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AA antioxidac¢ni aktivita

ABTS 2,2¢-azinobis (3-ethyl-2, 3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)
C Katechin

CE ethanolovy extrakt

DPPH 1,1¢-difenyl-2-pikrylhydrazyl

EC Epikatechin

FRAP meéfeni antioxidacni kapacity pomoci zelezitych iontt

GAE ekvivalent kyseliny gallové

GC Gallokatechin

HDL lipoproteiny s vysokou hustotou

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

LDL lipoprotein s nizkou hustotou

Q Kvercetin

TEAC celkova antioxidaéni aktivita vztazena ke standardni latce — Troloxu
TPC celkovy obsah fenolickych latek

TPTZ 2,4,6-tripyridyl-S-triazin

TROLOX 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina
UHPLC ultra-vysokouéinna kapalinova chromatografie

uv ultrafialova oblast

VIS viditelna oblast
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ANOTACE

Tato bakalafska prace se zabyva vyuzitim modernich analytickych technik pro analyzu
biologicky aktivnich latek obsazenych Vv cokoladé. Teoretickd ¢ast shrnuje informace o
zpusobu vyroby ¢okolady a jejim chemickém slozeni. Déle se vénuje procesu alkalizace a
jeho vlivu na obsah biologicky aktivnich latek. Prakticka ¢ast bakalaiské prace je vénovana
stanoveni celkového obsahu fenolickych latek a antioxida¢ni kapacity extraktii pfipravenych

z ¢okolady pomoci ruznych spektrofotometrickych metod.

KLICOVA SLOVA

Cokolada, kakaovnik, alkalizace, biologicky aktivni latky, DPPH, ABTS, TPC, antioxidacni
aktivita

TITLE
Modern analytical techniques in analysis of biological active compounds in chocolate

ANNOTATION

This thesis focuses on analysis of biologically active compounds present in chocolate using
modern analytical techniques. The theoretical part summarizes information about chocolate
production and its chemical composition, further, the process alkalisation and their impact on
the content of biologically active substances are described. The experimental part of the thesis
deals with the determination of total phenolic contents and antioxidant capacity of chocolate

extracts by using spectrophotometric techniques.
KEYWORDS

Chocolate, cocoa, alkalisation, biological active compounds, DPPH, ABTS, TPC, antioxidant

activity
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UVOD

Cokolada je bé&znou soulasti nejriizngjdich druhi sladkosti a patii K nejpopuldrngjsim
cukrovinkdm na svété. Vyrabi se z kakaovych bobt, coz jsou semena tropického stromu
kakaovniku pravého (Theobroma cacao), ktery se rozdéluje do tii skupin, nejrozsifenéjsi
Forastero, ktery predstavuje ptes 90% produkce, dale Criollo a Trinitario. Kakaovnik pochazi
z tropické oblasti Jizni Ameriky, ale v dneSni dobé¢ se péstuje v tropech celého svéta. Nejveétsi

producenti kakaa se nachazi v oblastech jihovychodni Asie, Latinské Ameriky a zapadni
Afriky.

Kakaové boby obsahuji fadu dualezitych biologicky aktivnich latek, jako jsou napftiklad
vitaminy, mineraly a antioxidanty, které jsou prospésné pro nas organismus, takze ¢okolada
zajist'uje pozvolné uvoliiovani energie do téla, podporuje imunitni systém, uvolnuje od stresu
apomaha té€lo detoxikovat. Diky obsahu latky zvané theobromin maji kakaové boby

povzbudivé ucinky podobné jako kofein.

Pted analyzou biologicky aktivnich latek se vzorky cokolady upravuji a extrahuji za pouziti
riznych rozpoustédel, aby se ziskal maximalni vytézek. Samotna analyza extrakti muze byt
provedena pomoci kapalinové chromatografie ¢i pomoci spektrofotometrickych technik.
Pro analyzu antioxidacni kapacity pfipravenych extrakti se vyuZziva spektrofotometrickych
metod ABTS a DPPH. K analyze celkového mnozstvi fenolickych latek v extraktech se vyuziva
metoda TPC.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Kakaovnik pravy

1.1.1 Popis

Kakaovnik pravy (Theobroma cacao) je strom, ktery se péstuje v oblasti od Stfedni a Jizni
Ameriky po Afriku a Indonésii az do vysky 600 metri nad mofem. Klima musi byt teplé,
s teplotou 25-27 °C. Kakaovniku nevyhovuje velmi suché a vlhké obdobi. V idealnim piipadé
by se mély srazky pohybovat mezi 1250-2500 mm a mély by byt pravidelné. Strom nejlépe
roste pod stinem a ochranou vysoko rostoucich rostlin a stromt, jelikoz je citlivy na ptimé
slune¢ni zafeni a na silny vitr. Ve volné piirodé doruista az do vysky 12-15 metrd, ale kvali
jednodussi sklizni si péstitelé nenechavaji vyrist strom vyse nez 4-8 m. Kakaovnik kvete a nese
plody po cely rok. Béhem dvou Sestimé&si¢nich cykll se nachazi na stonku a hlavnich vétvich
tisice jemnych kvéta. Piiblizn€ 40 z nich se nakonec vyvine v ovoce. Kazdé kvétina kvete pouze
jeden den. Kvéty, které jsou oplodnény, se po dobu asi péti mésicti vyvinou v kakaové lusky,
které se vyrazné lisi tvarem, strukturou i velikosti. Lusky mohou mit délku cca 15 az 35 cm.
Zralé ovoce (lusky) obvykle obsahuje 20 az 75 kakaovych bobii o délce 1 az 3 cm. Kakaové

boby (Chyba! Nenalezen zdroj odkazii.) jsou ulozené v bilé duziné [1].

Obrizek 1- Kakaovy bob  [2]

1.1.2 Druhy kakaovniku
Kakaovnik pravy je rozdélovan do tii hlavnich skupin: Forastero, Criollo a Trinitario, coZ je
kfizenec mezi prvnimi dvéma skupinami. Odrida Forastero piedstavuje diky své vysoké

produktivité a odolnosti viici chorobam a sktidcim zhruba 95 % celkové celosvétové produkce.
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Odridy Criollo a Trinitario podle své kvality obecné produkuji ,,jemné nebo aromatické
kakao®, zatimco odrtidy Forastero obvykle produkuji az na n¢které vyjimky sypké, zakladni

nebo obycejné kakao [3].

Odrada Criollo (obrazek 1) se povazuje za uslechtily kakaovnik, ktery pochdzi ze Stiedni a Jizni
Ameriky a také z karibskych ostrovii a Sri Lanky. Tvoii pouhych 5 % svétové produkce. Péstuje
se velice obtizné, protoze je mimoradné zranitelny vici riznym ekologickym hrozbam. Lusky
maji bilou az svétle rizovou barvu a jejich chut’ je jemnd, snizkym obsahem klasické
¢okoladové chuti, ale bohata na sekundarni tony dlouhého trvani. Odriada Criollo, znama jako

,,princ kakaa®, se pouziva do téch nejjemnéjsich ¢okolad [1].

Nejcastéji péstovana odrida Forastero (oObrazek 2), ktera s nejvétsi pravdépodobnosti pochazi
z povodi Amazonky, se dnes péstuje hlavné v Ekvadoru, Africe a Brazilii. Forastero
je odolngjsi, mén¢ nachylna k nemocem a ma mnohem vyssi vynos nez odriida Criollo. Lusky
se pouzivaji hlavné k tomu, aby ¢okoladé dodaly plnou chut’. Jeho hotka chut’ ma kratké trvani

a neni podpofena sekundarnimi tony, proto se mnohdy misi s jinou odridou kakaovniku [1].

Trinitario (obrazek 3) je hybrid vznikly kiizovym opylenim. Legenda vypravi, Ze vznikla na
ostrové Trinidad poté, co hurikdn vroce 1727 téméf zni¢il mistni Grodu Criollo.
Za predpokladu, ze vSechny stromy byly mrtvé, byly na plantazich znovu vysazeny odrudy
Forastero, ale objevili se spontanni hybridy. Trinitario tedy kombinuje to nejlepsi ze dvou
dalsich hlavnich odriid: vytfibenou chut’ Criolla a odolnost a vysoky vynos Forastera. Dnes
je mozné tuto odriidu nalézt ve vSech zemich, kde se kakao Criollo kdysi péstovalo: karibské

ostrovy, Mexiko, Venezuela, Kolumbie a v ¢astech jihovychodni Asie [1].

Obrazek 2-Odriida Forastero [1]

Obrazek 4-Odriida Criollo [1] Obrdzek 3-Odrida Trinitario [1]
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1.1.3 Producenti kakaovych bobi

Theobroma cacao se z velké ¢asti péstuje ve tiech tropickych oblastech, tj. jihovychodni Asie,
Latinska Amerika a zapadni Afrika. Mezi deset prednich svétovych vyrobcl patii Pobtezi
slonoviny, Nigérie, Indonésie, Ghana, Kamerun, Brazilie, Ekvéador, Peru, Mexiko
a Dominikénskd republika, pficemz az 70 % celosvétové produkce pochazi ze Ctyt

zapadoafrickych zemi (PobieZi slonoviny, Kamerun, Ghana a Nigérie) [4].

1.2 Chemické sloZeni ¢okolady

1.2.1 Tuky

Tuk je nejbohatsi energetickou slozkou ¢okolady, umoznuje ziskat 9 kcal na gram ve srovnani
s 5 kcal na gram u sacharidi a bilkovin. Az 50 % kakaa mohou tvofit tuky, které se skladaji
ze dvou nasycenych mastnych kyselin (kyselina palmitova a kyselina stearovd) a jedné
mononenasycené kyseliny (kyseliny olejové). Tento tuk, ktery je obsazen v kakaovych bobech
nezvysuje hladinu cholesterolu v Krvi, avSak jiné ptisady v nékterych c¢okoladovych vyrobcich
mohou jeho hladinu zvysit (mléko, jiné formy ptisad tuku). Pfidané tuky mohou ovlivnit
hladinu cholesterolu v krvi zplisobem, ktery miize zvysit riziko srde¢nich onemocnéni, a proto
je tieba brat v uvahu dva druhy cholesterolu. ZvySena uroven cholesterolu u lipoproteint
0 nizké hustoté (LDL) (také zndmy jako "Spatny" cholesterol) a snizena hladina lipoproteinti
0 vysoké hustoté (HDL) cholesterolu (také znamy jako "dobry" cholesterol) zvySuji riziko
vzniku srde¢nich onemocnéni, infarktu a cévni mozkové piihody. Tyto podminky vznikaji
Vv disledku nahromadéni cholesterolu v cévéch, coz vede k aterosklerdze, coz omezuje pritok
krve v tepnach vedoucich do srdce a snizuje jeho zasobu kysliku, coz nékdy vede k bolestem

na hrudi [5,6].

