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Porovnani profilu fenolickych latek v komerc¢né
dostupnych vzorcich kakaa

Souhrn

Uvod: Theobroma cacao je vyznamna plodina pro své plody, ze kterych se vyrabi kakao a
cokolada. Uz staroveké civilizace poznali vyuziti kakaovych bobi a péstovali Theobroma
cacao pro pripravu jejich posvatného kakaového napoje "xocolatl". Kakao bylo zadané
nejen kvili své chuti a povzbuzujicim ucinkem, ale také diky jejich pfiznivym zdravotnim
ucinkem. Trvalo jest¢ nckolik stoleti, dokud se kakao stalo celosvétové vyznamnou
plodinou, jak je tomu v soucasnosti. Kakao se vyuziva nejen v potravinafstvi, ale ma
uplatnéni i v kosmetickém a farmaceutickém primyslu. V minulosti se vétilo, ze kakao ma
lécitelské schopnosti, dodava silu a moudrost.

S rozvojem metod analytické chemie se podafilo odhalit a popsat fenolické latky v
kakaovych bobech. Pravé pozitivni vliv kakaa na zdravi je spojovan s jejich obsahem
fenolickych latek. U fenolickych latek byly prokazdny mnohé fyziologické ucinky jako
anti-alergenni, anti-aterogenné, antioxidac¢ni, anti-trombotické, anti-mikrobialni,
tumorové ucinky. Polyfenoly v kakau maji pfiznivy ucinek na nervy, chrani je pted
zanétem a poSkozenim, chrani pokozku pied oxidaci vyvolanou UV zafenim. Fenolické
latky a nckteré metylxantiny jsou podstatou antioxidacnich vlastnosti kakaa. Podle vice
autortl pfitomnost fenolickych latek v kakau je zavisla na jeho technologickém zpracovani.

Zname vice nez 8000 polyfenoll, které vytvareji jednoduché nebo komplexni
slouCeniny s vysokou molekulovou hmotnosti. Z chemického hlediska jsou polyfenoly
slozeny z benzenové kruhu s jednou nebo vice hydroxylovymi skupinami. V rostlinach
jsou fenolické latky soucasti sekundarnich metabolitd, které zajistuji jejich rust,
reprodukci, ochranu a podmifiuji zbarveni a senzorické vlastnosti plodu.

Syrové kakaové boby obsahuji vysoky obsah fenolickych latek, ktery je mnohem
vyssi neZ obsah fenolll v ¢erveném viné, zeleném a ¢erném ¢aji. Obsah fenolickych latek v
kakaovych bobech ¢ini ptiblizné 12 — 18 % celkové hmotnosti suSiny. Zastoupeni a pomér
fenolickych sloucenin je =zavisly na oblasti péstovani kakaovniku, klimatickych

podminkach béhem ristu a sklizné¢ kakaovych bobt, zralost kakaovych zrn a doba



skladovani trody. Nejvice zastoupenymi fenolickou latkami jsou katechin, (-)epikatechin a
jejich oligomery prokyanidiny a antokyanidiny. Z purinovych alkaloidii je v kakau nejvice
zastoupen theobromin a v malém mnozZstvi také kofein a theofylin. Theobromin, kofein a
theofylin tvofi derivaty xantind, které se podileji na katabolismu nukleotid a nukleovych
kyselin.

Vysoky obsah fenolickych latek dodavéa hotkou a trpkou pfichut’ syrovym
kakaovym bobim, coz zabraiuje jejich pifimé konzumaci. Technologické zpracovani
kakaovych bobl zahrnuje fermentaci, suSeni a prazeni kakaovych bobtli. Fermentaci
kakaovych bobl se méni jejich chemické slozeni vlivem fermenta¢ni ¢innosti kvasinek a
bakterii. Vytvareji se tak zddané senzoricky aktivni latky. Podle studii se vlivem
fermentace méni celkovy fenolovy obsah a sniZzuje se antioxidac¢ni kapacita kakaa.
Predpoklada se také, Ze fermentaci kakaovych bobt se snizuje obsah methylxantind.

Susenim kakaovych bobu se odstrafiuje nadbyte¢na voda a zastavuje se proces
spontanniho kvaSeni. Suseni kakaovych bobl je nezbytné pro lepsi stabilitu kakaovych
bobti pro dalsi zpracovani a snizuje se také mikrobidlni riziko. Pfedpoklada se, ze suSeni na
slunci plisobi negativné na fenolovy profil a antioxida¢ni aktivitu kakaovych bobt.

Prazeni kakaa je dal$i proces, ktery ma vliv na senzorické vlastnosti kakaa.
PraZenim se docili vznik aromatickych latek a konecna barva kakaa. PraZeni kakaovych
bobti probiha pii teplotach 120 — 150 C°. Vysoké teploty podle nékterych autorii zpisobuji
degradaci fenolickych slou¢enim spolu s dlouhymi dobami praZeni. Kakao podléha n¢kdy
dal$im technologickym Upravam jako je alkalizace, kdy se zvySuje pH kakaového prasku.
Alkalizace kakaa ma za nasledek zjemnéni chuti kakaa a zlepSuje se jeho rozpustnost v
kapalinach. Alkalizaci je mozné dosahnout rizny barevny odstin kakaa.

Postupy nebo opatifeni, které by zachovaly vice fenolickych latek a tim i zvysili
antioxidacni vlastnosti kakaa by mohly mit velky pfinos pro zdravi konzumenta této
popularni pochutiny. Polemizuje se o jinych postupech suseni, jako jsou napiiklad metody
adsorp¢niho suSeni, vakuového suseni a lyofilizace, které pfinesly uspokojivé vysledky pro
zachovani celkového obsahu fenolickych slouc¢enin.

Kakao je produkované v oblastech tropického pasma, v rozmezi 20 ° jizni a severni
Sitky v tak zvaném "kakaova pasu", kde je dostatek srdzek a horké podnebi po cely rok.
Kakaovnik vyzaduje velké mnoZstvi stinu, proto se péstuje "Agro-Forest" systémem, tedy
ve spojeni s jinymi vysokymi plodinami, idedln¢ s ¢astecné zachovanym lesem s vys$Simi

stromy. VétSina kakaovych bobtl je produkovana maloobchodnimi farmafi.



Zname nékolik odrud kakaa, které¢ se vyznacuji rtiznou kvalitou. Za nejkvalitnéjsi
odrida kakaa se povazuje odrida Criollo, kterd se péstuje prevazné v Jizni Americe.
Kakaové boby odriady Criollo jsou urceny do kvalitnich a hotkych cokolad. Odrtda Criollo
vyzaduje velké mnozstvi srazek a vyssi horské polohy pii péstovani.

Najprodukovanejsi odriidou kakaa je odriida Forastero, kterd je péstovana v Africe
a jihovychodni Asii. Odrida Forastero predstavuje az 95 % svétové produkce kakaovych
bobti. Kakaové boby odridy Forastero se vyznacuji nizsi kvalitou a cenou, proto jsou
urceny pro produkci mlécnych ¢okolad a bézného kakaového prasku.

Cile: Hlavnim cilem préce bylo srovnani profilu fenolovych latek v komeréné dostupnych
vzorcich kakaovych bobt a kakaovych vyrobki, které byly zpracovany riznymi
technologiemi a pochazely ze Samoy a Ekvadoru. Vedlej$im cilem prace bylo porovnani
obsahu vyznamnych alkaloida v téch samych komeréné dostupnych vzorcich.

Hypotéza: Jednotlivé vzorky kakaovych bobli a dal§ich produkti se liSi obsahem
fenolovych latek a alkaloidd v zavislosti na zptisobu zpracovani a oblasti ptivodu.

Metody: Komeréni samojské a ekvadorské vzorky odridy Forastero a Criollo byly
srovnavany na zakladé fenolového profilu a obsahu alkaloidd. Fenolové latky a nutricné
vyznamné alkaloidy byly kvantitativné stanoveny kapalinovou chromatografii (LC/MS).
Extrakce a cCiSténi vzorkd pro stanoveni fenolickych latek byly ptevedeny extrakci na
pevnou fazi (SPE). Pro stanoveni alkaloidi byla pouzita extrakce do teplé vody.
Zpracovani vysledkl bylo provedeno statistickym srovnanim profilt sledovanych latek ve
vzorcich kakaa (PCA, analyza klastri).

Vysledky: Obsahy 4-hydroxybenzoové, 3-hydroxybenzoové, ferulové, syringové,
protonatechové kyseliny, (+)katechinu, kvercetinu, myricetinu dokazuji, ze technologické
zpracovani ma vliv na fenolovy profil v kakau. Vzorka (6) prazené a cerstvé kakao
vykazovala velmi nizké obsahy protokatechuovej kyseliny, kvercetinu, luteolinu, taxifolinu
a myricetinu oproti ostatnim neprazenym samojskym vzorkam. Vysledek (-)epikatechina
vykazoval protichodné vysledky s (+)katechinem. Obsah (-)epikatechinu vzrastol v
prazenych vzorcich, zatimco v neprazenych vzorka byl jeho obsah nizky. Miize to znacit
na nespravnou zameénu s (+)katechinem, pro ktery by byly tyto vysledky ptijatelné&;si.
Rozdily v zemé& puvodu kakaovych vzorkli byly potvrzeny. AvSak rozdily nejsou tak
vyznamné, jako v pfipad¢ alkaloidi. Samojské kakao vykazovalo lepsi vysledky
fenolového profilu, zejména co se tyce slozeni 4-hydroxybezoové, 3-hydroxybenzoové,

syringové, kavove, ferulové kyseliny, taxifolinu, myricetinu a katechinu nez ekvadorské



kakao. Z alkaloidi se v kakaovych bobech a produktech podarilo stanovit theobromin a
kofein. Nejvyssi obsah kofeinu a theobrominu se vyskytoval v samojském
nefermentovaném a neprazeném kakau (2). Obsah theofylinu jsme zjistili v stopovych
mnozstvich. Byl proukézan vliv fermentace a prazeni na obsah obou alkaloidi. Samojské
Cerstvé a neprazené kakao meélo vyS$i obsah teobrominu nez ekvadorské cCerstvé a
neprazené kakao (9). Samojské prazené fermentované kakao mélo vyssi obsah kofeinu nez
odpovidajici ekvadorské kakao (7).

Zavér: Vysledky této prace ukazuji podobnost z jinymi autory, ze technologické
zpracovani ma vliv na fenolovy profil kakaa a kakaovych produktid. Na ziklad€ naSich
vysledkl jsme uvedenou hypotézu potvrdily. Jednotlivé vzorky kakaovych bobi a
kakaovych produktl se 1i§i obsahem fenolickych latek a alkaloidi v zavislosti na zpiisobu
zpracovani a oblasti pivodu kakaa. V piipad¢ nutricné¢ vyznamnych alkaloidi se ndm
podafilo prokazat souvislost vlivu fermentace a prazeni na obsah kofeinu a theobrominu v

kakaovych bobech.

Kli¢ova slova: Kakao. Fenolické latky. LC-MS. Metabolické profilovani.
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Comparison of phenolic compound profile in
commercially available samples of cocoa

Abstract

Introduction: Cocoa beans are an important raw material for production of cocoa and
chocolate, which have been known for centuries. Cocoa has been sought not only for its
taste but also because of its beneficial health effects. The very positive effect of cocoa on
health is associated with their high content of phenolic compounds. It is assumed that the
technological processing of cocoa has a negative effect on phenolic content. Procedures or
measures that would keep more phenolic substances and thus increase the antioxidant
properties of cocoa could be greatly beneficial the health of the consumer of this popular
snack.

Objectives: The main objective of this study was to compare the phenol profile between
commercially available cocoa bean, cocoa products from Ecuador, that has been processed
by different technologies and non-commercial samples of cocoa obtained from Samoa with
identical technological processing.

Methods: Commercial Samoa and Ecuador samples of the Forastero and Criollo varieties
were compared based on the phenolic profile and alkaloid content. Phenolic compounds
and nutritionally significant alkaloids were quantified by liquid chromatography (LC/MS).
Extraction and purification of samples for the determination of phenolic compounds was
performed by L/L extraction (liquid/liquid). An extraction into warm water was used to
determine alkaloids. The results were processed by statistically comparing the profiles of
the monitored substances in cocoa samples (PCA, cluster analysis).

Results: The results of 4-OH, 3-OH, ferulic, syringic, protokatechic acid, (+)catechin,
quercetin, myricetin contents show that technological processing affects the phenolic
profile in cocoa. The result of (-)epicatechin showed opposite results with (+)catechin.
Differences between the geographic origin of cocoa samples have been confirmed, but they
are not as significant as in the case of alkaloids.

Conclusions: Individual samples of cocoa beans and cocoa products differ in the content
of phenolic substances and alkaloids depending on the processing method and the cocoa

origin.

Keywords: Cocoa. Phenolic compounds. LC-MS. Cocoa beans. Metabolic profile.
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1 Uvod

Fenolové latky su castym predmetom zidujmu z doévodu ich vyznamnych
fyziologickych ucinkov, nielen ¢o sa tyka ich antioxida¢nych vlastnosti. Fenolové latky
mozu mat’ vyznamny prinos vo vyzive Cloveka. Je zname, ze kakaové boby su bohatym
zdrojom fenolovych latok a preto je dolezité zistit, aké faktory podmieniuju ich obsah
a akym sposobom je mozné zachovat’ ¢o najvyssi obsah fenolovych latok.

Kakao a jeho pestovanie, spracovanie, vyzivové hladisko bolo pre mna velmi
zaujimavou témou, ked’ze ide o plodinu, ktora sa pestuje v tropickych krajinich a ma
zaujimavé vlastnosti. Objavenim polyfenolov s nizkou molekulovou hmotnost'ou ako
katechin, epikatechin a diméry epikatechinu (prokyanidin B1, B2, C1) sa zacalo kakao
vyznamnejSie skumat’ s pouzitim kvapalinovej chromatografie s reverznou fazou (RP LC-
MS). S vyvojom analytickych metdd sa pre stanovenie fenolovych latok v kakau Coraz viac
uplatituje vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC) (Jalil et Ismail, 2008).
Ukazalo sa, ze kakao obsahuje vysoky obsah polyfenolov od 12 az 18 % celkovej
hmotnosti susiny, z ¢oho je v zna¢nom mnozstve zastipeny katechin, (-)epikatechin a ich
oligoméry prokyanidiny a antokyanidiny. V nefermentovanych kakaovych bdboch boli
zistené monoméry az tetradekaméry epikatechinu (Jalil et Ismail, 2008). Viaceré stadie
odhalili zdravotné prinosy kakaovych flavonoidov, hlavne ¢o sa tyka ich
kardioprotektivnych G¢inkov u I'udi. (Cooper et al., 2017). Posledné vyskumy prichadzaju
stale s novymi fyziologickymi ucinkami od protinddorovych, vazodilatacnych,
protizapalovych ucinkov aZ po pozitivny vplyv na naladu akognitivne funkcie
(Maskarinec, 2009), (Balasundram et al., 2006), (Roy et al., 2001), (Verna, 2013) a (Katz
etal., 2011).

