila vzorec 3 ( Domori
cokolada) in vzorec 4 (lindt ¢okolada). Tudi tukaj smo prisli do enake ugotovitve, in sicer te,
da je tudi v tem primeru ¢okolada Lindt vsebovala manjSo vsebnost polifenolov, kot cokolada
Domori pri enaki vsebnosti kakava, in sicer 21,8% vec. Kar pomeni da je razlika precej vecja.
Tu se od postopka proizvodnje razlikuje tudi kraj proizvodnje, kar lahko $e dodatno vpliva na

vsebnost polifenolov, in tako lahko pojasnimo vi§jo razliko v koncentraciji.
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4. Hipoteza: Lindt ¢okolada bo pri isti vrednosti vsebovala ve¢ polifenolov in visjo

antioksidativno kapaciteto.

Hipotezo lahko ovrzemo, saj smo v obeh primerih, ko smo primerjali cokolado Lindt s ¢okolado
druge znamke z enako vsebnostjo kakava ugotovili, da vsebuje manjSo koncentracijo
polifenolov. Hipotezo smo ovrgli in hkrati ugotovili, da je vsebnost polifenolov in posledi¢no

antioksidativna kapaciteta odvisna tudi od znamke ¢okolade 0z. nac¢ina proizvodnje.
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7 DRUZBENA ODGOVORNOST

V moderni druzbi postaja skrb za nase zdravje vse bolj pomembna, z njo pa raste tudi zanimanje
po zdravi in uravnotezeni prehrani, med katero spada tudi ¢okolada. Strokovnjaki Ze vec Casa
promovirajo dobre ucinke uzivanja cokolade kot je naprimer stimulacija kognitivnih
sposobnosti. Manjkrat omenjan dober ucinek temne ¢okolade pa je tudi njena antioksidativna
kapaciteta. Ta ima Stevilne pozitivne uéinke saj iz telesa odstranjuje ali pa stabilizira proste
radikale, ki aktivno Skodijo nasim zdravim celicam. V nasi raziskovalni nalogi smo med drugim
preucevali korelacijo med vsebnostjo kakava v temni ¢okoladi in vsebnostjo antioksidativne
kapacitete. Pri tem smo primerjali rast vsebnosti kakava in povprecje antioksidativne vrednosti
(izracunali smo povpre¢no vrednosti za obe znamki cokolade), kjer smo ugotovili, da ta
linearno naras¢a. Nasi rezultati nam torej pokazejo, da ima ¢okolada z vi§jo vsebnostjo kakava
v osnovi tudi vecjo antioksidativno kapaciteto. Glede na pretekle raziskave o vplivih
antioksidantov lahko tako povemo, da bi zaradi dobrega ucinka na nase zdravje bilo pametno v

naso prehrano vkljuciti ¢okolado s ¢im vecjo vsebnostjo kakava.
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8 ZAKLJUCEK IN SKLEPI

V raziskovalno nalogo smo vkljucili 5 razli¢nih ¢okolad. Z dodajanjem razli¢nih reagentov k
razredcenim ekstraktom in s pomocjo spektrofotometra smo vzorcem vsake ¢okolade dolocili
vsebnost polifenolov, ki smo jo izrazili v koncentraciji mol/L in antioksidativno kapaciteto kot
procent inhibicije. Namen naloge je bil ugotoviti korelacijo med tema vrednostima in jo
povezati z vsebnostjo kakava v ¢okoladi. Ugotovili smo da povezava oz. korelacija obstaja,
Ceprav nasi rezultati kazejo le na zmerno pozitivno korelacijo. Ugotovili smo, da na vsebnost

polifenolov in antioksidativno kapaciteto vpliva tudi proizvodnja oziroma znamka cokolade.

Ne glede na to so bile izmerjene vrednosti v vseh ¢okoladah visoke, zato bi lahko trdili da temna

cokolado lahko uvr§¢amo kot del uravnoteZene in zdrave prehrane.
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