1.2.2 Sacharidy

Kakaové boby maji znacné mnoZstvi sacharidli, ale vétSina z nich neni v cukerném stavu.
Sacharidy jsou nejcastéji ve forme Skrobu a rozpustné a nerozpustné vlakniny. U cokolady
je vsak cukr jeji zakladni slozkou [6].

Sachar6za je fepny nebo titinovy cukr, ktery se sklada z jedné molekuly glukozy a jedné
molekuly fruktoézy. Zatimco cukrova fepa obsahuje asi 14-17 % sacharézy, cukrova titina ma

obsah sachardzy 11-17 %. Rozklad na glukézu a fruktdzu lze provést pomoci kyseliny nebo

pouzitim enzymu zvaného invertaza a vyslednou smés pak nazyvame invertni cukr [5].
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1.2.3 Bilkoviny a aminokyseliny

Bilkoviny jsou pfitomny jak v netukovém kakau, tak v mlé¢nych ¢asticich. M1é¢na bilkovina
ma vyssi vyzivovou hodnotu nez kakaové bilkoviny, protoze obsahuji vétsi podil esencialnich
mastnych kyselin [5]. Bilkoviny jsou tvofeny fadou aminokyselin spojenych stiidavé
aminokyselinou a aminem [5]. Charakteristicka viné ¢okolady miize byt zpisobena reakci
aminokyselin jako jsou leucin, threonin a glutamin s gluk6zou, po zahiati na cca 100 °C.

Pii vyssSich teplotach se viing stava mnohem intenzivnéjsi [5].

1.2.4 Vitaminy a mineralni latky
Kakaové boby jsou velice bohaté na vitaminy a mineralni latky. Z vitaminti obsahuji: B1, B2,
B3, B5, B6, C a E. Z mineralnich latek obsahuji: méd’, vapnik, fosfor, zelezo, hoicik, zinek

a mangan [7].

Thiamin (vitamin Bl) potfebuje kazda bunka téla, aby se vytvorila pohonna hmota, ¢imz
je adenosintrifosfat. Nervové bunky vyzaduji vitamin Bl za uc¢elem normalniho fungovani.
Vyzkumy ukazuji, Zze vitamin B1 mtze zvratit anémii a pfipadné miZze pomoci pii prevenci

Alzheimerovy choroby, cukrovky a viedu [7].

Riboflavin (vitamin B2) je ve vodé rozpustny vitamin potfebny ke zpracovani aminokyselin
a tukt, k aktivaci vitaminu B6 a kyseliny listové. Tento vitamin rovnéz napomaha pieméné
sacharidli na adenosintrifosfat. Za urcitych podminek vitamin B2 pisobi jako antioxidant. Bylo

prokazano, ze pomaha pii migrénach, anémii, viedech a Sedém zékalu [7].

Niacin (vitamin B3) je nezbytny pro proces uvoliiovani energie ze sacharidi. Niacinova forma
vitaminu B3 také reguluje cholesterol. Véda poukézala, Ze niacin lze pouzit pii 1éCbé

osteoartrozy, akné a vysokého cholesterolu [7].

Kyselina pantotenova (vitamin B5) se podili na Krebsové cyklu produkce energie a je nezbytna
pro produkci neurotransmiteru acetylcholinu. Dale je nezbytna pii vyrobé€, transportu
auvolnovani energie ztuku, aktivuje nadledvinky a zavisi na ni syntéza cholesterolu
(potfebného pro tvorbu vitaminu D a steroidnich hormoni). Mnoho odbornikli se domniva,
ze vitamin B5 miiZze pomoci zvladat vysoké hladiny cholesterolu a mize mit pozitivni u¢inky

pii 1é¢bé revmatoidni artritidy [7].

Pyridoxin (vitamin B6) je zasadni pro zpracovani aminokyselin a je nezbytny pro produkci
hormont, serotoninu, melatoninu a dopaminu. Diky tomu je vitamin B6 uzitecny pro prevenci
a/nebo zvraceni riznych dusevnich stavil, jako je deprese. V kombinaci s kyselinou listovou

avitaminem BI12 snizuje vitamin B6 hladiny homocysteinu (aminokyselina spojena
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se srdeCnimi chorobami a mrtvici). Muze také pomoci v boji proti ranni nevolnosti

a symptomum spojenym s premenstruacnim syndromem [7].

Kyselina askorbova (vitamin C) je nezbytna pro mnoho biologickych funkci. Vitamin C
je znamy antioxidant, o kterém je zndmo, ze chrani télo pied riznymi chorobami souvisejicimi
s volnymi radikaly, v¢etné¢ onemocnéni srdce a plic (zpusobené koufenim) a tedy pomaha
zvySovat imunitu. Dale poméaha pfi tvorbé kolagenu, snizuje riziko Sedého zdkalu, mrtvice

a problému souvisejicich s toxicitou tézkych kovu [7].

Vitamin E je silny antioxidant, o kterém je znamo, ze pomaha ptedchazet oxidaci LDL, ¢imz
snizuje riziko srdecnich onemocnéni. Vitamin E také poméha kontrolovat zanét a studie také
ukazaly, ze vitamin E mlize pomoci zvladnout revmatoidni artritidu a zlepS$it imunitni funkce

u starsich osob [7].

M¢d’ je stopovy mineral, ktery je nezbytny pro mnoho télesnych procest. Pro absorpci a vyuziti
médi je poticba Zelezo. Méd’ je také potfebna k vyrobé adenosintrifosfatu, pro syntézu
nékterych hormonti a kolagenu, takzvaného ,,lepidla®, které drzi pojivovou tkan pohromadé.

Je také spojovan s prevenci a zvracenim anémie [7].

Vapnik je mineral zndmy pro svou roli v prevenci osteopordzy. Hraje roli pii udrzovani
spravného krevniho tlaku a bylo prokazano, Ze snizuje riziko srde¢nih0 onemocnéni

a n¢kterych typt rakoviny [7].

Fosfor se v piirod¢ obvykle vyskytuje v kombinaci s kyslikem (tzv. fosfat). Vétsina fosforu
v lidském téle existuje v kostech, ale molekuly obsahujici fosfat (fosfolipidy) jsou také
dilezitymi slozkami bunéénych membran a lipoproteint, jako jsou lipoproteiny s vysokou
hustotou a lipoproteiny s nizkou hustotou [7].

Zelezo je esencialni mineral, ktery je soucasti hemoglobinu, slozky krve pienasejici kyslik.
Bez dostatecného mnozstvi zeleza nemiize byt adenosintrifosfat (pohonna hmota, kterou télo

potiebuje k preziti) spravné syntetizovan [7].

Hoi¢ik je nezbytny pro rizné té€lesné funkce a procesy. Je potiebny pro tvorbu kosti, bilkovin
a mastnych kyselin, tvorbu novych bunék, uvolnéni svalli, aktivaci vitamini B, srazeni krve,

ptenos nervovych vzruchii a tvorbu adenosintrifosfatu [7].

Zinek je soucasti vice nez 300 enzymu potiebnych k hojeni ran, udrzeni plodnosti dospélych

arastu déti, syntetizuje bilkoviny, poméha reprodukci buné€k, posiluje imunitu a chrani pied
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volnymi radikaly. Vyzkum ukazuje, ze zinek muze zkrétit trvani a/nebo zavaznost bézného

nachlazeni u dospélych [7].

Mangan je esencialni stopovy mineral potiebny pro zdravou tvorbu kiize, kosti a chrupavek
a glukozovou toleranci. Pomahé také aktivovat superoxid dismutazu, dulezity antioxidacni

enzym [7].

1.2.5 Alkaloidy

Zrala semena obsahuji celkové zhruba 1-2,3 % alkaloidl. V kakaovych jadrech se nachazeji
alkaloidy theobromin a kofein, avsak béhem procesu fermentace dochazi ke snizeni jejich
obsahu. Po 7 dnech fermentace se jejich obsah snizi zhruba o 40 %, nebot jsou alkaloidy
vylucovany do fermentacni $t4vy a prochazeji slupkou, kde jsou Castecné zadrzeny. Naopak
obsah alkaloidt ve slupkach se béhem fermentace zvySuje. [8]. Theobromin je velmi mirny
stimulant, ktery mtiZze byt toxicky pro zvitata, jako jsou kocky, psi a papousci. [6]. V rizném
mnozstvi se vyskytuje také v ¢aji, kave a ofechu kola, 1 kdyz nejbohat§im zndmym zdrojem je
cokolada. Je pozoruhodné, Ze samotny theobromin neobsahuje Zadny brom, spiSe byl
pojmenovan po kakaovniku Theobroma. Ptipona ,,ine* je standardni konvenci pro alkaloidy,
jako caffeine (kofein), nicotine (nikotin) a morphine (morfin) z anglického jazyka [9]. Kofein
je béznou slozkou kakaového bobu, kterd umoziuje cokoladovym vyrobkiim udrzet nés vzhiru.
Mnozstvi kofeinu je mnohem mensi nez v jinych produktech, jako jsou kava, kolové napoje

a ¢aj [6]

1.2.6 Ostatni latky

Dale ¢okolada obsahuje fenylethylamin, serotonin a lecitin. Fenylethylamin stimuluje nase télo
zvySenim hladiny dopaminu a adrenalinu v Krvi [6], serotonin vytvari pocit potéSeni a muze
zpusobovat mirné abstinen¢ni pfiznaky a mirnou depresi [6] a lecitin je bézna cokoladova
ptisada slozena z fosfolipidi vazanych na molekuly cholinu [10]. Séjovy lecitin, ktery
je emulgatorem pii vyrobé Cokolady, se obvykle pfidava v koncentraci 3—6 g/kg ¢okoladové
hmoty. Pfidani 1-3 g/kg sdjového lecitinu ma stejny ucinek na snizeni viskozity jako ptidani
asi desetindsobku tohoto mnoZzstvi kakaového masla, ¢imZ se snizuji vyrobni néklady Gisporou

kakaového masla [11].
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1.3 Postup vyroby cokolady

Vyznamnou roli ve vyvoji chuti hraje technika sbéru kakaovych bobi a jejich poskliziiova

uprava, kde prvnim krokem je fermentace [12].