Predmetom prace bolo stanovenie fenolovych latok v roznych vzorkach kakaa za
pouzitia LC-MS (hmotnostnej spektrometrie v spojeni s kvapalinovou chromatografiou).
Hlavnym cielom prace bolo porovnanie celkového fenolového mnozstva vo vzorkach
kakaovych bobov akakaovych produktov. Predpokladame, Ze jednotlivé vzorky
kakaovych bobov a dalsich produktov sa buda liSit obsahom fenolovych latok a

alkaloidov v zavislosti na spdsobe ich spracovania a oblasti pdvodu.
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Pre ziskanie kakaa je nevyhnutné dosledné technologické spracovanie, ktoré moze
mat" vplyv na vysledny fenolovy profil. Kazdd vzorka vramci jednej oblasti bola
spracovana inou technologickou upravou, ¢o sa tyka fermentacie a prazenia. Podla
viacerych vyskumov sa predpoklada, ze tieto procesy maju nepriaznivy vplyv na obsah
fenolovych latkok (Di Mattia et al., 2013), (Kim et Keeney 1984), (Miller et al., 2006),
(Miller et al., 2008), (Oracz et al., 2015), (Belscak et al., 2009), (Lacueva et al., 2008).
Kakaové vzorky, analyzované v tejto praci pochadzali zo Samoy a Ekvadoru. Vsetky
vzorky kakaa predstavovali bezne dostupné komeréné produkty.

Uvodné &asti tejto prace si zamerané na T. cacao, na jeho historiu, pestovanie a
technologické spracovanie. V d’al'Sich kapitolach su zhrnuté zdraviu prospesné vlastnosti
fenolovych latok v kakau. Dalsie kapitoly sa venuji popisu a chemickym vlastnostiam
fenolovych latok. V poslednej Casti tejto prace st popisané metddy extrakcie, analyzy a

stanovenia antioxidacnej aktivity fenolovych latok v kakau.
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2 Hypotéza a ciel’ prace

Cielom prace je porovnanie profilu fenolovych latok v komeréne dostupnych
vzorkach kakaovych bobov a produktov kakaa spracovanych réznymi technolégiami zo
Samoy a Juznej Ameriky. Vedlajsim cielom prace bolo porovnanie obsahu vyznamnych
alkaloidov v tych istych komer¢ne dostupnych vzorkach.

Hypotéza: Jednotlivé vzorky kakaovych bobov a dalsich produktov sa buda lisit
obsahom fenolovych latok a alkaloidov v zavislosti na spdsobe spracovania a oblasti

povodu.
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3 Teoretické vychodiska

Rod Theobroma pochadza z Juznej Ameriky, z izemia vychodnych And. Pozname
22 druhov rodu Theobroma a najzname;jsi z nich je prave T. Cacao (The International
Cocoa Organization, 2013) T. Cacao je vel'mi cenna kulturna plodina, ktora sa pestuje na
ploche 8,2 milionov hektarov v 58 krajinach v tzv. kakaovom pase (krajiny v pasme medzi
20 juznou a 20 severnou rovnobezkou. Svetovy obchod s kakaom predstavuje rocne
hodnotu 4 miliard americkych dolarov (Pohlan et Perez, 2006). T. Cacao ma Siroké
vyuzitie v potravinarstve, farmaceutickom a kozmetickom priemysle (Menon et al., 2017).
zmrzlin, krémov a poliev, suSienok, kolaCov, ochucovadiel do potravin, cukroviniek
a cerealii. Z kakaovej kory sa vyrabaji krmiva pre zvieratd, z buniCiny zase nealkoholické
napoje a alkohol, pektiny do marmelad. V kozmetickom priemysle ma najvicsi vyznam
kakaové maslo, ktoré sa pouziva na vyrobu hydratanych krémov a mydiel (The
International Cocoa Organization, 2003). Zbytky z kory spracovanych kakaovych bobov su
cennym zdrojom alkaloidov pre farmaceuticky priemysel (Schumacher et al., 1998).

Produkcia kakaa vo svete podstatne vzrastla oproti minulosti. Este v 20. rokoch
minulého storo€ia sa pestovalo najviac kakaa v Strednej a Juznej Amerike, neskor v 70.
rokoch minulého storo¢ia ich v produkcii predbehla Afrika. Nové plantaze v
Juhovychodnej Azii v sGdasnosti dobichaju aj tych najvacsich producentov v Afrike
(Schumacher et al., 1998). V sezone 2014/15 bolo vyprodukovanych 4,236 milionov ton
kakaovych bobov podla svetovej organizacie kakaa. Viac ako 70 % svetovej produkcie
kakaovych bobov pochadzala z Kamerunu, Pobrezia Slonoviny, Ghany, Nigérie a Toga
(The International Cocoa Organization, 2017). Napriek tomu st vSak vynosy z hektara
Vv Zapadnej Afrike nizke, o je sposobené vysokym vyskytom Skodcov a chordb, starymi
kakaovymi plantdZami a nedostatkom podnych Zivin. Majitelia malych fariem nemaju
dostato¢né prostriedky pre zefektivnenie svojej produkcie, preto vlady Pobrezia Slonoviny
a Ghany podporuju rozsiahle programy pre obnovu a presadzanie kakaovnikov, vyuZivanie
hnojiv a pripravkov na ochranu pred chorobami. (Wessel et Wessel, 2015). Jemné alebo
inak nazyvané pravé kakao ma najlepSie kvalitativne vlastnosti a je produkované hlavne
Vv krajinach Juznej Ameriky. V roku 2011 boli najvacsimi producentmi jemného kakaa
Ekvador, Dominikdnska republika, Kolumbia, Venezuela, Madagaskar, Nikaragua

a Bolivia (Trognitz et al., 2013). Jemné kakao pochadza z bobov odrody Criollo alebo
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Trinitario. Existuji vSak vynimky, kedy odroda Forastero z Ekvadoru sa povazuje za
jemné kakao a odroda Trinitario z Kamerunu so svojim typickym ¢ervenym Sfarbenim je

povazovana za menej kvalitné, hrubé kakao (The International Cocoa Organization, 2013).

3.1 Historia kakaa

Povod vyuzivania kakaa siaha 3000 rokov do historie, kedy ho Mayska a Aztécka
civilizacia vyuzivala vo vyzive a medicine (Dillinger et al., 2000) (Chin et al., 2013).
Najskor bolo kakao kultivované Mayskou civilizaciou priblizne v roku 250 — 900 p. n. I.
v Strednej Amerike. Neskor v 12. az 16. storo¢i aztécka civilizacia vyrabala tekuty napoj
Xocolatl ,,horka voda“ z kakaovych bobov, ktory pripominal dne$nt ¢okoladu. Napoj bol
obl'ibeny aztéckou elitou a podavani aztéckym bohom. Kakaové boby sa tiez vyuzivali
ako platidlo a v medicine na potlacenie fyzickej tinavy (Dasgupta et Klein, 2014) (Verna,
2013). V historickej sprave Bernarda Diaz de Castillo pili Indiani kakao niekolkokrat
denne a uchovavali mlet¢ kakao vo svojich zasobach. Xocolatl sa pripravoval z
jednoduchej nerafinovanej kakaovej mucky, obsahujucej este kakaovy tuk, ktora Indiani
rozpustili v studenej vode a ndpoj dochucovali, vanilkou, divym medom, §tavou z agavy a
¢ili (Schumacher et al., 1998) (Afoakwa, 2014). Neskor, Spanielski kolonizatori pocas
dobyvania Mexika v roku 1528 rozsirili kakao po celom Spanielsku. Hernan Cortes a jeho
skupina si podrobne zaznamenavali recept na pripravu xocolatl (Dasgupta et Klein, 2014)
(Afoakwa, 2014). Zo zagiatku Spanieli pripravovali Xocolatl podla receptu Aztékov, az
neskor zacali osladzovat’ kakaovy napoj trstinovym cukrom, anizom, $koricu, mandle a
lieskové oriesky a potom napoj pretrepavali az do spenenia. Spanieli postupne nahradili
studenu vodu v ¢okolade a napoj zalievali vriacou vodou (Schumacher et al., 1998). Od
roku 1580 sa v Spanielsku zacali pit ¢okoldda a kakao bolo pravidelne dovazané do
Spanielska (Afoakwa, 2014). Trend pitia Gokolady sa zagal rozsirovat v 17. storo¢i naprie¢
Eurépou, v Taliansku, vo Francuzsku, v Nemecku a vo Velkej Britanii (Afoakwa, 2014).
V roku 1657 bol otvoreny prvy cokolddovy dom v Londyne (Dasgupta et Klein, 2014). V
Benatkach a Londyne sa postupne rozsirilo niekol’ko ¢okoladovni. V druhej polovici 17.
storoCia sa ¢okolada stala centrom vyssej damskej Spolo¢nosti. Damy sa schadzali neskoro
popoludni na $alku ¢okolady. Miesali ¢okoladu s 'adom, vajickami, horticou vodou alebo
mliekom (Schumacher et al., 1998). V roku 1662 kardinal Brancaccio prehlasil, ze pitie
horticej cokolady neporuSuje pdst, co podnietilo rozsirenia napoja v klaStoroch ana

europskych sidoch (Verna, 2013). Rozsirenie ¢okolady do eurdpskej gastrondomie sa vsak
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zagalo vo Francuzku. Anna Rakuska priviezla trend pitia okolady zo Spanielska na dvor
LCudovita XIII. Kakao sa rozsirilo do vSetkych kitov, potom ¢o sa rozvinul medzindrodny
obchod s kakaom. Konkurencia vyroby, systematické pestovanie kakaovnikov a ich
kultivacia sposobila pokles cien Spanielskeho kakaa. Do kakaa sa uz pridavalo jemné
mlieko. Za vlady Ludovita XIV. sa zacala podporovat’ priemyslova vyroba. Prvy raz sa
zaCal odstranovat’ tuk - kakaové maslo od zakladnej hmoty. Podl'a tradicie sa kakaova
hmota stlacala do tvrdych okrahlych kolaCov, ktoré sluzili ako vychodiskovy material pre
vyrobu cokolady, ako je tomu dodnes. Spociatku sa tato hmota vyuzivala na vyrobu
¢okoladového napoja pre slachticka vrstvu. (Schumacher et al., 1998). Az zaciatkom 20.
storo¢ia, vplyvom inovacii vo vyrobe ¢okolady a lacnej dodavky surového kakaa sa stala

¢okolada dostupna pre Siroké vrstvy obyvatel'stva (Afoakwa, 2014).

3.2 Pestovanie a odrody kakaa

Kakao a ¢okolada su v sucasnosti vel'mi popularnymi produktmi pre svoju chut’,
aromu a Siroké vyuzitie v potravinarstve. Tieto produkty st vyrabané zo surového,
fermentované¢ho a suSené¢ho kakaa. Surové prazené kakao dodava produktom jedine¢nii
kakaov( ardbmu, ktora sa prejavuje v typickej chuti a voni kakaovych vyrobkov (Elwers et
al., 2009). Kakaovnik alebo T. Cacao je vzdyzeleny tropicky strom patriaci do ¢el'ade
Sterculiaceae (Slezovité) radu Malvales (Slezotvaré). Okrem T. Cacao existuje este 21
druhov rodu Theobroma. (Afoakwa, 2014).

Z kultivovanych druhov st to Theobroma Angustifolia (kakaovnik uzkolisty),
Theobroma Bicolor (Kakaovnik dvojfarebny) alebo Theobroma Pentagona (Kakaovnik
pathranny), ktoré nie si vyznamné pre komeréné ziskavanie kakaa (Schumacher et al.,
1998).
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Tab. ¢. 1 Taxonomia druhu T. Cacao

Taxonémia
Risa Plantae Rastliny
Podrisa Tracheobionta Cievnaté rastliny
Nadoddelenie Spermatophyta Semenné rastliny

Oddelenie Magnoliaphyta Krytosemenné

Trieda Magnoliopsida Dvojkli¢nolistové
Podtrieda Dilleniidae Diléniové
Rad Malvales Slezotvaré
CePad’ Sterculiaceae Slezovité
Rod Theobroma Kakaovnik

Druh Theobroma Cacao Kakaovnik pravy

Zdroj: https://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=THCA

T. Cacao dosahuje vysku od 4 — 8 metrov, no pri idealnych tieniacich
podmienkach. moze dorast’ az do vysky 10 metrov. Kmen kakaovnika je priamy, s tenkou
a jemnou korou s hnedym zafarbenim (Afoakwa, 2014). Typickym znakom kakaovnika je
hlboko siahajuci kolovity koreti a kmetiorodost’, o znamend, Ze kvety a plody vyrastaju
priamo z kmena kakaovnika. Tato vlastnost’ sa objavuje aj u inych rastlinnych druhov
(Schumacher et al., 1998). Z rovného kmena kakaovnika vyrasta najcastejSie 5 hlavnych
konarov, z ktorych vyrastajii pocetné bocné konare, Splhajuce Sikmo dohora. Bo¢né konare
sa stupiiovite rozrastaju do stran a vytvaraji Siroku korunu. Listy kakaovnika st lesklé,
neopadavé, 30 cm dlhé a maju elipsovity tvar. Ruzové kvety kakaovnika sa vyskytuja v
trsoch a vyrastaji zo starého dreva a nanosu v mieste kmena (kaulifloria), pripadne v
mieste silnych bo¢nych konarov (ramifloria). Pre kakaovnik je typickd patdielna stavba
kvetu. Kazdy kvet obsahuje 5 kaliSnych listkov, 5 bielych aZ ruZzovych okvetnych listkov, 5
piestikov, 5 tyc¢iniek, korunka s piatimi zarezmi na blizne a semennik s piatimi oddielmi.
V piatom roku Zivota sa zacina obdobie kvitnutia a v desiatom roku Zivota sa na
kakaovnike objavuju prvé plody (Schumacher et al., 1998).

Plody kakaovnika dorastaju do dizky 15 — 25 cm (Afoakwa, 2014). U kakaovnika
chybaju presne ohrani¢ené obdobia kvitnutia a tvorby plodov. Casto je mozné pozorovat

kvety a sucCasne aj zrelé plody na jednom strome. Opelenie kvetov musi prebehnut uz
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niekol’ko hodin po rozkvitnuti. Kultivované formy musia byt preto opelované rucne

(Schumacher et al., 1998).