1.3.1 Cisténi kakaovych bobi

Vzhledem k tomu, Ze K suSeni kakaovych bobii dochazi na zemi, ¢asto obsahuji pisek, kameny
¢i rostlinny material. Tyto necistoty jsou mnohdy velmi tvrdé, a proto musi byt nejprve
odstranény, aby nedoslo k poskozeni zafizeni, které se pouziva k mleti kakaovych bobu. Dale
je jejich odstranéni nutné z dtivodu obsahu organickych kontaminujicich latek, které se béhem
prazeni spali a dochazi k uvolnéni plynd, které mohou zkazit chut’ kakaa. Cisténi se proto
provadi na zacatku procesu vyroby cokolady. K odstranéni riznych typii odpadu se obvykle
kombinuje né€kolik riznych procest. Necistoty v podobé¢ prachu lze odsat. Kameny mohou mit
podobnou velikost jako kakaové boby, ale maji odlisnou hustotu. Lze je oddélit vzajemnym
vibrovanim na mfiZce, kterd je nastavena pod uhlem k vodorovné roving. Vzduch prochazi
miizkou a foukd kakaové boby vySe nez kameny. Jak jsou blize vibra¢ni mfiZce, kameny
se posouvaji smérem nahoru, kde odpadavaji do sbérného pytle. Vzduch dopravi boby

do spodni ¢asti rostu, kde vstupuji do dalsi faze zpracovani [5].

1.3.2 Fermentace kakaovych bobu

Fermentace je prvnim krokem poskliziiového zpracovani. Jedna se o kli¢ovou fazi zpracovani
kakaovych bobu, kterd rozhoduje o tvorbé chutovych prekurzort, snizuje jejich hotkost
a trpkost a urcuje jejich barvu. Vysledek fermentace je ovlivnén sloZzenim duziny, protoze
Ji kvasinky a bakterie vyuzivaji k tvorbé chutovych prekurzor [12]. Fermentace musi zacit
do 24-48 hodin po otevieni luski a obvykle trva 5-7 dni [9]. Samotny fermenta¢ni proces
je rozdélen do 2 fazi. Prvni fazi je anaerobni faze, kdy kvasinky, bakterie a vlaknité houby
za¢nou fermentovat zrno a duzinu. V této fazi prevazuji v procesu kvaseni kvasinky, jako jsou
napiiklad: Saccharomyces cerevisiae, Kluyverymyces marxianus a Candida castelli. Kvasinky
jsou schopny katalyzovat sachar6zu, glukozu a fruktézu a produkovat ethanol jako fermentacni
produkt. Dale pomahaji rozkladat pektin, ktery podporuje provzdusnéni. Druha faze je aerobni,
zacina po 48 az 96 h a dominuji v ni bakterie mlécného kvaseni. Zatimco aktivita kvasinek
je inhibovana provzdusnovanim, zvysenim pH dochazi k ristu bakterii mlé¢ného kvaseni. Pted
ukoncenim této faze jsou bakterie mlé¢ného kvaSeni nahrazeny bakteriemi kyseliny octové.
Kyselina octova nakonec kakaovy bob usmrti, coz zptisobi prasknuti bunécnych stén a smichani
nekolika difive oddé€lenych latek. Bakterie kyseliny octové hraji vyznamnou roli pfi tvorbé

chutovych prekurzort, které jsou pocatkem vyrazné cokolddové chuti a viiné. V prvni fazi
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doslo k pfeméné nékterych chemickych sloucenin, napt. sachar6za se ¢aste¢né hydrolyzovala
na redukujici cukry, pfeménila se bilkovina na peptidy a aminokyseliny a nékteré polyfenoly
byly hydrolyzovany a oxidovany. Druha faze se pak tyka spise senzorickych vlastnosti, které
souvisi se snizenim stupné trpkosti, ktery je ovlivnén oxidaci komplext bilkovin a polyfenolt.
Délka fermentace ma vliv na pH kakaovych bobi a jejich teplotu. Pokud fermentace trva pfilis

dlouho a pH je ptilis kyselé, dojde ke snizeni obsahu chutovych prekurzoru [12].

1.3.3 SuSeni

Po procesu fermentace nésleduje proces suseni. SuSenim kakaovych bobu se snizuje obsah
vlhkosti z cca 60 % na 7 %, ¢imz dochazi k zabranéni nadmérné fermentaci, poskozeni bobi a
napadeni plisnémi béhem skladovani. V pribéhu suSeni dojde ke zméné senzorickych
vlastnosti, jako je sniZeni kyselosti, hotkosti, trpkosti, a rovnéz dojde k rozvoji hnédé barvy
kakaovych bobl. Pomaly proces suseni ovliviiuje barvu kakaovych bobt a dochazi ke snizeni
obsahu nékterych tékavych kyselin, coz zaroven vede k nizké kyselosti produktu. Pti rychlém
suseni kakaovych bobii dochazi ke ztvrdnuti slupky a k zabranéni ubytku kyseliny octové, ¢imz

se naopak zvysuje kyselost bobi [12].

Obecné dochazi béhem procesu suSeni ke ¢tyfem zménam. Prvni je neenzymatickd reakce
hnédnuti za vzniku té€kavych latek, ktera ma vliv na snizeni obsahu redukujicich cukru.
Za druhé, béhem suseni dochazi k poklesu neredukujicich cukri. Za tfeti, proces hydrolyzy
kakaového proteinu vede ke sniZeni koncentrace proteinu a za Ctvrté, pritomnost lipazy

Vv kakaovych bobech také zvySuje obsah volnych mastnych kyselin [12].

Zpasoby suSeni vytvareji rizné Cokoladové chuté. Zphsob suseni na slunci mu dodava
jedinecnou Cokolddovou chut. Naopak umélé susSeni produkuje nearomatické pachy, jako
je kouf, Sunka, guma nebo benzin. Vysoce kvalitni kakaové boby jsou vyrobeny z dobie
vysusenych bobt, které jsou hnédého vzhledu, maji nizkou sviravost a hotkost a nemaji

nevyraznou chut’ [12].

1.3.4 PraZeni

Prazeni je prvnim krokem v primyslovém zpracovani cokolady. Jednd se o dilezity krok
v dal§im rozvoji ¢okoladovych chuti z aromatickych prekurzor vzniklych béhem fermentace
a su$eni. Kombinace doby praZeni a teploty uréuje chut’ Gokolady. Cas a teplota se pohybuji
od 5do 120 min a 120-150 °C. Béhem prazeni se snizi obsah vlhkosti na 1 % az 2 %. Pfi pouziti

vyssich teplot se snizuje obsah nékterych tékavych kyselin, jako je nezadouci kyselina octova,

20



zatimco méné tékavé kyseliny (Stavelova, citronova, vinna, jantarova a mlé¢éna) zlstavaji

nezménény[12].

1.3.5 Mleti

Kakaové zrna musi byt rozemleta od maximalni velikosti pfiblizn€ 0,5 cm do méné nez 30
mikrometrt. Pfi mleti kakaovych zrn se sleduji dva cile. Prvnim cilem je vytvofit dostate¢né
je odstranéni co nejvétsiho mnozstvi tuku z bunék uvniti listt. Tuk je potiebny k tomu, aby
cokolada 1épe tekla, a to jak pfi vyrobé cukrovinek, tak i pfi jejim rozpousténi v ustech. Tuk
je také nejdrazsi hlavni slozkou ¢okolady, takze z ekonomického hlediska je nutné co nejlépe

vyuzit veskery piitomny tuk v kakaovych zrnech [5].

K mleti se pouzivaji mleci stroje, které pracuji efektivné pouze s 10ndsobnym zpomalenim,
takze jsou zapottebi alesponl dva stupné mleti. Kakaovy prasek se nejprve mele narazovym
mlynem, ktery rozpusti tuk a vytvoii kapalinu obsahujici velké ¢éastice o priméru stovek
mikrometrd. Druhym mlynem je obvykle kulovy mlyn, nebo kotouc¢ovy mlyn, které dokazou
zpracovavat kapalné nebo pevné materidly. Mleta kakaova ¢astice obsahuje kakaovy Skrob,

ktery tvofi asi 7 % hmotnosti kakaové hmoty [5].

1.3.6 Michani

Michani ingredienci pii vyrobé cokolady je zékladni operace, kterd probihd v kontinudlnich
nebo davkovych mixérech k dosazeni stidlé konzistence smési. Pfi davkovém michani
se ¢okolada s kakaovou hmotou, cukrem, kakaovym maslem a mléénymi vyrobky dukladné
promichd, obvykle pti 40-50 °C po dobu 12-15 minut. Velci vyrobci cokolady, jako je Nestl¢ a
Cadbury, obvykle pouZzivaji kontinualni michani pomoci zndmych automatickych hnétaci

k vytvotreni mirn¢€ pevnéjsi textury a plastické konzistence [13].

1.3.7 KonSovani

KonSovani je proces, pii kterém se rozviji kone¢na chut a zlepSuje struktura cokolady. Tento
proces snizuje koncentraci volnych kyselin a dal$ich t€kavych vedlejsich produktt v kakaovych
bobech. KonSovani je poslednim vyrobnim procesem souvisejicim s vyvojem chuti. Stava
setedy posledni moznosti, jak ziskat pozadovanou chut kakaovych vyrobkd. Zacina
zpracovanim ¢okolddovych vlocek a drobkll do tekuté faze. PouZita teplota se voli v zavislosti
na sloZeni ¢okolady a poZadované chuti. Podle doby trvani konSovani a podle teploty konSovani
ziskame ur¢itou chut cokolady. Kazdy cokoladovy vyrobek ma tedy jina doporuceni

pro konsovaci teploty. Naptiklad u mlé¢né Cokolady se doporucuje teplota nizsi nez 50 °C,

21



aby se zabranilo Maillardové reakci, zatimco u hotké ¢okolady 70 °C az 82 °C [12]. Obvykle
se doba konSovani pohybuje v rozmezi 6-24 hodin u vykonnéjsich konsirek. Tradi¢ni dlouha
rafinace obvykle trva asi 72 hodin. VétSina vyrobcti ¢okolady pouziva pouze 4-6 hodin

konsovani, ale to mize negativné ovlivnit kvalitu kone¢ného produktu [14].