Obr. ¢. 1 Rastice kakaové struky Obr. €. 2 Vnutro kakaového struku

Zdroj: https://bodygeek.ro/wp-content/uploads/2012/09/Arborele-de-cacao-201x300.jpg
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/2b/Chocolate_in_its_Rawest_Form_%28
27583224425%29.jpg

T. Cacao je rychlo rastica plodina, ktora vyzaduje dostatocné mnozstvo tiena, preto
sa pestuje v spojeni s inymi stromami alebo vysokymi plodinami tzv. agro-forest
systémom (obr. 2). V stcasnosti sa pouzivaju dve sposoby: niektora ¢ast’ prirodného lesa
ostava, alebo cela pdda sa vycisti a pestuji sa aj iné plodiny. Druhy spdsob je vSak
ekologicky menej uspokojivy (Pohlan et Perez, 2006).

Pre pestovanie kakaovnika je vhodné horuce a dazdivé podnebie s dostato¢nymi
zrazkami (Pohlan et Perez, 2006). Idedlnymi oblastami pre rast kakaovnika st horské
oblasti na pobrezi a ostrovoch, kde je vysoka vlhkost’ vzduchu a stabilné priemerna teplota
25 °C (Schumacher et al., 1998). Napriek tomu, ze kakaovnik je plodny po cely rok, zber
urody sa zac¢ina na konci vlhkého obdobia a mdze trvat’ maximélne do 3 mesiacov (Pohlan

et Perez, 2006).
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Obr. ¢. 3 Agro-forest systém, vyuzivani pri pestovani kakaovnika

- Agroforestry system

Net benefit = 2T+ (Y,-2Y,)-2D
where

T = value of tree products (inc
above and belowC stocks, N,

firation)

Y4 =vyield loss

Y, =vyield gain

D =value of displaced crop

reduction of negative effects through—

silvicultural man@/ Y2 %

| Yield of control
“—(monocropping
systems)

and roots and nodules turn-over

1 + Safety-net zone v 'l' > 100 cm depth

uptake from safety- net zone + = fetility, micro-clim ae, erosion control, nutrient pumping, safety-
(nutrient pumping below root net, tree biomass and soil C stocks
zane of annual crops)

tree-crop nutrient transfer through pruning leaching of nutrients to lower depths I 0- 100 cm depth

= competition: light, weter nutrient

Schematic diagram of tree-crop interaction in hedgerow intercropping system

Y

Zdroj: http://images.slideplayer.com/9/2509691/slides/slide_37.jpg

Vicsina svetovej urody sa zozbiera v obdobi od oktébra do marca. Druhy, mensi
zber sa mdze vykondvat na zaciatku vlhkého obdobia, ale proces suSenia je tak stazeni
(Schumacher et al.,, 1998). Az 80 % kakaovych bobov je vyprodukovanych
maloobchodnymi farmérmi (Conservation Alliance, 2013). Vynosy malych pestovatel'ov
predstavuju 200 az 700 kg za hektar v zavislosti od daného regionu. U velkoprodukcie na
rozsiahlych plantdzach mézu vynosy kakaovych bobov dosahovat’ 3 tony z hektara
(Schumacher et al., 1998).

Zber a spracovanie kakaovych strukov sa vykonava ruc¢ne. Na zber sa pouzivaja
Specialne tvarované noze. Noze musia mat’ ostr Cepel, aby sa dosiahol hladky rez
a neposkodil sa nanos na dreve, z ktorého kvitni d’alSie kvety (The International Cocoa
Organization, 2012). Pri vysoko polozenych plodoch sa noze nasadzuju na dlhé tyce.
Miesto rezu sa obvykle oSetri (Schumacher et al., 1998). Kakaové struky dosahuju zrelost’
0 5. az 6. mesiacov po oplodneni. Zrelé plody sa spoznaju podl'a zmeny sfarbenia, zelené
mienia farbu na ZIté, Cervené na oranzovu. Fialové kakaové struky farbu nemenia vobec.
Zrelost’ je potom mozné ur€it pomocou zvuku pri potraseni kakaového struku. Boby
zrelého struku sa uvolnuju z placenty pocas trasenia a uvolnené boby v struku hrkocu.

(Schumacher et al., 1998).
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Tab. & 2 Rozdelenie odrdd a ich vlastnosti

Nazov odrody Charakteristika Svetova
spotreba
Criollo Cenna a vzacna 5-10%

Menej horka a aromaticka chut’
Nizsi obsah polyfenolov
Néchylnost’ k chorobam

Forastero Komer¢ne vyznamna 80 %
Lacnejsie kakaové boby
Trinitario Hybrid Criolla a Forastera 10-15%

Nacional = Pestuje sa len v Ekvadore

Arriba Povazovana za najlep$iu

Zdroj: Vlastné spracovanie (Schumacher et al., 1998), (Di Mattia et al., 2017)

Odroda Criollo pochddza z Ekvadoru a Venezuely. Pestuje sa eSte v strednej
Ameriky za Ggelom §Fachtenia novych druhov vo vychodnej Azii. Criollo sa vyznaduje
slabou plodnost’'ou, av§ak ma najkvalitnejSie a najdrahSie boby. Kakao z odrody Criollo sa
pouziva na vyrobu horkej ¢okolddy. Optimélne klimatické podmienky pre odrodu Criollo
su velké mnozZstvo zraZzok a rast vo vysSich horskych polohdch. Odroda Criollo tvori
podlhovasté plody s bielymi az krémovymi kli¢énymi listami (Schumacher et al., 1998).

Odroda Forastero je najrozsirenejSou odrodou kakaa. Az 95 % svetovej produkcie
kakaa pochddza z odrody Forastero. Vyznacuje sa plochymi, fialovymi a adstringentnymi
semenami. Forastero sa pestuje prevazne vV Zapadnej Afrike, najmé v Pobrezi Slonoviny,
Ghane, Nigérii a Kamerune (Saltini et al., 2013). Forastero sa pouZziva na vyrobu mlie¢nej
¢okolady a kakaového prasku (Schumacher et al., 1998).

Odroda Trinitario bola vyslachtena na Trinidade z odrody Criolla a Forastera. Jeho
podiel na svetovej produkcii je vel'mi nizky, len 5 %. Spolu s Criollom sa pouziva na
vyrobu kvalitnych horkych ¢okolad. Nevyhodou Trinitaria je jeho nachylnost’ k chorobam

obidvoch pdvodnych druhov (Saltini et al., 2013).

3.2.1 Senzorické vlastnosti kakaa

Chut kakaa je variabilna a zavisi od genetickej konstitucie odrody kakaa. Napriek

tomu chut’ dokéze ovplyvnit’ nespravny fermentacny proces a pol'nohospodarsky postup.
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Pri menej kvalitnych odrodach chut’ nie je mozné zlepsit’ kvalitnejSim vyrobnym postupom
(Di Mattia et al., 2017). Prirodzenou sucast'ou kakaa je jeho horkost’ a trpka aréma, ktora
je sposobena prevazne fenolickymi latkami, z malej ¢asti purinmi. Z polyfenolovych latok
si to prave proantokyanidinové a flavanolové frakcie, ktoré ovplyviuja horkost
a astrigenciu ¢okoladovej chuti (Di Mattia et al., 2017). Podl'a niektorych zdrojov reakéné
produkty polyfenolovych zluc¢enin tvoria hlavné latky, podmienujice senzorické vlastnosti
kakaa. PocCas fermentdcie a suSenia kakaa dochddza k jeho tmavnutiu vplyvom
kondenzacie produktov polyfenolovych zlt¢enin (Elwers et al., 2009). Uplna kakaova

aroma sa naplno rozvinie az po prazeni kakaovych bobov (Schumacher et al., 1998).

3.3 Spracovanie kakaovych bobov

Kakaové boby su ulozené vo velkych Zltych, oranzovych az niekedy fialovych
kakaovych strukoch, ktoré rasta priamo na stromoch (Lefeber et al., 2011). Kazdi kakaovy
struk obsahuje priblizne 30 — 40 bdbov, ktoré st obalené slizovitou bunic¢inou (Di Mattia et
al.,, 2017). Technologickym spracovanim dosahuji kakaové boby spravne fyzikalno-
chemické, senzorické a organoleptické vlastnosti (Oracz et al., 2015). Délezitym krokom
spracovanie kakaa je jeho fermentacia. Spravny fermentacny postup prispieva k vyvoji
chuti kakaa, zabezpecuje vysoku kvalitu kakaa a zabranuje tvorbe mykotoxinov (Nielsen et
al., 2012).

Obr. ¢. 4 Fermentacia kakaovych bobov

Zdroj:
https://cdn.shopify.com/s/files/1/1588/2719/files/Cocoa_farmer_David_Kebu_Jnr_
holding_fermenting_cocoa_beans._ 10687048615_large.jpg?v=1495302353
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3.3.1 Fermentacia kakaovych bobov

Klima v tropickych podmienkach vel'mi napomaha fermentaCnym procesom.
Mikroorganizmy maji idedlne podmienky rozkladat' duzinu obsahujicu cukor a tym
uvolnovat kakaové semena (Schumacher et al., 1998). Medzi tieto fermentujice
mikroorganzmy patria kvasinky Celade Enterobacteriaceac a Vv men$ej miere baktérie
mlieéneho (LAB) a octového kvasenia (AAB) (Lefeber et al., 2011). NajcastejSie su to
druhy Saccharomyces Cerevisiae, Hanseniaspora Opuntiae , Hanguana Thailandica,
Pichia Kudriavzevii a z kvasiniek Lactobacillus Fermentum a Acetobacter Pasteurianus.
Pritomnost” d’alSich bakterialnych druhov ako su Lactobacillus Plantarum, Lactobacillus
Pentosus a Gluconobacter Frateurii moze prispievat’ k urcitej variabilite chuti kakaa
(Buczek, 2017). Po otvoreni kakaového struku, celd vnatornd buniCina spontanne
fermentuje (Lefeber et al., 2011). Kakaové struky sa otvaraji najneskor do 10 dni naraz, po
ich zhromaZzdeni. Na rozpolenie kakaového struku sa tradicne pouziva drevena, na konci
zhrubnutd palica. Pri tidere touto palicou do stredu sa struk 'ahko oddeli a neposkodia sa
tak kakaové boby. Pouzivanie macety je taktiez bezné, ale kakaové boby sa mézu I'ahko
poskodit’ (The International Cocoa Organization, 2012). Duzina sa so semenami ruc¢ne
vyberie a v koSoch sa odnesie na miesto fermentacie. U drobnych pestovatelov semena
fermentuju uloZené vol'ne na slnku a na bananovych listoch. Na velkych plantaZach sa
kakaové semena ukladaji do drevenych debien stupniovito hore na seba (Schumacher et al.,
1998). Fermenta¢né debny musia byt’ skonstruované z miestneho tvrdého dreva a upravené
tak, aby udrziavali teplo a umoznili odtok vody z kakaovej masy (Cocoa Research Center).
Voda z ¢erstvych semien, umiestnenych na vrchnych debnach tak moéze stekat' nadol
k star§im a such$im semenam. Tymto spdsobom je zabezpecend potrebna vlhkost' pre
fermentany proces. Sparené fermentujuce boby sa potom kazdy den presypavaju do
niz§ich debien, su tiez premieSavané, aby mali dostatok kyslika pre oxidacné procesy.
Doba fermentacie zavisi od odrody kakaa. Odroda Criollo sa fermentuje 2 dni, odroda
Forastero az 8 dni (Schumacher et al., 1998). Pri fermentacnej teplote 50 °C
mikroorganizmy produkuju etanol, kyselina mlie¢nu, kyselinu octovlli a iné aromatické
prekurzory. Fermenticia nesmie trvat’ prilis dlho, aby nedo$lo k nadmernému rastu
mikroorganizmov, ¢o by sa prejavilo nevyraznou chut'ou kakaa (Schwan et Wheals, 2004).
Fermentacia kakaa zvysuje priepustnost’ bunkovych stien, tie postupom casu oslabia

a bunkova tekutina sa dostava do celého semena (Schumacher et al., 1998). Fermentaciou
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sa postupne meni sfarbenie fermentovanych bobov z bledozltej az po typicku tmavohnedu

farbu (Kim et Keeney, 1984).

3.3.2 SuSenie kakaovych bobov

Po fermentacii je potrebné kakao vysusit' na 5 — 7 % obsah vody v susine. Docieli
sa tym vysSia stabilita kakaa pre d’alSie spracovanie. SuSenie najCastejSie prebieha priamo
na sinku v statickych podmienkach, pripadne vo vyhrievacich susickach (Di Mattia et al.,
2017). SuSenie na plantazach vacSinou prebieha uloZenim sfermentovanych kakaovych
bobov na sietovinu alebo obrovské ploché drevené debny vo vrstvach 5 — 10 centimetrov,
umiestnené volne na slnku. Kakaové boby st pocas suSenia priebezne obracané
a presypané, aby sa vzduch dostal ku kazdému semenu a zabranilo sa tak plesniveniu
(Schumacher et al., 1998). Kakaové boby sa susia spravidla 5 — 10 dni. Vo vel'mi vlhkych
oblastiach schni kakaové boby pomaly a preto je ich nutné zastreSovat poCas noci a
za vlhkého pocasia (Food and Agriculture Organization, 1997). Umyvanie kakaovych
bobov po fermentacii moéze skratit’ suSenie a zabranit’ zlepovaniu semien pri suseni.
Nevyhodou umyvania je vyssie riziko poSkodenia semien. Po ususeni kakaovych bdbov
dostavame surové kakao (Schumacher et al., 1998). Susenie na slnku pdsobi negativne na
obsah polyfenolickych zla¢enin a na antioxida¢nu aktivitu kakaovych bobov (Di Mattia et
al., 2017). Di Mattia et al. (2013) zaznamenali az 30 % ubytok polyfenolov a 70 % tbytok
celkového fenolového obsahu vplyvom susenia kakaovych bobov na slnku. Podl'a Alean et
al. (2016) ma hlavne teplota a nedostato¢na vlhkost’ prostredia vplyv na mieru degradacie
40 °C. Ako moézeme vidiet, konvenéné spdsoby susenia kakaa na slnku alebo s horticim
vzduchom nie st Setrné pre bioaktivne latky v kakau, vzhladom na ich energeticku
neu¢innost’ (Menon et al., 2017). Menon at al., (2017) sa snazili preskimat’ pokrocilejsie
metody suSenia. Porovnavali 4 metody — adsorpcné suSenie, vdkuové susenie, lyofilizaciu
asuSenie vsuSiarni pri 50 % vlhkosti. NajvysSiu regenerdciu celkového obsahu
polyfenolov namerali pri metode lyofilizacie. Lyofilizacia je vSak relativne drahd a menej
uzito¢nad metoda. Namiesto lyofilizacie by sa mohlo viac uplatnit’ adsorpéné a vakuové

suSenie, ktoré vykazovali vysoku regeneraciu celkového mnozstva polyfenolov.
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Obr. €. 5 Susenie kakaovych bobov na slnku

ISR

Zdroj:
http://www.rawcacaonibs.com/wpcontent/uploads/2015/08/15576823883_424ed28d47_z.jpg

3.3.3 Skladovanie a prazenie kakaovych bobov

Surové kakao sa skladuje ¢asto vo velkych zasobach, aby sa velki vyrobcovia
ochrénili pred kolisanim cien kakaa na svetovych trhoch audrzali si stabilni kvalitu
svojich ¢okoladovych vyrobkov miesanim surového kakaa. V klimatizovanych skladoch
musi byt udrzovana vhodna teplota (Schumacher et al., 1998). Sklady musia byt
dostatoc¢ne vetrané, aby kakaové boby neresorbovali vlhkost. Vrecia by mali byt’ robustné,
priedusné a z biologicky odburatelného materialu. Ked'ze kakao 'ahko dokéaze absorbovat’
cudzie pachy z korenin a inych zapachajucich latok, musi byt skladované a prepravované
oddelene a v ¢istom prostredi bez akychkol'vek zbytkov inych surovin (Gutierrez, 2017).
Po prichode surového kakaa do spotrebitel'skej krajiny alebo tovarne sa vykonava kontrola
kvality. Pomocou ocel'ovej rurky s hrotom sa odoberie mala vzorka surového kakaa pre
analyzu. Kvalitné surové kakao musi byt’ dokonale fermentované a vysusené (Schumacher
et al., 1998). Kakaové boby musi spiiat’ maximalne povolené limity pre poskodené,
rozlomené, plesnivé, kli¢iace boby a boby napadnuté hmyzom (Gutierrez, 2017). Pred

spracovanim sa surové kakao uklada z vriec do vel'kého sila. Pocas skladovania kakaa sa
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kontroluje azaznamenava teplota, vlhkost a priechod vzduchu v miestnosti. Prvym
krokom spracovania je Cistenie surového kakaa od fyzikalnych necistot (kamienky, triesky,
vlakna vriec, klince) pomocou silného prudu vzduchu, sit, kief a magnetickou silou.
Subezne sa vykonava laboratorna kontrola kakaa, zistuje sa mnozstvo tuku a obsah vody
(Schumacher et al., 1998).

Nasledujucim krokom je proces prazenia, ktory je dolezity pre rozvinutie
c¢okolddovej aromy kakaa. Kakao sa zvyCajne prazi pri teplotdch od 120 — 150 °C
v ¢asovych intervaloch od 5 — 120 minut (Di Mattia et al., 2017) (Natsume et al., 2000).

Proces prazenia prebieha vo velkych elektrickych zariadeniach. Teplota prazenia je
Specificka pre kazda odrodu kakaa. U kvalitnejSich odrod sa pouzivaji nizsie teploty pod
120 °C. Pred prazenim sa musi eSte znizit’ vlhkost’ kakaovych bobov na 3 %, aby sa mohol
uvolnit’ a odstranit’ tvrdy obal okolo jadra. Prazenie moze prebiehat’ s celymi kakaovymi
bobmi, po ktorom sa uvol'ni tvrdy obal alebo sa prazia oSupané a rozdrvené kakaové boby.
Zmena farby kakaa je po prazeni uz definitivna (Schumacher et al., 1998). Prazenie kakaa
sposobuje d’alsi bytok celkového fenolového obsahu vplyvom tepelnej lability fenolovych
zliCenin. Obzvlast vysoké teploty s dlhym c¢asovym pdsobenim urychluja
degradaciu polyfenolov, ¢o ma za nasledok znizenie celkovych antioxidaénych ucinkov
(Di Mattia et al., 2017) (Kofink et al., 2007). Arlorio et al. (2007) pri prazeni ré6znych
odrdd kakaa pri teplote 130 °C nameral 37 — 48 % ubytok antioxidacnej aktivity kakaa.

3.3.4 Drvenie a lisovanie kakaa

V poslednom kroku sa spracované kakaové boby mechanicky rozdrvia az do tekute;j
kakaovej pasty (Di Mattia et al., 2017). Pridom vzduchu sa odstrafiuju komponenty so
Specifickou hmotnostou a tymto st odstranené tlomky tvrdého obalu z kakaovej drviny.
Vyslednym produktom je drvina, ktora sa nazyva ,,nibs“. Kakaova drvina podlieha prisne;j
skuske kvality, aby sa zabezpecilo dokonalé odstranenie necistot. Poziadavky na kontrolu
drviny sa 50 % tuku, 3 % vody a2 % rastlinnych neéistot. Potom sa kakaova drvina
pomelie na Specialnych mlynoch na kakao, kde dochadza vplyvom tepla k rozpusteniu
tuku a vystupom z mlyna je tekuta kakaova pasta. Kakaova pasta sa do d’alSie spracovania
musi skladovat’ za staleho mieSania a vyssej teploty, aby sa hmota nezrazila (Schumacher
et al., 1998). Tekuta kakaova hmota predstavuje vychodiskovy material pre vSetky kakaové
produkty, vratane kakaového masla a kakaového prasku. (Miller et al., 2008), (Kofink et
al., 2007).
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Kakaova pasta sa lisuje pod vysokym tlakom a pri teplote 80 az 90 °C cez sita
z uslachtilej oceli. Pocas lisovania sa vyluc¢i vdésina tuku vplyvom zvySovania tlaku na
otvory sita. Tuk odtekd v podobe kakaového masla. Doba lisovania kakaovej hmoty zavisi
od ziadticeho mnozstva tuku v kakaovych vyliskoch. Kakaové maslo je pred formovanim
filtrované, aby sa odstranili posledné stopy kakaa a necistot. Kakaové maslo sa formuje do
finalnych 2 alebo 5 kg kvadrov. Kakaové maslo si zachovava vysoka trvanlivost’ pri
zachovavani spravnych podmienok skladovania. Kakaové maslo je kvalitny, hodnotny a
cenny tuk (Schumacher et al., 1998). Kakaové maslo sa vyznacuje zltym sfarbenim
a obsahuje kyselinu olejovu, palmitovy, stearovli a malé mnozstva kyseliny linolénovej
a arachidonovej. Teplota topenia masla je medzi 30 — 32 °C. Pre svoje vyzivové
a hydrata¢né vlastnosti na pokozku sa kakaové maslo vyuziva v kozmetike. Pri teplote 20
°C si kakaové maslo zachovava stdrznost’, tvrdost’ a krehkost’ (Verna, 2013).

Zbytok kakaovej hmoty sa lisuje do tvrdého okruhleho vylisku s priemerom 45 cm
a hrabkou 5 cm, ktory pripomina kolac. Kakaovy vylisok obsahuje nizke mnozstvo tuku.
Z vylisku sa neskor vyraba kakaovy praSok po jeho rozdrveni a alkalizaénom procese.
Alkalizacnym procesom sa zvySuje hodnota pH pomocou uhli¢itanu draselného, aby sa
zjemnila chut’ kakaa a zlepsila jeho rozpustnost’ v kvapalinach. Alkalizaciou sa zlepsuju
vlastnosti kakaa a je mozné dosiahnut’ roézny farebny odtien kakaa (Miller et al., 2008)
(Schumacher et al., 1998). Miller et al. (2008) uvadza, ze pri alkalizacii kakaa dochadza
k vyraznému znizeniu flavanolov. Jeho skupina merala aporovnavala vzorky kakaa
sroznou mierou alkalizacie. Vysledky Stadie st uvedené v tab. ¢. 3. Nealkalizované
prirodné kakao malo zo vSetkych vzoriek najvysSie ORAC, celkovy obsah polyfenolov
a flavanolov vratane proantokyanidinov. Podl'a mnozstva tuku vo vyslednom kakaovom
prasku rozozndvame nizkotuéné kakao s 10 % mnoZstvom tuku a polotu¢ny s 20 %

mnozstvom tuku (Schumacher et al., 1998).

30



Tab. ¢. 3 Priemerny obsah celkového flavanolu podl'a miery alkaliz4cie kakaa

Typ alkalizacie pH Priemerny obsah celkového flavanolu
Nealkalizované kakao  5,3-5,8 34,6 + 6,8 mg/g
Dahko-alkalizované kakao 6,5— 7,2 7,8+ 4,0 mg/g
Stredne-alkalizované kakao 7,21 — 7,60 3,9+ 1,8 mg/g
Silne-alkalizované kakao 7,61 3,9+ 1,8 mg/g

Zdroj: Vlastné vypracovanie podl'a Miller et al. (2009)

3.4 Zdravotny prinos T. Cacao

Kakao bolo povazované za liecivu rastlinu, ktorti dlhé roky vyuzivali Olmekovia,
Mayovia a Aztéci vo svojej medicine. Kakaové struky symbolizovali Zivot a Aztékovia
verili, ze im kakaovy ndpoj dava silu, mudrost a plodnost. Kakao malo vyzivné,
posiliujiice a afrodiziakalne vlastnosti (Dillinger et al., 2000) (Lippi, 2009). Lekarske
pouzitie kakaa sa neskor prenieslo do Starého sveta a boli zdokumentované jeho liecivé
vlastnosti (Dillinger et al., 2000). Kakaovy napoj bol vel'mi tazko prijaty krestanskou
Eurépou, pre ktoru vSetky Cierne a tmavo sfarbené potraviny, pochédzajice z ,,barbarskej*
kultiry predstavovali hriesne potraviny. Cokolada sa smela pit' len pre liecebné udely.
Kvoli tomu sa lekari snazili prichadzat’ s novymi prospeSnymi uc¢inkami kakaového napoja
(Lippi, 2009). V Badianovom kodexe zroku 1552 je popisany sposob lieCby unavy
pozitim kvetov kakaovnika. Dalej Florentinsky kodex z roku 1590 popisuje pouzitie zmesi
kakaovych bobov, kukurice a byliny Calliandra Anomala na utlmenie hortac¢ky, tazkého
dychania alebo pri lie¢be srdcovych ochoreni. Neskor v 16. storoéi v Spanielsku a v celej
Eurdpe sa objavovali rozne lekarske odporticania (Dillinger et al., 2000). Kakao sa
najCastejSie vyuzivalo pri lieCbe nedostatocnej telesnej hmotnosti u podvyzivenych a
slabych pacientov, na stimuldciu nervového systému u apatickych a vycerpanych
pacientov, na zlepsenie stimulacie obliciek, travenia a ¢innosti ¢riev (Dillinger et al., 2000)
(Lippi, 2009). V mensej miere sa objavovali zmienky o liecbe anémie, nechutenstve,
tuberkuldzy, horac¢ky, znizenej produkcii materského mlieka, dny a obli¢kovych kamenov
(Dillinger et al., 2000). Kakao bolo tiez zname ako sexualne afrodiziakum, ktoré zvySovalo
sexudlne libido. Nielen kakaové boby, ale aj r6zne masti z kakaového masla, kory, kvetov

a listov sa pouzivali pri podrazdenej pokozke a popaleninach (Dillinger et al., 2000).
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Vd’aka vysokému obsahu proantokyanidinov, flavonoidov a inych fenolovych latok
ma kakao prospesné ucinky na ludské zdravie (Zainal et al., 2016). Polyfenoly sa
vyznacuju viacerymi fyziologickym vlastnostami ako su anti-alergénne, anti-aterogénne,
antioxida¢né, anti-trombotické, anti-mikrobidlne, protizapalové, kardio-protektivne a
vazodilata¢né vlastnosti (Balasundram et al., 2006) (Roy et al., 2001) (Verna, 2013). Tieto
vlastnosti spolu s anti-karcinogénnymi, anti-mutagénnymi, ¢i protizapalovymi G¢inkami sa
spol'ahlivo uplatiiuju v lie¢be a prevencii rakoviny (Huang et al., 2010). V stadii Othman et
al. (2007) bola zistend antioxidacna aktivita kakaa, d’alej Stidia Corti et al. (2009)
a Galleano et al. (2010) preukdzali pozitivny vplyv kakaa na ochranu pred
kardiovaskularnymi ochoreniami a v stadii Maskarinec (2009) boli
preukazané protinddorové ucinky. TaktieZ proantokyanidiny v kakau u mnohych in vitro
Studii na experimentdlnych modeloch potvrdili anti-tumorové ucinky v podobe inhibicie
nadorovych kindz a transkripénych faktorov (Kang et al., 2008). Podl'a Katz et al. (2011)
a Verna (2013) ma kakao priaznivé G¢inky na sytost, kognitivne funkcie a naladu. Kakao
obsahuje velké mnozstvo epikatechinu, ktory dokaze regulovat’ oxid dusnaty a tym
pozitivne vplyva na cievny endotel. Polyfenoly v kakau maji ochranny ucinok na nervy,
chrania ich pred zapalom a poskodenim, bol potvrdeny aj ochranny efekt na pokozku pred
oxidaciou vyvolanou UV Ziarenim. Kakaovy extrakt je prirodzenym zdrojom kyseliny Y-
aminomaslovej (GABA), ktora pomaha zniZzovat’ krvny tlak a mé4 upokojujice G€inky. Aj
vd’aka tomu ma kakao dobré uplatnenie v kozmetickom priemysle a nutraceutike (Oryza
Oil co.).