1.3.8 Temperace

Nekontrolovana krystalizace kakaového masla typicky produkuje krystaly raznych velikosti,
Z nichz nékteré nebo vSechny jsou dostatecné velké, aby byly jasné vidét pouhym okem. To ma
za nasledek skvrnity a matny povrch cokolddy a zpiisobuje, Ze se ¢okolada pti lamani spise
droli, nez lame. Jednotny lesk a kiupava textura spravné zpracované ¢okolady je vysledkem
konzistentniho vytvareni malych krystalki kakaového masla béhem procesu temperovani.
Cokolada v pevném skupenstvi ma tukové &astice kakaového masla v krystalické pevné
struktufe. Krystaly kakaového masla se pfi zahtati dokazou oddélit od pevné struktury
aumoziuji Cokolad¢ ziskat se zvySujici se teplotou tekutéjSi konzistenci — proces tani.
Cokolada s vys§im obsahem tuku taje pfi nizsi teploté. Po odstranéni tepla krystalky
kakaového masla opét ztuhnou a piiblizi se k sobé&, takze ¢okolada ztuhne. Teplota je béhem
krystalizace peclivé kontrolovana, aby byl zajistén nejlepsi vzhled a textura, a aby byly
vytvofeny co nejstabilnéjsi krystaly, a aby se struktura a vzhled ¢asem nezménily. Obecné
se ¢okolada nejprve zahieje na 50 °C, aby se roztavily krystaly. Cokoldda se poté ochladi
na nékolik minut na ptiblizn€ 27 °C, pfi této teploté se okolada rozrusi a vytvoii mnoho malych
krystalickych "seminek", kterd funguji jako jadra pro vytvotreni malych krystali v ¢okolad¢.
Cokolada se poté zahfeje na pfiblizné 31 °C. Po tomto okamziku jakékoli piehtati okolady

rozru$i temperaci a proces se musi opakovat. [15].

Dva klasické zptisoby ru¢niho temperovani ¢okolady jsou:

1) Prace s roztavenou ¢okoladou na povrchu pohlcujicim teplo, jako je kamenna deska,
dokud zahusténi neukdze pfitomnost dostatecného mnozstvi krystalovych "seminek",

cokolada se poté jemné& zahteje na pracovni teplotu.

2) Tuhou c¢okoladu vmichame do rozpusténé cokolady tak, aby tekuta Cokolada

"naockovala" krystaly.

Pro vyrobu konzistentné temperované cokolady lze pouzit stroje na temperovani ¢okolady

s pocitacovym ovladanim, zejména pro velkoobjemové aplikace [15].
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1.3.9 Skladovani

Protoze je Cokolada obzvlasté citliva na teplotu a vlhkost, vyzaduje vhodné podminky
skladovani. V idealnim ptipad¢ je preferovdna skladovaci teplota 15 az 17 °C s relativni
vlhkosti nizs§i nez 50 %, coz zvySuje trvanlivost Cokolady a zabraiuje vykvétani tuku.
Trvanlivost se pohybuje od 2-3 mésicti u mlécné ¢okolady po piiblizné 2 roky u tmavé ¢okolady
[16].

1.3.10 Baleni a pFeprava

Pro baleni kakaovych bobi se obvykle pouzivaji jutové sacky o hmotnosti 60-65 kg, které jsou
pak pfepravovany lodi, Zeleznici nebo nékladnimi vozidly. Idedlni podminky pro udrzeni
béhem manipulace nebo piepravy jsou teplota mezi 15 az 30°C, relativni vlhkost 70 az 75 %

a obsah vlhkosti mezi 6 az 9 % [16]

Tradi¢ni obal pro lisované cokolddové kostky a tabulky je folie a papir. Hlinikova folie
poskytuje urcitou ochranu pied znec¢isténim, napadenim hmyzem a zkazenim. Papir mize byt

jakkoliv zbarveny. Pro jejich piepravu se pouzivaji kartonové krabice[5].

1.4 Druhy ¢okolady

Existuji ti1 hlavni druhy ¢okolady: hotka, mlé¢na a bila, mezi nimiZ jsou zna¢né rozdily. Slozeni
hotké Cokolady se sklada predevsSim z kakaové hmoty, cukru a kakaového maésla. Mlécna
¢okoldda se skldda z cukru, kakaového masla, mlécné suSiny a kakaového likéru, a bila
Sokolada se sklada z cukru, mlééné susiny a kakaového masla. Cokolada mize obsahovat také
emulgatory, jako je lecitin, a také siil, aromata nebo kofeni. Smérnice tykajici se kakaa
a ¢okoladovych vyrobki urcenych k lidské spotiebé definuji hotkou ¢okoladu jako vyrobek
ziskany z kakaovych vyrobku a cukrii, S obsahem minimalné 35 % celkové kakaové susiny,
z toho nejméné 18 % kakaového masla a alespon 14 % odtu¢néné kakaové susiny. Mlécna
cokoldda je definovana jako vyrobek ziskany z kakaovych vyrobkli, cukru a mléka
nebo mlécnych vyrobkil, obsahujici alesponn 25 % celkové kakaové suSiny, nejméné 14 %
mlécné susiny, pfinejmensim 2,5 % odtucnéné kakaové susiny, nejméné 3,5 % mlécného tuku
a alespon 25 % celkového tuku (kakaové maslo a mlécny tuk). Podle téze smérnice je bila
¢okolada definovéna jako vyrobek ziskany z kakaového masla, mléka nebo mléénych vyrobkt
a cukru, obsahujici pfinejmensim 20 % kakaového mésla a nejméné 14 % mlécné susiny, z toho

nejméné 3,5 % mlécného tuku [17].
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1.5 Alkalizace kakaové hmoty

Techniku alkalizace poprvé predstavil Holand’an van Houten v roce 1928, a proto
Ji pojmenoval jako holandsky proces [13]. Alkalizace je volitelny, ale velmi uzite¢ny krok pti
vyrob¢ kakaa za ucelem ztmavnuti jeho barvy, Gpravy jeho chuti, snizeni kyselé a sviravé
chutg, a zvyseni rozpustnosti ptirodniho kakaa. Kakao je ve své pfirozené formé mirn¢ kyselé,
s nominalnim pH v rozmezi 5,0 az 5,6. Alkalizace neboli holandsky proces neutralizuje
normalni kyselost kakaa a zvysuje pH na 7 az 8. Z technologického hlediska zahrnuje

alkalizace ptsobeni hydroxidu na kakaovou surovinu pfi uréitém tlaku a teploté [18-19] .

Proces alkalizace se obvykle provadi v uzavieném tlakovodnim reaktoru za pouZiti
kontinudlniho hnétaciho systému. Patenty vztahujici se k procesu alkalizace byly zkoumany
s cilem popsat vSechny proménné, které¢ 1ze béhem procesu alkalizace kombinovat, aby se
vyvinuly kakaové produkty se specifickymi vlastnostmi (barva, chut’ atd.). Bylo identifikovano

wevr

hydroxidu, teplota, provzdusiovani, obsah vody, tlak a doba trvani [19].
Dulezité parametry ovliviiyjici alkalizaci jsou popsany v nasledujicich kapitolach.

1.5.1 Typ a koncentrace zasady

Béhem alkalizace se pouZziva nékolika druhti zasad, a to hydroxidy, uhliitany,
¢1 hydrogenuhlicitany sodné, draselné ¢i vapenaté. VSechny tyto soli jsou zahrnuty v Codex
Alimentarius (potravinaisky zakonik) jako povolena aditiva pro regulaci kyselosti, pficemz
maximalni davkovéani je omezeno spravnou vyrobni praxi. Zasady lze pouZit samostatné
nebo v kombinaci pro tvorbu dané barvy. Diky svym u¢inkiim je K2COs povazovan za nejlepsi
alkalizujici stl pro tvorbu svétlych a Cervenych barev, aniz by narusil chut’ vyrobku, zatimco
NaOH se doporucuje pro ziskani tmavych barev. Wiant a kol. [20] ukazal, Ze kdyz se
se zachovaji vynikajici chuté. Nejcastejsi rozsah koncentraci zasad se pohybuje od 1 do 6 %
alisi se v zavislosti na povaze pouzité alkalické latky, kombinaci alkalickych c¢inidel

a chutovych vad kakaové hmoty [19,20].

1.5.2 Obsah vody

Voda ma schopnost transportovat alkalické ¢inidlo k barevnym prekurzortim, které budou
oxidovany béhem alkalizace. Aby se alkalické ¢inidlo dobfte rozlozilo, je tfeba ptidat potfebné

mnozstvi vody k navlh¢eni kakaového materialu. Pfidani vétsiho mnozstvi vody, nez je nutné,
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znamena del§i dobu suSeni. Zpravidla se ptidava voda v rozmezi koncentraci 10 az 50 %,
avsak je obtizné poskytnout doporuceni ohledné¢ procentniho podilu vody, které musi

byt pfidano, aby se dosahlo specifické barevné charakteristiky [19].

1.5.3 Teplota

Teplota je dalsi dulezitou proménnou, ktera uréuje barvu kakaa. Obecné plati, ze zvySeni teploty
ma za nasledek tmavsi barvu kakaa a rychlejsi reakci. Nejcastéji pouzivané rozmezi teplot
je od 60 do 130 °C. K vyrob¢ ¢erveného kakaa jsou obecné vyzadovany nizsi teploty, zatimco
k ziskani tmavsiho kakaa je tieba pouzit vyssich teplot. Pro tmavé kakao je maximalni
doporucena teplota 135 °C, protoze vysoké teploty sice vytvareji velmi tmavé kakao, ale mohou

mit neptiznivy vliv na chut[19].