Zdravotny vplyv kakaa je vyznamnou mierou determinovany obsahom polyfenolov
s antioxida¢nym ucinkom, ktoré sa stracaju pri spracovanim kakaa a kakaovych vyrobkov.
Pocas prazenia kakaovych bobov navySe dochadza k vzniku produktov Maillardovych
reakcii, ktoré mézu mat’ negativny dopad na zdravie pri konzumadcii findlnych produktov
kakaa. (Di Mattia et al., 2017) (Kofink et al., 2007). Kakao je zdrojom vazoaktivnych
aminov, ktoré su niekedy spdjané s migrénou a bolestou hlavy. Marcus et al. (1997)
vypracoval dvojnasobnu slepti provokacnli $tadiu na cokoladu ajej vplyv na migrénu
u zien. V §tudii nebol preukdzany vyznamny vplyv Cokolddy na migrénu u chronickych
pacientov. K podobnému nazoru dospel aj Lippi et al. (2014), ktory analyzoval vysledky
epidemiologickych a provokaénych $tadii. Stidie, ktoré mali pozitivnejsie korelacie, prisli

so zavermi, Ze ¢okoldda mala 2 — 3 krat nizsi vplyv na migrénu nez jej obvyklé spustace.
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3.5 Zlozenie kakaa

V kakau bolo zistenych 380 chemickych latok a z toho 11 ma psychoaktivne ucinky
(Rimbach et al., 2009). Kakaova hmota obsahuje 55 % tuku a z nej vznika kakaové maslo
alebo kakaovy prasok srozlicnym podielom tuku podla typu kakaového prasku.
Spotrebitel'sky, plnotucny kakaovy prasok obsahuje okolo 24 9% tuku a priemyslovy
kakaovy prasok obsahuje 10 az 12 % tuku. Odtucneny kakaovy praSok sa ziskava
extrakciou tuku vhodnymi rozpustadlami (Cizkova a Voldiich, 2018). V kakaovom tuku
prevladaju triglyceridy a neutralne lipidy. Obsah bielkovin tvoria 10 — 15 % suSiny
kakaovych bdbov, z toho 52 % st albuminy a 43 % su globuliny. V niz$ich koncentraciach
su pritomné tiez gluteliny a prolaminy. Z psychoaktivnych latok v kakau su
najvyznamnejSie metylxantiny - teobromin, kofein a teofylin. Niektoré bioaktivne latky
v kakaovych vytazkoch maju vazodilataéné ucinky (Bertazzo et al., 2012). Polyfenolové
latky st v kakaovych boboch obsiahnuté v znaénom mnozstve — tvoria az 10 % susiny

celého kakaového bobu (Rusconi et Conti, 2010).

Tab. ¢. 4 Priemerné hodnoty zlozenia kakaa a ¢okolady

Vyrobok Kakaovy Cokolada Milie¢na
prasok  (horkd) cokolada
Voda 3 0,9 15
Energie (kJ/100 g) 958 2222 2239
Bielkoviny 19,6 55 1,7
Tuky 13,7 32,4 29,7
Sacharidy 54,3 47,6 51,5
Nasytené MK 8,1 8,0 14,23
Mononenasytené MK 4,6 51 13,2
Polynenasytené¢ MK 0,4 0,4 0,8
Cholesterol (mg/100 g) 0 4 23

Zdroj: (podra Cizkovej a Voldticha, 2018)

3.6 Fenolové latky

Fenolové zluceniny predstavuju rozne derivaty pentdz, fosfatov, Sikimatov

a fenylpropanoidov. Fenoly st aromatické latky, zloZzené z benzénového kruhu s jednou
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alebo viacerymi hydroxylovymi skupinami pripojenymi priamo na benzénovy kruh
(Baiano et Nobile, 2015) (Balasundram et al., 2006).

Fenolové latky moézu existovat’ ako jednoduché alebo komplexné zluCeniny s
vysokou molekulovou hmotnostou (Balasundram et al., 2006). Doteraz bolo
klasifikovanych viac ako 8000 polyfenolovych zlacenin (Guo et Jiang, 2009). Polyfenoly,
ako sa sthrne oznacuji polyfenolové latky, sa bezne vyskytuji ako konjugaty mono- a
polysacharidov, pripadne ako funkéné derivaty vo forme esterov a metylesterov. Fenolové

zluceniny sa rozdel'uju do niekol’kych tried.

Tab. ¢. 5 Rozdelenie fenolovych zlucenin

Trieda Struktira
Benzochindny Ce
Hydroxybenzoové kyseliny Cs—C1
Acetofenony, kyseliny fenyloctové Ce—C2
Hydroxyskoricové kyseliny, Cs—Cs
Fenylpropanoidy
Naftochinony Ce—Cs
Xantony Ce—C1—Cs
Stilbeny, Antrachindny Ce—C2—Ces
Flavonoidy, lzoflavonoidy Ce—C3—Cs
Lignéany, Neolignany (C6—Cs)2
Biflavonoidy (Ce—C3—Ce)2
Ligniny (Cs—C3)n
Taniny (proantokyanaty, flavolany) (Ce—C3—Cs)n

Zdroj: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814605006242#bib94

.....

polovicu vSetkych fenolovych zlucenin. Pocet, poloha hydroxylovych skupin a povaha
substitacii na aromatickych kruhoch determinuje antioxida¢nu aktivitu fenolovych latok
(Balasundram et al., 2006). Antioxidacny potencial je prevazne zalozeny na o-difenolovej
Struktare fenolovych latok (Elwers et al., 2009). Fenolové latky tvoria sekundarne

metabolity u rastlin, ktoré zabezpecuju ich rast a reprodukciu, poskytujii im ochranu pred
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roznymi predatormi a patogénmi. U plodov rastlin podmieniuji ich sfarbenie a senzorické

vlastnosti, hlavne vd’aka vysokej antioxidacnej aktivite (Balasundram et al., 2006).

3.6.1 Polyfenolové latky v kakau

Vysoky vyskyt polyfenolov v kakau je vyskumnikom dlhodobo znamy. Uz v roku
1909 Ultée a Van Dorsen identifikovali v kakau nezndmu krystalicka latku, ktord sa
pomenovala ako I-epikatechin. chlorogénova (Jalil et Ismail, 2008). Neskor d’alsie 3 typy
katechinov boli ndjdené v kakaovych boboch. Hnedé a fialové sfarbenie sa zacalo
pripisovat’ komplexnym zmendm produktov katechinov a taninu. Postupne sa
identifikovali mnohé iné polyfenoly ako proantokyanidiny, kyanidové glykozidy,
kyanidin-arabinozid, kyanidin-galaktozid a ostatné diméry proantokyanidinov. Okrem
hlavnych zloziek v kakaovych vytazkov, listov a stonkach boli objavené antokyanaty, p-
kumaryl a kyselina chlorogénova (Jalil et Ismail, 2008). Celkovy podiel polyfenolov v
kakau je vyssi, ako je celkovy podiel polyfenolov v ¢ervenom vine, zelenom a ¢iernom ¢aji
(Andgjar et al., 2012). Polyfenoly sa v kakaovych boboch nachadzaju v pigmentovych
bunkach kotyledonov. Obsah antokyanov urcuje sfarbenie v tychto pigmentovych bunkach
od bielej az po fialova farbu (Rusconi et Conti, 2010). Zastupenie a pomer fenolovych
zltéenin v kakau nie je rovnaky ani v ramci tej istej odrody. Vplyva na to viacero faktorov,
ako oblast’ pestovania kakaovnika, klimatické podmienky pocas rastu a zberu kakaovych
bdbov, zrelost’ kakaovych zfn, pripadne doba skladovania urody. Pocas technologického
spracovania, hlavne za pouZitia vysokych teplot pri tepelnom spracovani kakaovych bobov
dochadza k znizovaniu koncentracie polyfenolov v kakau (Oracz et al., 2015). Vo
finalnych kakaovych vyrobkoch moze celkovy obsah polyfenolovych zlu¢enin klesnut’ az
10-nasobne. Kakaové boby obsahuju hlavne latky patriace do 3 skupin polyfenolovych
zlucenin - katechiny, antokyany a proantokyanidiny (tab. ¢. 6) (Rimbach et al., 2009).
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Tab. ¢. 6 Hlavné skupiny polyfenolov v kakau

Skupina Obsah
(%)
Katechiny 37 %
Antokyany 4%

Proantokyanidiny 58 %

Flavanoly

Flavony

Zluceniny

epikatechin

katechin

gallokatechin

epigallokatechin

kyanidin-3

L-arabinozid
kyanidin-3-D-galaktozid
flavan-3,4-diol B1

flavan-3,4-diol B2

flavan-3,4-diol B3

flavan-3,4-diol B4

flavan-3,4-diol B5

flavan-3,4-diol C1

flavan-3,4-diol D

kvercetin

kvercetin-3-O-glukozid (izokvercetin)
kvercetin-3-0-galaktozid (hyperosid)
apigenin,

apigenin-8-C-glukozid (vitexin)
apigenin-6-C-glukozid (izovitexin)
luteolin a luteolin-7-O-glukozid
dihydrokercetin
dihydroxykamferol
kamferolrutinozid

naringenin

naringenin-glukozid

myricetin-glukozid
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Skupina Obsah Zluceniny
(%)

Ostatné kyselina kavova
kyselina chlorgenova
kyselina kumarova
kyselina ferulova
kyselina fenyloctova
kyselina floreova
kyselina protokatechova
kyselina syringova
kyselina vanilova

klovamid a dideoxyklovamid

Zdroj: Vlastné vypracovanie (podl'a Rimbach et al., 2009 a Rusconi et Conti, 2010)

Z katechinov je najviac zastupeny epikatechin, ktory tvori aZ 35 % celkového
obsahu katechinov. Hlavnymi antokyanidinmi v kakau st kyanidin-3, L-arabinozid a
kyanidin-3-D-galaktozid. Proantokyanidiny st zastipené hlavne ako diméry, triméry alebo
oligoméry flavan-3,4-diolu v réznych derivatoch. Podiel derivatov flavan-3,4-diolu je
zavisly na vyrobnom procese. V suSenom odtu¢nenom prasku z cerstvych kakaovych
bobov sa obsah rozpustnych polyfenolovych zlucenin pohybuje okolo 15 az 20 %
(Rimbach et al., 2009). Koncentracia epikatechinu v suchom odtu¢nenom kakaovom
prasku kolise od 21,89 po 43,27 mg/g (Rusconi et Conti, 2010). Pocas fermentacie
dochadza k reakciam polyfenolovych zlucenin, epikatechin oxiduje a polymerizuje do
komplexnejSich trieslovin (Kim et Keeney, 1984). V désledku tychto reakcii obsah
epikatechinu a celkovy obsah polyfenolov vo fermentovanom odtu¢nenom kakaovom
prasku klesa o 10 az 20 %, obsah proantokyanidinov je 3 aZ 5 — nasobne niz§i a antokyany
sa stracaju. Kone¢ny obsah epikatechinu tak méze byt od 2,66 az 16,5 mg/g v zavislosti od

miesta povodu kakaa. (Rimbach et al., 2009).
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3.7 Analyza polyfenolov

3.7.1 Extrakcia polyfenolovych latok

Neexistuje ziadna Standardna metoda pre extrakciu polyfenolov. Najzauzivanejsie
metody izolacie polyfenolov su extrakcia rozpustadlom alebo extrakcia superkritickou
kvapalinou (Bucic-Kojic et al., 2007) (Baydar et al., 2004) (Bleve et al., 2008). Na
extrakciu fenolovych latok ma vplyv viacero faktorov - typ rozpustadla, polarita
rozpustadla, cas a teplota extrakcie, chemické zlozenie a fyzikalna charakteristika matrice
a vzorky a ich vzajomna interakcia (Rajbhar et al., 2015) (Khoddami et al., 2013).
Rozpustnost” polyfenolov zavisi od chemickej povahy v rastlinach, ktora sa znacne lisi.
Polyfenoly sa moézu vyskytovat’ vol'ne, vytvarat vysoko polymerizované latky v interakcii
s bielkovinami a sacharidmi. Rastlinné vzorky mézu obsahovat’ r6zne pomery fenolovych
kyselin, fenylpropanoidov, antokyanatov, taninov (Naczk et Shahidi, 2006). Polyfenoly st
niekedy vo forme nerozpustnych komplexov a tie znemoziuju dokonala extrakciu.

Rozpustnost’ polyfenolov zavisi hlavne od polarity rozpustadla. Polyfenoly sa
nachadzaju v r6znych kombinaciach, ¢asto vytvaraju silné vodikové mostiky, preto sa musi
volit’ viac rozpustadiel s uréitym percentom vody, aby bola extrakcia ¢o najucinnejSia
(Naczk et Shahidi, 2006) (Rajbhar et al., 2015). Polyfenoly sa extrahuji v metanole,
etanole, propanole, acetone, etyl acetate, dimetylformaline a v ich kombinacidch s vodou
(Naczk et Shahidi, 2006). Pri extrakcii polyfenolov sa tiez koextrahujii nefenolické latky
ako su cukry, organické kyseliny a proteiny, ktoré sa musia vycistit' purifikaCnymi
metodami. NajCastejSie to su extrakcia na pevnej faze (SPE), extrakcia kvapalina/
kvapalina (L/L) alebo tuha latka/kvapalina (S/L) (Ignat et Popa, 2011). Na rozpustenie
hydrofilnych polyfenolov vratane aglykonov, glykozidov a oligomérov sa pouziva voda,
metanol, etanol, acetonitril, aceton alebo ich zmes s vodou. Kvapalné extrakty su niekedy
purifikované dietyléterom v zavislosti od ich rozpustnosti. (Roy et al., 2001). Pri nizkom
pH st polyfenoly stabilnejSie. Kyseliny poméhaji zneutralizovat’ polyfenoly, ktoré tak
l'ahsie prechadzaji do organického rozpustadla (Khoddami et al., 2013). Klasicky sposob
extrakcie polyfenolov je metdda nepriameho ohrevu vo vodnom kupeli v rozmedzi teplot
od 20 — 50 °C (Rajbhar et al., 2015). Pre lepSiu vytaznost’ sa voli dlhSia doba extrakcie v
kombinécii s dostatoCne vysokou teplotou. VysSie teploty umoznuju dokonalejSie
uvol'nenie vnutorného obsahu z rastlinného materialu. Vyssia teplota tiez znizuje viskozitu

rozpustadla, ktoré lepSie prechddza pevnou fazou a zvySuje diftzne koeficienty
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extrahovanych zluc¢enin (Rajbhar et al., 2015). Prilis vysoké teploty nad 70 °C a prili§ dlha
doba extrakcie st pre polyfenoly nevhodné, ked’ze dochadza k ich degradacii. (Pasrija et
Anandharamakrishnan, 2015).

Extrakcia za pouzitia ultrazvuku (UAE) je Casto vyuzivana na extrakciu zla¢enin
s antioxidac¢nou aktivitou z rastlinnych materialov (Sang et al., 2017) (Rosselo-Soto et al.,
2015). UAE spo¢iva vo vyuziti destruktivnych u¢inkov ultrazvukovych vin. Pri UAE
dochadza k naruSeniu buniek, prenos hmoty je intenzivnej$i a zvySuje sa penetracia a
kapilarne ucinky. Pre silnejsi ucinok sa pouziva vyssia teplota UAE, ktord zvysSuje difuziu
a tlak v extrakte (Rajbhar et al., 2015). Pouzitie UAE znizuje naroky na mnozstvo
rozpustadla a vyrazne Setri ¢as (Bendicho et al., 2012) (Corbin et al. 2015). Negativom
UAE je, ze znizuje opakovatel'nost' analyzy. NajCastejSie sa pri analyze pouzivajl
ultrazvukové sondy a ultrazvukové kupele (Rajbhar et al., 2015).

Extrakcia za pouzitia mikrovin (MAE) ma mnoho vyhod pri extrakcii polyfenolov.
Pouzitim mikrovinnej energie sa iniciuje pohyb molekularnych idnov a rotacia dipolov, ¢o
vedie k treniu molekul a tym Kk produkcii tepla vo vzorke. Teplo poskodzuje bunkové steny
a tak sa mozu efektivne uvolnit’ fenolové latky (Rahaju et al., 2014) (Camel, 2001). MAE
je popularna a nakladovo efektivna metdéda s moznostou pokrocilych uprav ako je
mikrovinna asistovana extrakcia pod tlakom (PMAE) a mikrovinna asistovana extrakcie
bez rozpustadla (SFMAE) (Rajbhar et al., 2015). Vyhodou MAE je moznost pouZitia
nizS§icho mnoZstva rozpustadla, kratSia doba extrakcie (menej ako 30 mintt), vysoka
vytaznost zo vzorky (Huie, 2002). MAE tiez vykazuje dobrii reprodukovatelnost
a uchovanie vyssej hodnoty celkovej antioxidacnej aktivity v extrakte (Rajbhar et al.,
2015). Pri MAE extrakcii sa najCastejSie ako rozpustadld volia vodné roztoky acetonu
alebo etanolu, pripadne ich kombinacia. (Mandal et al., 2007).

Pre zlepSenie tuCinnosti extrakcie polyfenolov zrastlinnych vzoriek bolo
popisanych viacero metod - napr. extrakcia 30 % etanolom pri 60 °C po dobu 2 hodin,
vyuzivanie sekvencnej alkalickej hydrolyzy a vysSieho poctu enzymatickych postupov,
pouzitie alfa-amylazy alebo kombinacia alfa-amylazy s celulozou (Hinneburg et Neubert,
2005) (Zupfer et al., 1998) (Yu et al., 2001). Ked'Zze polyfenoly st citlivé na oxidaciu,
extrakcia by mala trvat’ menej ako 24 hodin (Naczk et Shahidi, 2006).

Antokyany sa najlepSie extrahuju v okyslenom organickom rozpustadle, ktorym je
najCastejSiec metanol. (Naczk et Shahidi, 2006) (Khoddami et al., 2013). Okyslené

rozpustadlad mali za nasledok vysSiu vytaznost o 10 — 45 % viac stanovenych antokyanov
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ako neokyslené rozpustadld (Bridgers et al., 2010). Okyslené organické rozpustadlo
nartiSa bunkové steny a stabilizuje uvolnené antokyany. Kyselina v rozpustadle moze
sposobovat’ rozbitie komplexov antokyanov s kovmi alebo pigmentmi. Po zahusteni
kyslych vytazkov antokyanov vo vakuu prebieha ich extrakcia v petrolétere, etylacetate a
dietyléteri, aby sa odstranili lipidy a nepotrebné polyfenoly (Naczk et Shahidi, 2006). Na
extrakciu antokyanov sa pouziva extrakcia na pevnej faze (SPE) alebo mikroextrakcia na
pevnej faze (SPME). Elucia prebieha roztokom alkalického boru cez extrakt na pevnej
faze (Naczk et Shahidi, 2006).

3.7.2 Stanovenie polyfenolovych latok

Polyfenolové latky je mozné kvantitativne a kvalitativne stanovit’ viacerymi
analytickymi metédami, ako je napr. nukledrna magnetickd rezonancia (NMR),
spektroskopia v blizkej infraCervenej oblasti (NIR), vysokoucinna chromatografia na
tenkej vrstve (HPTLC), kvapalinova chromatografia s hmotnostnou spektroskopiou (LC-
GS), vysokouc¢inna kapilarna elektroforéza (HPCE) alebo vysokoucinna kvapalinova
chromatografia (HPLC). (Rajbhar et al., 2015) (Roy et al., 2001) (Khoddami et al., 2013).
Kolorimetrick¢é metody ako Folin-Ciocalteu, Folin-Denis a Prussian Blue sa najcastejSie
pouzivaji na hrubé kvantitativne stanovenie celkovych polyfenolov, metdda vanilin-HCI
pre kvantitativne stanovenie katechinov a metdda butanol-HCI pre kvalitativne stanovenie
proantokyanidinov. Tieto kolorimetrické metddy st jednoduché pre pouzitie a vykazuji
vysoku citlivost’ (Makkar, 1989) (Ignat et al., 2011). Najviac pouzivané metody pre presnt
kvantifikaciu fenolovych zlucenin su kombinacie MS s HPLC, LC alebo GC (Khoddami et
al.,, 2013). Niekedy moézeme vidiet pouzitie inych netradicnych metéd ako su
tenkovrstvova chromatografia (TC), plynova chromatografia (GC) a najnovSie sa tieZ
za¢ina pouzivat’ kapilarna elektroforéza (CE) a stipcova chromatografia (CC) (Rajbhar et
al., 2015) (Wollgast et Anklam, 2000). Mobilni fazu v HPLC tvoria vodné roztoky
acetonitrilu alebo metanolu, v $pecifickych pripadoch sa vyuziva tiez etanol,
tetrahydrofuran a 2-propanol. (Zarena et Sankar, 2011) (Takenaka et al., 2011). Pre
zabranenie ionizacie fenolovych latok je nevyhnutné udrzovat pH mobilnej faze
Vv rozmedzi 2 — 4, na €o sa pouZiva kyselina octova, mravcia, fosfore¢na alebo octan, citrat
a fosforeénan amoénny (Lee et al., 2008). Standardne sa pri analyze polyfenolov voli
gradientova elucia. (Khoddami et al., 2013). Na detekciu polyfenolov sa najbeznejSie

pouzivaji tandemové techniky HPLC-UV (UV-Vis spektroskopia) a GC-MS. Coraz viac
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sa pouziva LC-MS technika. Niekedy sa pouzivaju aj iné detektory ako plametiovo-

ioniza¢ny (FID), elektrochemicky a fluorometricky detektor (Robbins, 2003).

3.8 Analyza polyfenolov v kakau

3.8.1 Extrakcia polyfenolov z kakaa

Dostato¢né extrahovanie polyfenolovych zlaéenin zo vzoriek kakaa je zavislé od
chemickej povahy zlucenin, velkosti vzorky, metédy extrakcie, ¢asu a podmienok
skladovania vzorky a pritomnosti interferujucich latok, napr. sacharidy a bielkoviny.
(Marquez et al., 2012). Co sa tyka vhodnych rozptstadiel pre extrakciu polyfenolov,
najlepsie sa osvedcili vodné roztoky metanolu, etanolu, pripadne aceténu. Vodné roztoky
organickych rozpustadiel vyrazne zlepSuju extrakciu polyfenolov oproti jednozlozkovym
rozpustadlam. (Yilmaz et Toledo, 2006). Na zaciatku sa Cerstva alebo sucha vzorka
rozomelie na prasok a extrahuje vo vodnom roztoku organického rozpustadla alebo v COx.
Po extrakcii je nutné odstranit’” menej polarne alebo prili§ polarne zliCeniny z extraktu
pomocou L/L metdédy alebo vyuzitim SPE extrakcie (Baharum et al., 2016). Okrem
klasickych spdsobov extrakcie polyfenolov z kakaa, ako je extrakcia kvapalnymi
rozpustadlami je mozné pouzit' superkritick@i fluidnt extrakciu s CO2 (SC-CO»).
Samostatna SC- CO: je vSak menej ucinna, preto sa tato metdda optimalizuje pomocou
etanolu ako korozpustadla (Sarmento et al., 2008). Napriek tomu, Ze ide o nakladnt
metddu extrakcie, kvoli ndrokom na kompresné zariadenie a chladenie, mé tato metoda
svoje vyhody. Nie je nutné pouzivat vysSie teploty ako pri Standardnych metddach
(Sarmento et al., 2008). SC-CO; v kombinacii s korozpustadlom zlepSuje extrakciu
polarnejsich zlucenin (Grigonis et al., 2005). SC-COz s pouzitim membran ponuka nizsiu
spotrebu energie pri analyze, vysokl selektivitu, ahkll separaciu termolabilnych zltcenin
a ekologickejsi sposob analyzy (Sarmento et al., 2008). V st¢asnosti sa vyskumnici snazia
prichadzat’ s nov§imi metodami extrakcie, ktoré by boli ¢asovo nenaro¢né a spotrebovali
by niZ§ie mnoZstvo rozpuitadla. Pouzitie ultrazvuku alebo kombinicie mikrovin a
ultrazvuku sa zda byt vel'mi rychle a G¢inné pre izolaciu polyfenolovych zlticenin (Chemat

etal., 2011).

3.8.2 Analyza polyfenolov z kakaa

Pre Kkvantitativne stanovenie fenolovych latok sa velmi casto pouziva HPLC

Sreverznymi stacionarnymi fazami. Mobilnu fadzu tvori systém dvoch rozpustadiel
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s gradientovou eluciou — voda/metanol s pridavkom Kyseliny octovej/trifluoroctovej
a acetonitril s pridavkom kyseliny octovej/trifluoroctovej. Prietok mobilné fazy sa
pohybuje od 0,4 — 1 ml/m a doba analyzy trva od 20 — 25 min pri teplote 22 - 26 °C (Ali et
al., 2015) (Natsume et al., 2014) (Cruz et al., 2015) (Alemanno et al., 2003) (Kobori et al.,
2013) (Patras et al., 2014). V nasej praci bol pouzity systém LC-MS, ktory sa pouziva aj
pre stanovenie polyfenolov v kakau. Pri LC-MS je moznd optimalizacia
pouzitim tandemového modu MS-MS. Parametre analyzy ako elucia a mobilna faza st
podobné ako pri HPLC, len prietoky su ovel'a niz§ic od 250 — 400 pum, objem analytu
predstavuje 20 pum a pouzivaju sa vysSie teploty okolo 35 °C (Karim et al., 2014)
(Rabaneda et al., 2003) (Baharum et al., 2016). Pre analyzu fenolov su tieZ popularne
tandemové techniky — napr. hmotnostné spektrometria s elektronovym ionizacnym sprejom
(HPLC-ESI-MS-MS) a hmotnostna spektrometria v kombinacii s analyzatorom doby letu
(HPLC-TOF MS) (Ali et al., 2015) (Patras et al., 2014). Na detekovanie zla¢enin sa
pouziva PDA, Fluorescencny, UV-VIS detektor aspektra eluovanych zlucenin sa
zaznamenavaju pri vinovej dizke v rozsahu 280 az 360 nm (UV-VIS) a excitaénej vinovej
dizke 230 nm (fluorescenény detektor) (Al et al., 2015) (Cruz et al., 2015) (Kobori et al.,
2013) (Belscak et al., 2009).

3.9 Antioxidacné vlastnosti

VoI'né radikély st molekuly, ktoré st v do€asnom stave nestale a vysoko-reaktivne.
V biologickych systémoch vznikaju prooxidaénymi enzymovymi systémami atieZz sa
tvoria pri oxidacii lipidov, zapalovych procesoch, oZiareni apodobne (DlugoSova
a PSendkova, 2004). Podstatou U¢inku volnych radikalov na biologické systémy je, Ze
maju jeden alebo viac nesparenych elektronov v molekulovom alebo atdémovom orbitaly
a tym padom odoberaju elektrony inym molekulam. Vol'né radikdly mézu poskodzovat
Casti biologickych systémov alebo mézu vytvarat’ reaktivnejSie metabolity po reakcii s
oxidovanymi latkami (DlugoSova a PSendkova, 2004). Napriek tymto negativnym u¢inkom
maju vol'né radikéaly dolezita funkciu v biologickych systémoch, napr. pomahaju regulovat’
proliferaciu buniek, apoptézu a génovu expresiu (Pisoschi et al., 2016). Prevaha vol'nych
radikalov a prooxidantov nad antioxida¢nymi ucinkami, alebo inak povedané oxidacny
stres v 'udskom tele je spédjany s rozvojom degenerativnych portch vratane mutagenézy,

karcinogenézy, kardiovaskularnych ochoreni a starnutia (Singh et Singh, 2008).
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3.9.1 Fenolové latky a ich antioxida¢né vlastnosti

Prirodné antioxidanty sa vyskytuji v mnohych potravinach ako ovocie, zelenina,
huby, koreniny, obilniny, napoje a Vv lieCivych rastlinach (Xu et al., 2017). Z chemického
hladiska st to prevazne latky ako fenolové kyseliny, flavonoidy, antokyany, lignany,
stilbény, karotenoidy a vitaminy (Baiano et Nobile, 2015). Fenolové latky st G¢innymi
antioxidantmi, ktoré st schopné inhibovat’ tvorbu volnych radikélov, naruSuji prenos
autooxidacie (Brewer, 2011). Casto maju synergické u¢inky sinymi antioxidantmi
(Fernandez et al., 2002). Antioxidanty s aromatickym alebo fenolovym kruhom efektivne
predavaju vodikovy atém volnym radikdlom a doCasne sa stavajui sami radikdlom.
Tvorbou chindnovych Struktar a vplyvom delokalizacie elektronov v ich aromatickom
kruhu stabilizuju svoju radikalova povahu (Baiano et Nobile, 2015).

Antioxida¢nd aktivita flavonoidov spociva v regulacii U¢inku reaktivnych
kyslikovych radikalov. Flavonoidy funguji ako lapace volnych radikalov, inhibuju
lipidova oxidaciu aenzymy kaskddy kyseliny arachidonovej, zvySuji ucinok
antioxida¢nych vitaminov (A, E, B-karotén) aznizuju ich degradaciu) (DlugoSova
a PSenakova, 2004). Antokyany a antokyanidiny Casto vytvaraju chelatové komplexy s
kovmi a tym takisto predavaju vodikovy atom volnym radikalom (Brewer, 2011). Takisto
flavonény a niektoré flavanony dokézu viazat’ kovy na 5-hydroxylovych a 4-oxo skupinach
(Fernandez et al., 2002). Schopnost’ redukcie vol'nych radikalov zavisi od po¢tu a polohy -
OH skupin v molekule polyfenolov. Vyssi pocet -OH skupin v molekule a pritomnost’
orto-3,4-dihydroxy Struktary v B kruhu v kombinacii s 4-karbonyl $truktirou na polohe C»
a Csz rozhoduje o ucinnosti fenolovych antioxidantov (Lupea et Cacic, 2008). Zdrojom
antioxidacnej aktivity st najcastejSie (1) fermentované, nepraZzené fenolové kyseliny —
kyselina gélova, kdvova arozmarynova, (2) fenolové diterpény — karnosol, karnosova
kyselina, rosmanol a rosmadial, (3) Cerstvé, neprazené cCerstvé, neprazené flavonoidy —

kvercetin, katechin, naringenin a kamferol (Brewer, 2011).