154 Tlak

Proces vyroby ¢erné¢ho kakaa vyzaduje tradi¢ni systém, a to tlak mezi 1 az 12 atmosfér a reakéni
dobu mezi 30 az 120 minutami. Béhem vytla¢ovani, pii kterém se aplikuje tlak mezi 47 az 75
atmosfér, je v§ak doba trvani pod 5 minut. Kromé& urychleni procesu je zvySeni tlaku spojeno

s intenzitou zbarveni kakaové¢ ¢ervené barvy [19].

1.5.5 Doba trvani
Celkova doba expozice by méla trvat od 5 do 180 minut. Je nutné zdiiraznit vyznam doby trvani
alkalizace ve vztahu k vyvoji barvy a vzniku pachu. Pfi ptekroceni doporucené doby trvani

procesu mize dojit k vyskytu nezadoucich pfichuti [19].

1.5.6 Provzdu$néni

Alkalizace je zaloZena na oxidativnich reakcich, které se odehravaji v zakladnich médiich
a prispivaji k tvorb¢ barev. Pii téchto chemickych reakcich je nutné injekéné podavat kyslik,
a proto je pro zménu barvy kakaa klicové provzduSnovani. Konkrétné se uvadi, Ze k vyrobé
Cerveného kakaa je zapotiebi vice provzdusiovani nez k ziskani kakaa cerného. Optimalni

rychlost provzdusnovani je od 0 do 5 bar/min [19].
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1.6 Biologicky aktivni latky

Biologicky aktivni latky kromé zakladni vyzivové hodnoty poskytuji dalsi zdravotni vyhody.
Bioaktivni slouceniny jsou molekuly, které mohou ptedstavovat terapeuticky potencial tim,
ze ovliviiuji pfijem energie a zaroven snizuji prozanétlivy stav, oxidacni stres a metabolické
poruchy. Epidemiologické studie poukézaly, Ze vysoka konzumace potravin bohatych
na bioaktivni slouceniny s antioxidaéni aktivitou, véetné vitamini, mineralnich latek, a hlavné
fenolickych sloucenin, jako jsou flavonoidy a karotenoidy, ma pozitivni vliv na lidské zdravi
amohla by snizit riziko fady onemocnéni, jako jsou rakovina, srde¢ni choroby, mrtvice,
Alzheimerova choroba, cukrovka, Sedy zakal a funk¢ni upadek souvisejici s vékem [21]. Obsah
bioaktivnich latek je mimo jiné podminéno zpracovanim kakaovych bobl po sklizni,
jehoz vyznamnym krokem je v tomto ohledu fermentace. Kakao je bohaté na bioaktivni
slouceniny, pievazné methylxantiny slouceniny, jako je theobromin a kofein, a také fenolické
slouceniny, jako je kyselina gallova a flavan-3-olové monomery, katechin (C) a epikatechin
(EC) [22].

1.7 VIliv alkalizace na obsah biologicky aktivnich latek

1.7.1 Vliv alkaliza¢nich podminek na fenolické latky a methylxanthiny

Polyfenolové a methylxantinové slouceniny jsou zodpovédné za sviravou a hotkou chut’ kakaa
a ovlivilyji jeho stabilitu a stravitelnost [23-26]. Problémem pii pouzivani alkalizovanych
kakaovych vyrobki je, ze béhem alkalizace vlivem silné¢ zasaditého pH mize dojit k jejich
degradaci [18]. Zvlasté se zvySujicim se stupném alkalizace mtze dojit ke sniZzeni obsahu
hlavnich zastupc methylxynthind, theobrominu a kofeinu, pficemz theobrominu se v kakau
vyskytuje daleko vice nez kofeinu [24,25]. V pfipadé fenolickych latek byl v prubéhu
alkalizace zaznamenan 77% pokles obsahu EC a 67% pokles C [18], zatimco Andres-Lacueva
a kol. [29] uvedli primérny pokles epikatechinu 0 67 % a katechinu 0 38 % v kakaovém prasku
po alkalizaci. Obsah epigallokatechinu je vyznamné niz$i nez obsah ostatnich flavan-3-oli [30],
zatimco obsah EC a C v kakaovém prasku je v ramci studii srovnatelny [29-30]. Hlavnim
zastupcem flavanoli v kakau je EC [29], jeho obsah v kakaovych bobech z Ghany a Indonésie
byl 2,65-0,3 mg/g, a 0,79-0,05 mg/g a obsah C v kakaovych bobech se pohyboval v rozmezi
0,17 az 1,15 mg/g [31], coz se shoduje s uvadénou hodnotou priblizné 4,52 mg/g v odtuénéném

vzorku podle Kim a Keeney [32].
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1.7.2 Vliv alkaliza¢nich podminek na tékavé chut'ové slouceniny

Kakaové tékavé latky pochazeji z aromatickych prekurzorti vznikajicich béhem fermentace
a suseni bobi [18,33]. Zatimco nékteré aromatické slouc¢eniny béhem alkalizace degraduji, jiné
vznikaji, jako napf. nonanal, ethanol, 2-propanol, coz je pravdépodobné zpusobené degradaci
aminokyselin a zavisi na stupni alkalizace [18]. V kakau bylo identifikovano pfiblizn¢ 600
tékavych latek, zahrnujici nckolik chemickych tfid, jako jsou aldehydy, ketony, estery,
alkoholy, pyraziny, chinoxaliny, furany, pyrony, laktony, pyroly a diketopiperaziny a dalsi [34].
Razné druhy kakaa mohou vykazovat rGzné a specifické prichuté, protoze koncentrace
a senzoricky charakter téchto sloucenin se vyrazné lisi [34]. Bylo zjisténo, ze alkoholy, kyseliny
a D-limonen tvoti hlavni slouéeniny (piiblizné 60-75 %) tékavych aromatickych latek [18].
Kyselina octovd, ktera je prevladajici kyselinou v kakaovém prasku pired alkalizaci,
se po silném stupni alkalizace snizi az 0 67 % [18], zatimco podle jiné studie [35] se pfi vysoké
alkalizaci snizila o 94 %. Pfimichdnim glukézy jako redukujiciho cukru pfi alkalizaénim
procesu se dosahne lep$i chuti kakaa [18]. Dale v piipadé alkalizace za ptidavku glukédzy
nedochazi k tak velkému poklesu kyselin a dokonce v piipadé alkoholt dochazi ke zvySeni
jejich obsahu [18]. D-Limonen, piedstavuje pouze 1,92 % kakaové hmoty pied alkalizaci,
ale po lehkém stupni alkalizace se zvySi na 6,92 %, a t€Zkém na 31,4 %. To naznacuje,
ze zaClenénim redukujiciho cukru (glukézy) do procesu alkalizace vznika vice aromatickych
sloucenin. Aldehydy, ketony, estery, alkany, furany a slou¢eniny obsahujici benzen po lehkém

stupni alkalizace svij obsah zvysuji, ale nékteré z nich se po té€zké alkalizaci snizi [18,35].

1.7.3 Vliv alkaliza¢nich podminek na volné aminokyseliny a redukujici cukry
v kakaovém prasku

Alkalizace béhem prazeni miize vést k rozvoji Maillardovy reakce, zejména k tvorbé
neenzymatickych hnédych slou€enin. Maillardova neboli neenzymatickd reakce hnédnuti
zahrnuje pfedevsim reakci volnych aminoskupin aminokyselin a redukujicich cukri, pii niz
vznikaji aromatické a chutové latky. Neenzymatické hnédnuti je zodpovédné za nékteré
z nejpiijemnéjsich chuti, které si lidé vychutnavaji [18,36-38]. Bylo zjisténo, Ze hlavnim
redukujicim cukrem v kakaovém prasku je fruktoza [18,38,39], ale po alkalizaci nebyla zjisténa
zadna glukoza [18]. Degradace aminokyselin pii prazeni muze byt praveé dusledkem
Maillardovy reakce a oxidativni deaminace, stejn¢ jako snizeni obsahu aminokyselin
pii alkalizaci [18,40]. Bylo pozorovano, ze mira degradace hydrofobnich aminokyselin byla

44 % u lehkého stupné alkalizace, 83 % u tézkého stupné a 75 % u alkalizace s pfidavkem
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glukozy [40]. Dale bylo zjisténo [18], ze v pfipadé alkalizace kakaového prasku s pridavkem

gluk6zy dochazi k vétsim ztratdm aminokyselin nez bez jejiho piidavku.

1.8 VYyuziti modernich analytickych technik v analyze vyznamnych
biologicky aktivnich latek obsaZenych v ¢okoladé

1.8.1 Priprava extraktu

Pro stanoveni biologicky aktivnich latek v kakau a cCokolddé je nutné nejprve vzorek
homogenizovat a ptipadné¢ nadrtit na mensi kousky. Kakaovy prasek Ize analyzovat okamzite,
nebo po zmrazeni ho rozmélnit na jemngj§i prasek. Cokolada se nastrouhd nebo rozpusti
pusobenim tepla [18,41-43]. Takto ptipraveny vzorek se nejcastéji nejprve zbavi tukt pomoci
extrakce s n-hexanem [41,42]. Odtu¢néné vzorky jsou vysuSeny na vzduchu [44], ve vakuové
susarné pii teploté 30 °C [18] ¢i pod proudem dusiku [44], aby se odpatily zbytky organického
rozpoustédla. Poté se provadi extrakce biologicky aktivnich latek pomoci riznych organickych
rozpoustédel, jako je methanol [41-43], aceton [34-35], ethanol [45] ¢i jejich vodné roztoky
[41]. Pro potladeni disociace piitomnych fenolickych latek se Casto k extrakénimu ¢inidlu
piidava kyselina octova [34-35] ¢i mravenci [41]. Pro podpofeni extrakce je mozné vyuzit
ultrazvukovou lazen, nebo se suspenze se intenzivné micha ttepackou. Po extrakci dochazi
k odstifedéni suspenze a oddé€leni rozpoustédla od pevného podilu. Extrakt je dale piefiltrovan

a analyzovan zpravidla pomoci spektrofotometrickych a chromatografickych technik.
[43,45,46].

1.8.2 Stanoveni biologicky aktivnich latek pomoci kapalinové chromatografie

Kvantitativni a kvalitativni stanoveni biologicky aktivnich latek v extraktech z cokolady ¢i
kakaa pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie se zpravidla provadi s vyuzitim
spektrofotometrického detektoru [18,27,43,45,47-48] nebo ve spojeni S hmotnostnim
spektrometrem [18,27,29,47,49,50]. Separace se provadi v systémech s obracenymi fazemi,
kde jako mobilni faze se pouziva vodny roztok s piidavkem kyseliny mravenci [18,43,45,47,49]
nebo octové [18,29,43] a jako organické rozpoustédlo se vyuziva acetonitril [18,29,43,45,48]
¢i metanol [27,43,47,50]. Pro zaznam fenolickych latek se vétSinou vyuzivaji vinové délky
270, 325 ¢i 360 nm, podle absorpénich maxim hlavnich slozek kakaa a ¢okolady, coZ jsou
katechiny, methylxantiny, fenolické kyseliny a derivaty flavonolu [45]. Protoze se jedna o latky
polarngjsiho charakteru, pro ionizaci u hmotnostni spektrometrie se voli elektrosprej.
Identifikace jednotlivych fenolickych sloucenin se provadi na zaklad¢ porovnani retencnich

Casil s retencnimi Casy standardli nebo na zakladé¢ hmotnostnich spekter a dostupnych udajt
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z literatury [18,27,29,43,45,47-50]. Pro kvantitativni analyzu se voli zpravidla metoda
externich kalibra¢nich kfivek [18]. Pokud neni dostupny standard, vyuziva se ke kvantitativni

analyze strukturné blizky analog [45].

V kakau, atedy i v ¢okoladé jsou obsazené dva hlavni typy biologicky aktivnich latek. Do prvni
skupiny patii antioxidanty, zejména flavan-3-oly ve formé katechinovych monomert a
oligomert. Nejhojnéji zastoupené monomery v kakaovém prasku jsou katechin a epikatechin,
jejichz koncentrace obvykle dosahuji 0,2 a 0,7 % (w/w) [50]. Druhy typ kakaovych
bioaktivnich latek zahrnuje tzv. psychoaktivni slozky, jako je theobromin a kofein. Kofein
muze tvofit az 0,28 % hmotnosti kakaového prasku a theobromin az 2,21 % hmotnosti [50].
VétSina praci se pravé zabyva spoleCnym stanovenim flavan-3-olovych monomert a
methylxanthint [18,27,29,43,45,47-50]. V zavislosti na druhu kakaa a parametrech
zpracovani se muze sloZeni bioaktivnich latek v kakaovém praSku znaéné liSit. Obsah
theobrominu se vétSinou pohybuje od 0,5-12 mg/g ¢okolady [48] a zavisi na odridé kakaa,
podminkach fermentace a také na ptipravé cokolady. V mléénych cokoladach je zpravidla
mensi obsah theobrominu (2,1-3,2 mg/g) nez v hoikych ¢okoladach (3,8-4,8 mg/g) [47]. Ve
studii Bels¢ak a kol. [51] bylo stanovené podobné mnozstvi theobrominu v mlééné ¢okoladé
(3,4 mg/g), ale t¢émét dvojnasobné mnozstvi v hotké cokolade (8,5 mg/g). Podobné vysoké
mnozstvi bylo stanoveno i v praci Bordiga a kol. [52]. Obsah kofeinu se pohybuje u mléénych
¢okolad 0,2-0,3 mg/g a u hotkych ¢okolad mezi 0,6-0,9 mg/g [47]. Tyto hodnoty jsou niZsi nez
hodnoty uvadéné Bels¢akem a kol. [51] (0,5 mg/g pro mléénou a 0,9 mg/g pro hotkou
cokoladu), ale vyssi nez hodnoty uvadéné pro hoiké cokolady Bordigou a kol. [52] (0,2-0,3
mg/g).

Profil bioaktivnich latek pfitomnych v ethanolovém extraktu pfipraveného z kakaa byl
stanoven v praci Baranowska a kol. [45]. Obsah hlavnich sloucenin identifikovanych
v extraktu z kakaa je uveden v tabulce 1. Vétsinu identifikovanych bioaktivnich slozek ve
vzorku ptedstavuji psychoaktivni slozky (kofein a theobromin). Dal$imi hojné zastoupenymi
bioaktivnimi slozkami jsou flavan-3-oly, konkrétné katechin, epikatechin a gallokatechin.
V mnohem niz8$ich koncentracich byla stanovena kyselina protokatechovéd, patfici mezi
hydroxybenzoové kyseliny, a také kvercetin ze skupiny flavonoli. Analyzovany vzorek
obsahoval také men$i mnozstvi dalSich sloucenin charakteristickych pro kakao, jako je

arabinosid a kvercetin [45].
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Tabulka 1-MnoZstvi hlavnich sloucenin identifikovanych v CE [45]

o Obsah v CE
Sloucenina
[pg/ml]
theobromin 1548 + 23
Kofein 125,3+4,2
epikatechin (EC) 268 + 17
katechin (C) 98,6 +6,8
gallokatechin (GC) 30,33 £ 0,57
kyselina protokatechova 6,67 + 0,29
kvercetin (Q) 0,667 + 0,08

1.8.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci metody ABTS

Metoda ABTS je jedna ze zakladnich a nejéastéji pouzivanych metod pro stanoveni celkové
antioxida¢ni aktivity. Touto metodou se testuje schopnost vzorku nebo latky zhaset volné
radikaly ABTS™ (2,2'- azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)). Reakce
antioxidantu s timto radikal kationtem se sleduje spektrofotometricky pti vinové délce 734 nm
odpovidajici absorpénimu maximu generovaného radikal kationtu, ktery se z ABTS generuje
pomoci peroxodisiranu draselného nebo systémem H202/peroxidasa. Stanoveni celkové
antioxidacni aktivity Ize také provést komercné vyrdbénym zafizenim. PouZivaji se také
mikrotitrace na mikrotitra¢nich desti¢kach [53]. Ubytek absorbance piivodné zeleného roztoku
je poté piepocitan pomoci standardu Troloxu na jeho ekvivalentni mnoZstvi (TEAC), které se
udava jako mikromol Troloxu na 1 g nebo 1 ml vzorku [53]. Metoda ABTS se da také on-line

spojit s HPLC pro zjisténi antioxidacni aktivity jednotlivych eluovanych latek [53].

Ve studii Martinez a kol. [54] se antioxidacni aktivita testovanych methanol-acetonovych
extrakti z kakaovych luskii pohybovala od 23-38 uM ekvivalentu Troloxu/g; zatimco v
ethanolovych extraktech byla antioxida¢ni kapacita niz§i s hodnotami okolo 23-24 uM
ekvivalentu Troloxu/g. Lecumberri a kol. [55] analyzovali antioxida¢ni kapacitu ethanolového
extraktu kakaového produktu bohatého na vlakninu pomoci metody ABTS a zjistili hodnoty
7,73 uM ekvivalentu Troloxu/g vzorku.
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1.8.4 Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci metody DPPH

DPPH-(2,2-difenyl-1- pikrylhydrazyl) je stabilni volny radikal, ktery je zptisoben delokalizaci
volného elektronu na celé molekule. Radikal je rozpustny v riznych organickych
rozpoustédlech, ale ne ve vod€. Obvykle se rozpousti v methanolu, ethanolu nebo jejich
vodnych smésich [56]. Vyhodou tohoto testu je, ze DPPH vytvaii stabilni radikal piimo
V roztoku a neni nutné ho generovat. Principem je méteni ubytku absorbance ptivodné fialového
roztoku, ktery se odbarvuje vlivem reakce s antioxidanty. Tento ubytek se méii
spektrofotometricky pii vlnové délce 515-520 nm a piepocitava se opét na ekvivalentni

mnozstvi standardu Troloxu [45,57-59].

1.8.5 Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci metody FRAP

FRAP je metoda pro stanoveni antioxidacni aktivity zaloZzena na redukci Zelezitych komplex.
Pfi této metodé antioxidanty ve vzorku redukuji komplex Fe®'-2,4,6-tris(2-pyridyl-
1,3,5- riazin) (Fe**-TPTZ) na Zeleznaty komplex. Zvyseni absorbance odpovidajici vzniku
komplexu Fe?*-TPTZ se méfi spektrofotometricky pfi vinové délce 593 nm. Tato metoda ma
sva omezeni, protoze méfeni se provadéji pii nefyziologicky nizkém pH (3,6), nejsou
zachycovany komplexy pomalu reagujicich polyfenolickych latek a thiold a navic vznikajici
zeleznaté ionty jsou Fentonovou reakci in vivo jednim z reaktantti. Proto metoda FRAP odrazi
pouze schopnost latky redukovat ionty Zeleza a nemusi pozitivné korelovat s celkovou

antioxida¢ni aktivitou vzorku [53].

1.8.6 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek (TPC)

Stanoveni celkovych fenolickych latek je zaloZeno na reakci fenolickych latek s Cinidlem
Folin- iocalteu. Modra barva vysledného polymerniho komplexu je vysledkem redukce
Folin- iocalteuova ¢inidla (snizenim oxida¢niho ¢isla molybdenu). Intenzita barvy se méfi
spektrofotometricky pii 750 nm. Kvantifikace je zaloZena na porovnani vzorku se standardem

kyseliny gallové, proto jsou vysledky uvedeny jako ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové
(GAE) [60-61].

Celkovy obsah fenolickych latek miize byt ovlivnén pfidanim kakaovych slupek do ¢okolady
[47]. Kakaové slupky jsou povazovany za cennou surovinu pii vyrobé potravin jako zdroj
polyfenolickych latek [62], vlakniny [63] nebo jako antimikrobialni latka [64]. Vzhledem
k tomu, ze je soucasti kakaovych bobt, které jsou jednou z hlavnich slozek ¢okolady, ma smysl
Ji pti vyrobé ¢okolady pouzivat. Pfidavek kakaovych slupek zvysi TPC, pficemz tento ucinek
je vyrazn&j$i s nartistem obsahu kakaovych slupek z5 % na 15 % v hoiké cokoladé [47].