3.9.2 Metédy stanovenia antioxidacnej aktivity

S narastajucim zaujmom o u¢innost’ a funkciu antioxidantov sa vyvinulo viacero
metdd stanovenia antioxidacnej aktivity. Antioxida¢nu aktivitu je mozné stanovit
metodami DPPH, FRAP, ORAC, VCEAC, TRAP, chemiluminiscencia, CUPRAC a TEAC
(Vertuani et al., 2014) (Miller et al., 2006) (Frankel et Meyerova, 2000) (Pisoschi et al.,
2016) (Pred et al., 2005). Niektoré metddy spocivaju bud’ v prenose vodikovych atomov
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(ORAC, TRAP, chemiluminiscencia), iné¢ metddy zase vyuzivaji prenos jednotlivych
elektronov (FRAP, CUPRAC) (Pred et al., 2005). Metody DPPH a TEAC su zalozené aj
na prenose vodika a jednotlivych elektronov (Pisoschi et al., 2016). Najjednoduchsou
metodou stanovenia antioxidacnej aktivity latok je metoda DPPH, ktora je rychla a ma
siroké uplatnenie pri stanoveni antioxidacnej aktivity v potravinach (Sagar et Singh, 2011).
DPPH funguje na principe redukcie radikalového kationu DPPH+ (1,1-difenyl-2-pikryl-
hydrazyl). DPPH sa stanovuje v metanole, etanole alebo sa pouzivaju pufrované alkolické
roztoky. Upravou pH roztoku sa udrzuje rozpustnost hydrofobneho hydrazylového
radikalu a analyzovanych fenolovych zlucenin. V priebehu vyvoja optimalizacie DPPH
testu sa do roztoku zacali pridavat’ neidnové detergenty a citratovo-fosfatovy pufr. Po
redukcii DPPH sa meni sfarbenie roztoku z fialovej na svetlozlti farbu. Antioxidacny
ucinok sa hodnoti poklesom absorbancie vzorky pri absorpénom maxime 515 nm. Ako
Standard sa pouziva Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2- karboxylova
kyselina). (Nicklisch et Waite, 2014) (Neugebauerova a Vabkova, 2011) (Hu et al., 2016)
(Frankel et Meyerova, 2000).

ORAC (Oxygen radical absorbance capacity assay) je rozsirena fluorescenéna
metdda, ktord je zalozend na inhibicii oxidacie peroxidovymi radikdlmi, iniciovanej
tepelnym rozkladom 2, 2'-azobis-2-metylpropanimidamidu. ORAC sa povazuje za
biologicky najrelevantnejSiu metodu stanovenia antioxida¢nej kapacity. Pri ORAC je
reakéna zmes tvorena sodnou sol’'ou fluoresceinu (fluorescenc¢na sonda) a fosforeCnanom
sodnym, do ktorej sa pridava analyzovana vzorka. pH reakénej zmesi sa upravuje na 7,0.
Kontrolnd vzorka sa pripravuje v M — Na fosfaitovom pufri S pouzitim Troloxu ako
Standardu. Vyhodnotenie prebieha na spektrofotometri pomocou fluorescencie pri excitacii
485 nm a emisii 520 nm (Ninfali et al., 2005), (Chin et al., 2013), (Joli¢ et al., 2011).

FRAP (ferric reducing antioxidant power) spociva v stanoveni schopnosti vzorky
redukovat’ Zelezité komplexy. Ako analyzujuce ¢inidlo sa obvykle pouziva zmes roztokov:
acetatovy alebo octanovy pufr + 24,6 -tripyridyl-s-triazin (TPTZ) v kyseline
chlorovodikovej + chlorid zelezity. Roztok sa vplyvom redukcie a interakcii s ¢inidlom
intenzivne farbi do modra. Antioxida¢ny ucinok sa vyhodnocuje od¢itanim absorpcie na
UV-VIS spektrofotometri pri absorpénom maxime 593 nm. Vysledok sa porovnava so
Standardom (kyselina galova) (Vertuani et al., 2014), (Neugebauerova a Vabkova, 2011).
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3.9.3 Antioxidac¢né vlastnosti kakaa a kakaovych produktov

Fenolové latky v kakau preukazali, ze st schopné v in vitro stadiach inhibovat’
peroxidaciu lipidov a vychytavat’ superoxidové, hydroxylové a lipidové peroxylové
radikaly (Othman et al., 2007). Viacero faktorov ako pdvod, odroda, spracovanie a
skladovanie kakaa ma vplyv na celkova antioxida¢nu kapacitu (Hu et al., 2016). Najvyssiu
stratu antioxidacnej aktivity sposobuje proces alkalizacie kakaa (az 64%) a praZenie kakaa
(14%), €o je priamo Umerné strate celkového mnozZstva polyfenolov. Na technologické
spracovanie je najviac nachylny epigallokatechin, prokyanidin B1 a B2, zatial’ ¢o kyselina
kavova vykazuje vysokt chemicku stabilitu (Joli¢ et al., 2011), (Andres-Lacueva et al.,
2008). Niektoré fenolové zliceniny moézu na testy DPPH a ORAC reagovat’ odlisne.
Taktiez pritomnost’ inych nefenolovych latok mozu ovplyviiovat vysledok analyzy
antioxidacnej aktivity (Hu et al.,, 2016). Z kakaovych produktov vykazuje najvysSiu
antioxida¢nu aktivitu tmava cokoldda, ked'Ze ma vysSi podiel suSiny atym aj viac

fenolovych latok (Bel'sék et al., 2009).

3.10 Alkaloidy

Alkaloidy su dusikaté zlaceniny, ktoré tvoria zasadité soli karboxylovych kyselin. Z
chemického hladiska alkaloidy predstavuju biele kryStalické latky, ktoré su rozpustné
v polarnych rozpustadlach. Alkaloidy spravidla obsahuju viazani heterocyklickt
zlt€eninu, podl'a ktorej sa rozdel'uji do Specifickych skupin. Vacsina alkaloidov obsahuje
dusik viazany do ich heterocyklickej zliceniny (Aniszewski, 2007). V stcasnosti pozname
okolo 10 000 alkaloidov. Alkaloidy tvoria sekundarne metabolity plnia v telach rastlin
ochranna funkciu odpudzuji, bylinoZravcov a lakajii opelovacov. Alkaloidy su najviac
zastipené vV semenach, listoch, korenoch a koére rastlin (Informaéni centrum bezpecnosti
potravin). Viacero alkaloidov je vysoko toxickych, s omamnymi ucinkami a horkou

chutou (Aniszewski, 2007).

3.10.1 Xantiny a ich metabolizmus

Xantiny patria do skupiny purinov, ktoré sa ucastnia na metabolickych pochodoch u
Cloveka. Xantiny a jeho derivaty su sucastou metabolizmu GMP, GDP a GTP a

nukleovych kyselin. Xantiny sa tieZ podiel’aji na katabolizme nukleotidov a nukleovych
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kyselin, kedze tvoria prekurzor kyseliny mocovej (Franco et al., 2013). Z derivatov

xantinu si odvodené alkaloidy ako kofein alebo theobromin (Spiller, 1998).

Obr. ¢. 6 Metabolizmus xantinov

hypoxanthine xanthine guanine
guanase
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Zdroj: http://watcut.uwaterloo.ca/webnotes/Metabolism/Nucleotides.html

3.10.2 Metylxantiny a ich obsah v kakau

Methylxantiny a kyseliny metyluronové patria medzi purinové alkaloidy.
Najznamejsi zastupcovia metylxantinov st kofein (1,3,7-trimetylxantin), theobromin (3,7-
dimetylxantin) a theofylin (1,3-dimetylxantin), ktoré sa prirodzene nachadzaji v ¢ajovych
listoch, yerba mate, kavovych zrnach, kakaovych boboch, bobuliach guarany (Ashihara et
al., 2011), (Sanchez, 2017). Metylxantiny posobia v l'udskom tele ako regulatory
intracelularnej hladiny vapnika, maju vplyv na inhibiciu fosfodiesterazy, na modulaciu
ucinkov GABA A receptoru a maju antagonisticky Gi¢inok na receptory adenozinu (Franco
et al.,, 2013). Metylxantiny s charakteristické svojimi psychostimulaénymi ucinkami.
Prijem nizkeho mnozstva metylxantinov nepredstavuje zdravotné riziko, ale moéze mat’
pozitivny zdravotny vplyv pre 'udi (Sanchez, 2017).

Kofein ma stimulacny U¢inok na nervovy, kardiovaskularny, respiraény ucinok
a stimuluje zaludo¢nt exkréciu. Odporacana davka pre bezni populaciu tvori 200 mg /
den. Za smrtel'nt1 davku kofeinu sa povazuje 10 gramov, ¢o je priblizne 100 Salok kavy (Lo

Coco et al., 2007).
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Theobromin atheofylin mé& medicinske uplatnenie ako vazodilatatory
a brochnodilatatory, uvolniuju hladké svalstvo a zlepsuju dychanie u astmatikov alebo pri
inych respiraénych ochoreni (Lo Coco et al., 2007). Theobromin ma mierny stimulacny
ucinok na centralny nervovy systém (Katz et al., 2011).

Kakao obsahuje metylxantinové latky, prevazne theobromin, ktorého obsah v kakau
¢ini priblizne 2 az 3 % aVv mensej miere kofein (0,2 % hmotnosti kakaa) (Katz et al.,
2011). Theofylin sa v kakau nachadza len v stopovych mnozZstvach (Shively et Tarka,
1984).

Na stanovenie alkaloidov v kakau sa pouziva HPLC sreverznou fazou a
s gradientovou / izokratickou elaciou (Risner, 2008), (Sanchez, 2017), (Lo Coco et al.,
2007), (Thomas et al., 2004). Mobilna fazu tvori najcastejsie MeOH s 0,3 % kyselinou
octovou avoda, pripadne MeOH a voda s 0,1 % kyselinou octovou Risner (2008),
(Sanchez, 2017), (Lo Coco et al., 2007). V odtu¢nenom kakaovom prasku Shively et Tarka
(1984) zistili obsah theobrominu 1,9 % celkovej hmotnosti kakaa a obsah kofeinu 0,21 %
celkovej hmotnosti kakaa. Risner (2008) vo svojej analyze kakaa stanovil obsah
theobrominu v koncentracii 26 000 mg / kg suSiny a obsah kofeinu v koncentracii 2 400
mg / kg. Podl'a Franco et al. (2013) je koncentracia theobrominu vo fermentovanych
vzorkach vzdy vyssia ako koncentracia kofeinu. Tento pomer theobrominu a kofeinu je
vSak vel'mi variabilny a pohybuje sa od 1,9 az 10,6 % relativnej smerodajnej odchylky. Na
obsah metylxantinov v kakau mé vplyv fermentac¢ny proces, typ odrody kakaovych bobov

a genotyp kakaovnika (Shively et Tarka, 1984), (Scapagnini et al., 2014).
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4 Materialy a metody prace

4.1 Materialy prace

4.1.1 Rastlinny material

Vzorky samojského kakaa (Theobroma cacao L.) (tab. ¢. 7) pochadzali od firmy
Faleolo, Samoa Trust Estates. Odroda samojskych vzoriek predstavovala odrodu Forastero.
Vsetky samojské vzorky boli zozbierané v priebehu juna az augusta 2016 a pochadzali
Z jedného stromu. Kakaové boby boli na mieste spracované roznymi spdsobmi. Zoznam a
popis kakaovych vzoriek pre stanovenie fenolovych latok je uvedeny v tab. ¢ 7, pre
stanovenie alkaloidov v tab. ¢. 8. Pre porovnavanie Samojského kakaa boli pouzité dva
vzorky kakaovych bobov - vzorky (7), (8) a jedna vzorka kakaovej hmoty (9). Vsetky tri
vzorky kakaa (Theobroma cacao L.) predstavuju odrodu Forastero, boli komer¢ne
spracované a pochadzali z Ekvadoru (tab. ¢. 7). Ekvadorské vzorky boli zakapené v
Gokoladovni Troubelice (Troubelice, Ceska republika). Vzorka (9) predstavuje kakaovu
hmotu, ktora vznikla mletim neprazenych surovych kakaovych bobov a pri jej spracovani

nedoslo k zvyseniu teploty nad 42 °C.

Tab. ¢. 7 Popis kakaovych vzoriek pre analyzu fenolovych latok

Cislo Typ spracovania Odroda Povod Navazky [mg]
A B C
(1) fermentované, nepraZené Forastero Samoa @ 440,8 1159 501,2
4 dni fermentované,
premyvané
1 deni suSené
(2) nefermentované, Forastero Samoa 501,1 103,3 501,1
neprazené
5 dni suSené
(3) cerstvé, neprazené Forastero Samoa 501,4 168,6 502,2
4) fermentované, prazené Forastero Samoa 500 2479 5015
4 dni fermentované,
premyvané

1 denl suSené
20 min prazené
5) nefermentované, prazené Forastero Samoa 501,1 4524 5014
5 dni susené
20 min prazené
(6) cerstvé, prazené Forastero Samoa 500,9 350,8 500,6

() fermentované, prazené Forastero  Ekvador 5015 135,7 2765
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(8)
(9)

fermentované, prazené

derstvé, neprazené
kakaova hmota
mletie do 42 °C

Zdroj: Vlastné spracovanie
A, B, C — technické opakovania

Forastero
Forastero

Tab. ¢. 8 Popis kakaovych vzoriek pre analyzu alkaloidov

Cislo

(1)
(2)
(3)
(4)
(5)
(6)
(7)
(8)
©)

Typ spracovania

fermentované, neprazené
nefermentované, neprazené
cerstve, neprazené
fermentované, prazené
nefermentované, prazené
Cerstve, prazené
fermentované, prazené
fermentované, prazené

cerstve, neprazené

Zdroj: Vlastné spracovanie
A, B, C — technické opakovania

4.1.2 Chemikalie a Standardy

Odroda

Forastero
Forastero
Forastero
Forastero
Forastero
Forastero
Forastero
Forastero
Forastero

Ekvador
Ekvador

Povod

Samoa
Samoa
Samoa
Samoa
Samoa
Samoa
Ekvador
Ekvador
Ekvador

500,4
465,2

331
186

501,4
465,9

Navazky [mg]

A
50,01

47,21
53,48
44,11
48,48
56,3

56,09
56,72
44,13

B
48,19

45,2
45,93
41,54
54,25
44,41
49,54
44,3

42,28

C
52

52,48
54,64
54,48
55,82
48,75
54,1

40,22
46,48

Z analytickych Standardov boli pouzité fenolové kyseliny: [protokatechuova,

kavova, chlorogénova, galova, ferulova, kumarova, syringova, vanilova, trans-skoricova,

anizova, horcicova, salicylova, 3-hydroxybenzoova a 4-hydroxybenzoova (99 %), 3,4,5-

trimetoxybenzoova] a flavonoidy [(-)epikatechin, (+)katechin, luteolin,

kaempferol,

epikatechin-galat, myricetin, kvercetin, rutin, naringenin, taxifolin a apigenin (95 %)].