Celkovy obsah fenolickych latek v mléénych ¢okoladach se pohybuje v rozmezi 0,7 -1,5 mg
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GAE/g odtu¢néného vzorku, zatimco u hoikych cokoldd 2,4-3,6 mg GAE/g odtu¢néného
vzorku [47]. Vice nez dvojnasobné mnozstvi vSak uvadi Bels¢ak-Cvitanovié¢ a kol. [51], kdy
u mlécné okolady byly hodnoty GAE Vv rozmezi 3,5-5,5 mg/g odtu¢néného vzorku a u horké
c¢okolady 7,5-12 mg/g odtu¢néného vzorku. TPC ve vSech analyzovanych vzorcich byla vSak
vétsi nez uvadeéji Roda a Lambri [65] pro hotkou (2,12 mg GAE/g odtu¢néného vzorku)
a mlécénou (0,64 mg GAE/g odtuénéného vzorku) cokolddu. Nejvyssich hodnot TPC pro hotké
¢okolady bylo pozorovano v praci Godocikova a kol. [66], kde hodnoty GAE byly v rozmezi
4,83-23,58 g GAE/kg odtu¢néného vzorku.

1.8.7 Spektrofotometrické stanoveni a jejich hodnoty

Pii porovnani né€kolika spektrofotometrickych metod bylo zjisténo, Ze TPC 1 antioxidacni
kapacita méfend metodami DPPH a FRAP se pro riizné druhy surovych slupek kakaovych bobii
a kakaové boby vyznamné li§i [67]. V ramci této studie [67] byl hodnocen i vliv puvodu
a prazeni vzorkl. Zatimco TPC i FRAP bylo hodnoceno jako ekvivalent kyseliny gallové,
GAE, u DPPH metody byla jako standard pouzita kyselina askorbova [67]. Rozdilné hodnoty
u vzorkt rizného pivodi mohou byt zpusobeny zemépisnou polohou, stupném zralosti
(obdobim sklizng), odriidou kakaovych bobti a stavem po sklizni. Surové kakaové boby zjevné
obsahuji vys$si mnozstvi antioxidantii ve srovnani se surovou slupkou kakaovych bobi. TPC
se pohybuje v rozmezi od 810 do 2260 mg GAE/100 g vzorku kakaovych bobid. DPPH
se pohybuje v rozmezi od 504 do 5995 mg AA/100 g vzorku. FRAP se pohybuje v rozmezi
od 313-1366 mg GAE/100 g vzorku. [67].

Jiny vyzkum [68] se zabyval hodnocenim antioxida¢ni kapacity kakaovych bobt prazenych pti
teploté 184 °C po dobu 16 minut v piehtaté parni peci za pouziti dvou oddélenych rezimi
ohfevu: konvekéniho reZzimu a rezimu piehiaté pary. Pro méfeni antioxidacnich vlastnosti
kakaa byla pouzita metoda FRAP a DPPH a dale byl stanoven celkovy obsah fenolickych latek.
V tabulce 2 jsou uvedeny zmény antioxidacnich vlastnosti kakaovych bobu v zavislosti

na zpusobu prazeni jako stiedni hodnoty + smérodatna odchylka ze tfi opakovani [68].
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Tabulka 2-Zmény antioxidacnich viastnosti kakaovych bobii v diisledku zpiisobii prazent [68]

Stanoveni Surovy kakaovy = Prazeni pfehtatou Konvekéni
bob parou prazeni
TPC (mg/100 g) 4795+ 7 42,86 + 21 31,42 +43
DPPH
(% inhibice) 68,65+ 3 58,37+ 11 29,65 + 17
FRAP (uM/g) 32,52+6 25,83+ 13 15,76 £15

Jak je z vysledki patrné [68], celkovy obsah fenolickych latek se snizil jak pii prazeni piehiatou
nez pii piehfatém prazeni v pafe [68]. Pti uréovani texturnich a kvalitativnich parametra
kakaovych bobi jsou klicové mikrostrukturni vlastnosti. Pfi mikrostrukturni analyze bylo
zjisténo, ze kakaové boby prazené piehfatou parou mély hladsi a jasngjsi krystaly nez

konven¢né prazeny vzorek [69].

Martinez a kol. [54] analyzovali antioxida¢ni vlastnosti pomoci tfi riznych metodik
u kakaovych bobi péstovanych ve dvou riiznych lokalitich v Ekvadoru. Hodnoty uvedené
Vv této studii se pohybovaly v rozmezi 4,45 az 4,56 uM ekvivalentu Troloxu/g pro ABTS test,
3,81 az 4,05 uM ekvivalentu Troloxu/g pro DPPH testa 1,51 az 1,78 uM ekvivalentu Troloxu/g
pro FRAP test.

Antioxidacni aktivita testovanych vzorkd ¢okolddy srtiznym obsahem kakaové suSiny
hodnocené metodami DPPH, ABTS a FRAP [70] je uvedena v tabulce 3. Jak je z tabulky patrné
antioxidac¢ni aktivita roste s obsahem kakaové suSiny pouze pii pouziti DPPH metody. U ABTS
a FRAP metody nebyl pozorovan stejny trend a antioxidacni aktivita méfena ABTS a FRAP
testem byla nejvétsi u vzorku s 90% obsahem kakaové suSiny a nejmensi ve smési ¢okolady
se 100% obsahem kakaové suSiny. Hodnoty jsou vyjadieny jako g ekvivalenti Troloxu/kg
ve smési cokolady.
Tabulka 3-antioxidacni aktivita vzorkii cokolady [70]
vzorek DPPH [g/kg] ABTS [g/kg] FRAP [g/kg]
80% cokolada 6.09 £ 0.01 47.19 £5.61 31.20+0.77
90% c¢okolada 6.11 £0.01 64.43 £2.43 37.96 +1.25

100% cokolada 6.19+0.00 36.98 +£0.41 19.24 £ 0.84
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a zarizeni

V ramci préace bylo pro méteni antioxidacni kapacity a stanoveni celkového mnozstvi fenoli

pouzito nasledujici zafizeni:

2.2

UV/VIS spektrofotometr Schimadzu UV-2450 (Kyoto, Japonsko),

predvazky Kern 440-35A (Kern, Némecko),

analytické vahy Sartorius (Usti nad Labem),

centrifuga Sorvall ST Plus Centrifuge Series (Thermo Fischer Scientific, USA)

mikropipety Biohit-Proline s nastavitelnym objemem 10—100 ul, 100—-1000 pl, 1-5 ml
(Biohit, Finsko),

sklenéna kyveta, 1 cm,
skladané filtracni papiry,
vialky,

odmérné a bézné laboratorni sklo.

Pouzité chemikalie

ABTS diamonna sul (2,2'-Azino-bis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina) (Sigma
Aldrich, USA),

2M Folin-Ciocalteauovo ¢inidlo (Sigma Aldrich, USA),

DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl) hydrazyl) (Sigma Aldrich, USA),
n-hexan (Sigma Aldrich, USA),

methanol (Sigma Aldrich, USA),

peroxodisiran draselny (Penta, CR),

uhligitan sodny (Penta, CR),

destilovana voda, Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina)
(Sigma Aldrich, USA),

kyselina gallova (Sigma Aldrich, USA).
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2.3 Vzorky

Pro experimentalni ¢ast bakaléaiské prace bylo pouzito 8 vzorkii Cokolady, které jsou uvedeny
v tabulce 4, kde vzorek 1, 3, 4, 5 a 8 je hotka ¢okolada, vzorek 2 bila ¢okolada a vzorek 6 a 7
mlécné cokolada.

Tabulka 4-Vzorky cokolady

Cislo Nazev vzorku ¢okolady a zemé Navazka vzorku Obsah kakaové
vzorku puvodu (9) susiny nejméné (%)

1. Chocolate Amatler (Spanélsko) 2,85 70
2. Choco Bonte (Ceska republika) 2,17 -

3. J. D. Gross (Némecko) 2,66 56
4. Selllot (Staty evropské unie) 2,70 68
5. Orion (Ceska republika) 2,74 38
6. Merci (Némecko) 2,77 32
7. Milka (Staty evropské unie) 2,69 30
8. Lindt (Svycarsko) 2,34 65

2.4 Pracovni postupy

2.4.1 Priprava vzorki

Ptiblizné 2-3 g cokoladovych vzorka bylo rozehtato ve vialkach, po rozehiati bylo ptidano
10 ml n-hexanu, kterym se extrahovalo 5 minut. Po extrakci byly vzorky centrifugovany
po dobu 5 minut pii 8000 otacek/minutu, aby doslo k rozdéleni vrstev. Vrstva n-hexanu
obsahujici tuk byla oddélena, poté byl znovu piidal n-hexan a proces byl opakovan jesté 2krat.
Po poslednim odd¢leni vrstev se zbytek n-hexanu nechal vysusit. Do vialek byl pfidan 70%
methanol, obsah byl promichén a tfepan na tfepacce po dobu 15 minut. Poté byl vzorek

odstedén v centrifuze a prefiltrovan pies skladany filtr.

2.4.2 Spektrofotometrické metody
Postupy na stanoveni antioxidacni aktivity a celkového mnozstvi fenolickych latek byly

prevzaty z diplomové prace Terezy Salomounové [71].
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2421 Metoda ABTS

Radikalovy kation byl pfipraven reakci 10 mg ABTS rozpusténého v 5 ml destilované vody
(c = 3,6 mmol/l) se 100 pl K2S20s (¢ = 0,064 mol/l). Roztok byl ponechan za neptistupu svétla
v chladnicce po dobu 12 hodin. Ze zdsobniho roztoku bylo pipetovano 2,5 ml do 100 ml
odmérné banky a doplnéno destilovanou vodou po rysku. Ke 3 ml této reakéni smési bylo
ptfidano 50 pl vzorku a dikladné promichéno. Roztok byl ponechan v klidu na stinném misté
po dobu 60 minut, a poté byl méfen ubytek absorbance A pii vinové délce 2 = 734 nm. Ubytek
absorbance byl vyjadien v % a pomoci kalibra¢ni kiivky piepocten na ekvivalentni mnozstvi

standardu Troloxu.

2.4.2.2 Metoda DPPH

DPPH C¢inidlo bylo pfipraveno navazenim 0,004 g DPPH do 25ml odmérné baiiky, kterd byla
nasledné doplnéna methanolem, absorbance byla upravena methanolem na A=0,8. Ke 3 ml
pracovniho roztoku bylo pfidano 50 pl vzorku a smés byla dikladné promichéana. Pro zjisténi
celkové antioxida¢ni kapacity byl méten Uibytek po 30 minutach, kdy byl roztok ponechén na
stinném misté. Ubytek absorbance byl méfen pii vinové délce » = 515 nm. Tento ubytek byl
pomoci kalibra¢ni kiivky pfepocitan na ekvivalentni mnozstvi Troloxu.

2.4.2.3 Metoda TPC-Stanoveni celkového mnozZstvi fenolickych latek

Pracovni roztok pro stanoveni celkového mnoZstvi fenolickych latek byl pfipraven nafedénim
2 M Folin-Ciocalteauova cinidla destilovanou vodou v poméru 1:20. Ke 2 ml tohoto ¢inidla
bylo ptidano 50 ul vzorku. Smés byla promichana a po 5 minutach byl pfidan 1 ml 7,5%
Na2COs. Narlst absorbance byl po 30 minutach zmé&fen pii 750 nm a pfepocitan na ekvivalentni

mnozstvi kyseliny gallové pomoci kalibraéni kiivky.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou ABTS a DPPH
Pro metodu ABTS a DPPH byly v prvni fad¢ promé&feny kalibraéni roztoky standardu Troloxu

a sestrojena kalibracni zéavislost ubytku absorbance A na ekvivalentnim mnozstvi Troloxu

(obrazek 5 a obrazek 6).

120
100 H
80 A
X
< 60 -
g y = 1016(3,2)x + 0,8(0,14)
o R? =0,9998
S 40 A
20 ~
0 T T T T T 1
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12
koncentrace Trolox [umol/50ul]
Obrdzek 5- Kalibracni zavislost ubytku absorbance na koncentraci standardu Troloxu u metody ABTS
90 -
80 A
70 A
60 -
< 50 y = 795(5,8)x + 1,9(0,27)
j: R?=0,9992
< 40 -
£
2 30 A
]
20 A
10 A
O T T T T T 1
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12

koncentrace Trolox [umol/50ul]

Obrdzek 6-Kalibracni zavislost iibytku absorbance na koncentraci standardu Troloxu u metody DPPH
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Regresni diagnostika byla provedena v programu QC Expert (TriloByte, CR), kde byly
s pomoci grafickych diagnostickych testi odstranény vlivné body. Vyznamnost regresnich
parametrii byla testovana pomoci Studentova t-testu. Parametry linearni regrese — usek
a smérnice, jsou spolu s jejich smérodatnymi odchylkami a koeficientem uvedeny na obrazku 5

a obrazku 6.

Ubytek absorbance studovanych &okolad byl pomoci rovnice regrese kalibradni kiivky
zavislosti ubytku absorbance A na koncentraci Troloxu piepocten na jeho ekvivalentni
mnozstvi, tzn. TEAC. U kazdého vzorku byly provedeny celkem 4 méfeni a byla vypocétena
primérna hodnota TEAC, kterd byla vztazena na 1 g ¢okolady. Vysledné primérné hodnoty
jsou uvedené v piiloze v tabulce P1 a graficky znazornény na obrazku 7. Z primérnych hodnot
je patrné, ze nejvyssi antioxidacni aktivitu ma hotkd ¢okolada znacky J. D. Gross, jak
u stanoveni metodou ABTS, tak metodou DPPH. Naopak nejmensi antioxidaéni aktivitu ma
bila cokolada znacky Choco Bonte. Rozdilnou miru antioxidacni aktivity lze vysvétlit odliSnym
obsahem kakaové susiny v ¢okoladach, muzeme tedy fici, ze Cokolady s vy$s§im obsahem
kakaové suSiny maji vysSi antioxidacni vlastnosti, jak je vidét na obrazku 7. Jak je z obrazku
patrné, vysSich hodnot antioxidac¢ni kapacity bylo vétSinou dosazeno metodou ABTS, to miize
byt vysvétleno jinym mechanismem reakce antioxidantu s riiznymi radikaly (ABTS reaguje

S jinymi latkami nez DPPH).
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Obrdazek T-Antioxidacni kapacita extraktii ze vzorki cokolady mérena metodami ABTS a DPPH;
vzorek ¢.1 -Chocolate Amatler (70 % kakaové susiny), vzorek ¢.2 — Choco Bonte (0 % kakaové susiny), vzorek ¢.3
—J.D. Gross (56 % kakaové susiny), vzorek ¢.4 — Sellot (68 % kakaoveé susiny), vzorek ¢.5 — Orion (38 % kakaové
susiny), vzorek ¢.6 — Merci (32 % kakaové susiny), vzorek ¢.7 — Milka (30 % kakaové susiny), vzorek ¢.8 — Lindt
(65 % kakaové susiny)

3.2 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Pro metodu TPC byly v prvni fadé prométeny kalibra¢ni roztoky standardu kyseliny gallové
a byla sestrojena kalibra¢ni zavislost absorbance A na ekvivalentnim mnozstvi kyseliny gallové

(obrazek 8).
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Obrdazek 8- Kalibracni zavislost zmény absorbance na koncentraci kyseliny gallové (metoda TPC)
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Opét byla provedena regresni diagnostika v programu QC Expert (TriloByte, CR), kde byly
s pomoci grafickych diagnostickych testi odstranény vlivné body. Parametry linedrni
regrese —usek a smeérnice, jsou spolu s jejich smérodatnymi odchylkami a koeficientem

uvedeny na obrazku 8.

Zvyseni absorbance u extraktl pfipravenych ze studovanych cokolad byla pomoci rovnice
regrese kalibra¢ni kiivky zavislosti absorbance na mnozstvi kyseliny gallové piepoétena na jeji
ekvivalentni mnozstvi, GAE. U kazdého vzorku byly provedeny celkem 4 méieni a byla
vypoctena pramérna hodnota GAE, ktera byla vztazena na 1 g vzorku. Vysledné pramérné
hodnoty jsou uvedeny v ptiloze v tabulce P2 a znazornény na obrazku 9Obrazek 9-Stanoveni
celkového obsahu fenolickych latek. Z pramérnych hodnot v tomto grafickém znazornéni je téz
zfejmé, Ze nejvyssi obsah fenolickych latek ma hotka cokolada znacky J. D. Gross. Naopak
nejmensi obsah fenoickych latek ma bila ¢okolada znacky Choco Bonte. Rozdilny rozsah
obsahu fenolickych latek Ize také vysvétlit odliSnym obsahem kakaové susiny v cokoladach.

Déle miize mit na obsah fenolickych latek vliv i technologické zpracovani ¢okolad.
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Obrdzek 9-Stanoveni celkového obsahu fenolickych ldatek V extraktech ze vzorkii cokolddy metodou TPC;
vzorek ¢.1 -Chocolate Amatler (70 % kakaové susiny), vzorek ¢.2 — Choco Bonte (0 % kakaové susiny), vzorek ¢.3
—J.D. Gross (56 % kakaové susiny), vzorek ¢.4 — Sellot (68 % kakaové susiny), vzorek ¢.5 — Orion (38 % kakaové
susiny), vzorek ¢.6 — Merci (32 % kakaové susiny), vzorek ¢.7 — Milka (30 % kakaové susiny), vzorek ¢.8 — Lindt
(65 % kakaové susiny)
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4 ZAVER

Tato bakalaiskd prace se zabyva vyuzitim analytickych technik v analyze vyznamnych
biologicky aktivnich latek v cokolad€. V teoretické Casti je popsdna vyroba cokolady a jeji
slozeni a také je zde popsan proces alkalizace, coz je volitelny krok pfi vyrobé kakaa, jejimz
cilem je zvySeni rozpustnosti pfirodniho kakaa, Gprava jeho chuti (snizeni kyselosti) a Gprava
barvy (ztmavnuti). Alkalizace ovliviiuje mimo jiné i slozeni kakaa a ¢okolady, tzn. obsah
flavan-3-ola, methylxanthind, tékavych chutovych sloucenin a volnych aminokyselin.
V neposledni fad¢ je zde popsana extrakce biologicky aktivnich latek z kakaa a cokolady a

jejich stanoveni pomoci kapalinové chromatografie ¢i spektrofotometrickych technik jako jsou

DPPH, ABTS, FRAP a TPC.

Experimentalni ¢ast bakalaiské prace je zaméfena na stanoveni antioxidacni aktivity extraktd
z ¢okolad spektrofotometrickymi metodami ABTS a DPPH, a na spektrofotometrickém

stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek pomoci Folin-Ciocalteua ¢inidla.

Vyssi hodnoty antioxidacni aktivity byly pozorovany u metody ABTS, protoze tento radikal
reaguje s Sirokym okruhem latek vykazujicich antioxidacni aktivitu. Déale bylo zjisténo, ze
antioxida¢ni aktivita zavisi na obsahu kakaové suSiny, a tedy Cokolady s vyS$im obsahem
kakaové suSiny vykazuji vyssi antioxidacni vlastnosti a vyssi obsah fenolickych latek. Dale ma

na rozdilnou miru antioxida¢ni aktivity vliv i technologické zpracovani ¢okolad.
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6 PRILOHY

Tabulka P1 — Priimeérné hodnoty TEAC vzorkii cokolddy, metoda ABTS a DPPH

Cislo Nézev vzorku Obsah kakaové susiny TEAC pmol Troloxuw/T g
vzorku cokolady nejméné (%) ABTS DPPH
1. Chocolate Amatler 70 71,083 62,346

2. Choco Bonte - 2,122 0,191
3. J. D. Gross 56 81,353 83,033
4, Selllot 68 69,513 67,540
5. Orion 38 36,521 28,381

6. Merci 32 21,194 7,665

1. Milka 30 22,831 8,883
8. Lindt 65 51,154 43,798

Tabulka P2 — Priumeérné hodnoty kyseliny gallové vzorkii cokolady, metoda TPC

Cislo vzorku

Nézev vzorku ¢okolady

Obsah kakaové
suSiny nejméné (%)

TPC — mg kyseliny
gallové/l g

1. Chocolate Amatler 70 7,933
2. Choco Bonte - 0,096
3. J. D. Gross 56 9,398
4. Selllot 68 8,641
5. Orion 38 1,989
6. Merci 32 1,833
7. Milka 30 2,162
8. Lindt 65 3,946
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