Z vntitornych §tandardov boli pouzité [kofein *Cs, kyselina 5-fludrsalicylova a kyseliny

trans-skoricovej-p, 2,3,4,5,6-ds]. Vsetky standardy boli zakipené od Sigma Aldrich (Ceské

republika). Z rozpustadiel boli pouzité vysoko ¢isté rozpustadla Chromasolv ™

[acetonitril (ACN), n-hexan, metanol (MeOH), dietyléter], kyselina mravcia (FA,

analyticka Cistota).
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4.1.3 Pristroje a zariadenia

Pre pripravu, extrakciu a uchovavanie vzoriek boli pouzité nasledujice zariadenia:

SPE Vacuum Manifold (Millipore Sigma, USA)

Zdroj vakua pro SPE (KNF, Neuberger, USA)

Kolonky, Waters OASIS® (HLB, Cartridge, USA)

Laboratorne vahy, e=0,1; d=0,01, ViBRA (Shinko Denshi CO., Japonsko)
Konické centrifugacni zkumavky, 15 ml (ThermoFisher Scientific, USA)
pH metr s automatickou teplotni kompenzaci PH114 (Snail Instruments,
CR)

Ultrazvukovy kupel’, RA1680 (Tesla, CR)

Automaticka pipeta, 100 — 1000 ul (Eppendorf, Némecko)

Automaticka pipeta, 10 — 100 ul (Eppendorf, Némecko)

Dusikovy koncentrator vzorki, typ NDK 200-2 (Labicom, s.r.0, CR)
Mikroskamavky, 1,5 ml (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga, Rotanta 460 R, Hettich, Némecko

Vyhrievany koncentrator MiVac (Genevac, Ipswich, UK)

Vialky, 2 ml, Agilent Technologies

Pre analyzu fenolovych latok a alkalodov boli pouzité nasledujiice zariadenia:

Hmotnostny spektrometer UHR-QQ-TOF; Impact 1l (Daltonik GmbH,
Nemecko)

UHPLC, UltiMate 3000 (Thermo Scientific, Waltham, USA)
Chromatografickd kolona Kinetex P5, 100A, 1.7 um, 100 x 2.1mm
(Phenomenex, USA)

41.4 Software

4.2 Metody prace

4.2.1 Priprava vzoriek

Vsetkych 9 kakaovych vzoriek bolo vysuSenych a zbavenych celkového obsahu

tuku pomocou n-hexanu. Do vysuSenych kakaovych vzoriek (1 g) bolo pridanych 3 ml n-

hexanu. Vzorky boli extrahované pocas 1 minity na vortexe apocas 5 minlt

v ultrazvukovom kupeli. Nasledne boli vzorky centrifugované pri 15 000 otackach/min

pocas 10 minut pre lepSie oddelenie n-hexanovej vrstvy. Cely postup extrakcie bol
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zopakovany Styrikrat, ¢im sa ziskalo priblizne 12 ml extraktu s n-hexanom. Nésledne bol
n-hexan odpareny v prade dusika pouzitim vyhrievaného bloku pri teplote 40 °C, priCom
bol ziskany vytazok z kakaového masla. Zostatok n-hexanu z odtu¢neného kakaového
prasku bol odstraneny umiestnenim vzoriek do vyhrievaného koncentratora poc¢as 30 minut

a pri teplote 40 °C.

4.2.2 Optimalizacia metédy pre stanovenie fenolovych litok

Pre optimalizaciu metdody sme otestovali dve metddy extrakcie — L/L extrakcie
a SPE extrakciu. Mnozstvo 600 mg vzorky €. 7. (prazené a fermentované kakao, Ekvador)
bolo odvazenych na analytickej vahe. Vzorka (navazka 600,13 mg) bola nasledne
extrahovana v 6 ml 80 % MeOH. Vzorka bola extrahovana 2 minaty v ultrazvukovom
vodnom kupeli a I minttu na vortexe. Vzorky boli d’alej centrifugované po dobu 10 minut,
pri 15 000 otackach/min a teplote 37 °C. Alikvét bol oddeleny od pevného sedimentu a
prevedeny do falkonky. Cely postup bol zopakovany trikrat. Kone¢ny extrakt bol odpareny
na vakuovej rota¢nej odparke pri teplote 40 °C, pocas 5 hodin a pri 170 otackach/min.
Banka s vysusenim extraktom bola hydratovana v deionizovanej vody (laboratorna teplota)
0 mnozstve 7 ml aextrakt bol dokladne rozpusteny pomocou ultrazvuku. Extrakt bol
upraveny priblizne na pH 2,5 pridavkom malého mnozstva kyseliny mravéej. Ziadiica
hodnota pH sa vyhodnocovala pomocou farebnej zmeny na lakmusovom pH papieri.
Okysleni extrakt sme rozdelili do 6 skimaviek po 1 ml. 3 skiimavky po 1 ml boli
purifikované metodou L/L a 3 skimavky po 1 ml metodou SPE.

Pre metédu L/L bola pouzitd ako kvapalna faza dietyléter. Do kazdej skiamavky
sme napipetovali 2 ml dietyléteru. Vzorky boli potom extrahované podobnym spdsobom,
ako pri extrakcii v MeOH (2 min ultrazvuk, 1 min vortex). Vzorky boli centrifugované po
dobu 5 minuat pri 15 000 otackach/min a pri teplote 20 °C. Do prazdnych oznacenych
falkoniek sme odpipetovali supernatant zo vzoriek pomocou pascalovej pipety. Extrakény
postup bol opakovany trikrat za rovnakych podmienok. Pre rychlejSie suSenie sme do
extraktu pridali 1 g suSidla (siran sodny). Vzorky so supernatantom sme nechali odparit’ v
prude dusika pouzitim vyhrievaného bloku pri teplote 40 °C pocas 1 hodiny.

Pre metodu SPE boli pouzité kolonky SPE svymyvanim cez manifold. SPE
kolonky sa aktivovali s 5 ml MeOH a nasledne boli premyté 10 ml deionizovanej vody

(laboratorna teplota). Do SPE koloniek boli napipetované vzorky po 1 ml a tie boli susené
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pocas 20 minut. Elacia potom prebehla s pouzitim 3 ml MeOH. Extrakty s MeOH boli

odparené V prade dusika pouzitim vyhrievaného bloku pri teplote 40 °C pocas 1 hodiny.

4.2.3 Extrakcia vzoriek pre stanovenie fenolovych latok

Vsetky vzorky odtu¢neného kakaa (9 vzoriek po 3 technické opakovania A, B, C;
tab. €. 7) boli odvazené na analytickej vahe v mnozZstve 500 mg (navazky st uvedené v tab.
¢. 9.). Kazda vzorka bola osetrend pridanim 10 ul vnatorného Standardu (10 pg/ml kyseliny
5-fludrsalicylovej a kyseliny trans-Skoricovej-p, 2,3,4,5,6-ds). Vzorky boli nasledne
extrahované 20 ml 80 % MeOH. Pre lepsiu stabilitu fenolovych zlicenin voci oxidacii
v kakaovom prasku bolo pridanych 40 ng/ml BHT. VVzorky boli premiesané na orbitalne;j
trepacke pocas 24 hodin a centrifugované 10 minat pri 15 000 ota¢kach/min. Supernatant
bol odpareny na vakuovej rotacnej odparke pri 170 otackach/min a pri teplote vodného
kupel’a 40 °C. Vysuseny zbytok bol rozpusteny v 5 ml deionizovanej vody (laboratorna
teplota). Extrakt bol upraveny priblizne na pH 2,5 pridavkom 10 ul HCI. Vysledna hodnota
pH sa vyhodnocovala pomocou farebnej zmeny na lakmusovom pH papieri. Pre extrakciu
fenolovych latok bola pouzitd metdda extrakcie L/L s dietyléterom. Do kazdého extraktu
bolo pridanych 5 ml dietyléteru a extrakty boli mieSané pocas 1 minuty na orbitalnej
trepacke. Pre lepsSiu vytaznost’ fenolovych latok boli vzorky s dietyléterom centrifugované
5 minuat pri 15 000 otackach/min. Extrakény postup bol opakovany trikrat za rovnakych
podmienok. Ziskané extrakty (15 ml) boli odparené do sucha v prade dusika pouZzitim

vyhrievaného bloku pri teplote 40 ° C.

4.2.4 Analyza pre stanovenie fenolovych latok

Supernatant v mnozstve 5 pl bol zriedeny v 1 ml roztokom MeOH:voda v pomere
1:1. Vzorky boli neskor prevedené do sklenenej nadoby a podrobili sa analyze na pristroji
LC-MS. LC-MS pozostavala z ultra vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie (UHPLC)
(UltiMate 3000, Thermo Scientific, Waltham, USA) s ultra vysokym rozliSenim qq-
analyzatora doby letu S hmotnostnych spektrometrom (UHR-QQ-TOF; Impact Il, Bruker,
Billerica, USA). Teplota v chromatografickej kolone bola nastavena na 35 °C.
Gradientova elacia s prietokom mobilnej fazy 0,200 ml/min prebiehala s pouzitim
mobilnej fazy A (vody s pridavkom 0,1 % kyseliny mravcej) a mobilnej fazy B (MeOH

s pridavkom 0,1 % kyseliny mravcej) spésobom, uvedenym v tab. €. 9.
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Tab. ¢. 9 Priebeh gradientovej elucie

Cas analyzy Pomer faz
A:B
0 minut 95:5
3,6 minut 95:5
10 minut 0:100
15 minut 95:5
17 minut 95:5
20 minut 95:5

Zdroj: Vlastné spracovanie

4.2.5 Analyza pre stanovenie alkaloidov

Odtuénené kakaové vzorky v mnozstve 50 mg boli oSetrené 10 ul vnuatorného
standardu (1 mg/ml; kofein kofein $3Cs) a 990 pL horicej vody o teplote 90 °C. Vzorky
boli nésledne mieSané na orbitdlnej trepacke 1 minttu a odstredené na centrifuge pri
15000 otackach/min pocas 5 minut. Supernatant v mnozstve 4 pl bol zriedeny v 1 ml
roztokom MeOH:voda v pomere 1:1. Vzorky boli neskor prevedené do sklenenej nadoby a
podrobili sa analyze na pristroji LC-MS. LC-MS pozostavala z ultra vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie (UHPLC) (UltiMate 3000, Thermo Fisher, Waltham, USA) s
ultra vysokym rozlisenim qqg-analyzatora doby letu s hmotnostnych spektrometrom (UHR-
QQg-TOF; Impact 1l, Bruker Daltonic, Bremen, Nemecko). Na identifikaciu purinovych
alkaloidov bola pouzitad koléna Acclaim ™ s hrabkou 20 C18. Gradientova ellcia sa
uskuto¢nila pouzitim mobilnej fazy A (voda) a mobilnej fazy B (Acetonitril s pridavkom

0,1 % kyseliny mravcej) nasledujucim spdésobom: 0 mintt 90 : 10 (A:B).

4.2.6 Statistické vyhodnotenie

Vzorky boli pripravené troma nezavislymi extrakciami. Pre analyzu vzoriek sme
pouzili softvér:

= Chromeleon Xpress, Chromeleon 6.80. SR15, ThermoFisher Scientific,
USA
= Compass DataAnalysis 4.3 (Bruker Daltonik GmbH, Nemecko)

= OtofControl 4.0 (Bruker Daltonik GmbH, Nemecko)
= HyStar 3.2 (Bruker Daltonik GmbH, Némecko)
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= Metabolite Detect 2.0 SR4 (Bruker Daltonik GmbH, Nemecko)

Pre Statistické vyhodnotenie vysledkov sme pouzili klastrova analyzu, ktora bola
vypracovana v programe Statistica 12.1 (StatSoft, USA). Pouzili sme Wardovu metoda s
euklidovskymi vzdialenost'ami ako zhlukovaci algoritmus. Testom ANOVA sme testovali
Statisticki vyznamnost’ vzoriek pomocou programu Statistica 12.1 (StatSoft, USA). Pre
uréenie odliSnosti medzi vzorkami sme vybrali Tukey-ho HSD test. Rozdelenie normality
sme testovali pomocou Kolmogorov-Smirnovovho a Lilieforsovho testu. Test rozdelenia
normality nepriniesol najlepsSie vysledky, av§ak mézeme konsStatovat, Ze normalita dat sa
da pre tento stibor predpokladat’. Pre vyhodnotenie vysledkov bola pouzita tieZ metdda
viacerozmernej analyzy, konkrétne i§lo o analyzu hlavnych komponent (PCA) v programe

programu Statistica 12.1 (StatSoft, USA).
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5 Vysledky

5.1 Vysledok analyzy fenolovych latok

Vystupy analyzy fenolovych latok, ktoré boli analyzované LC-MS Q-TOF s
vysokym rozlisenim sme vyhodnocovali v programe Compass Data Analysis 4.3. Statistické
vysledky sme vypracovali v programe Statistica. Vysledné priemerné mnozstva fenolovych
latok s priemernou smerodajnou odchylkou st uvedené v tab. ¢. 10 v jednotkach [g/kg]

odtu¢nenej kakaovej susiny. Chyba merania ¢inila 3,60 %.

Tab. ¢. 10 Priemerny obsah fenolov a fenolovych kyselin v kakau

1) ) 3) (4) (%) (6) () (8) 9)
[a/kg] ferm. nefer. cers. ferm.  neferm  Cers. praz. nepr. nepr.
nepr. nepr. nepr praz. praz. praz. ferm. ferm. cer.
Epikatechin 57,182 48,232 4543 422,73 767,02 59,32 573,59 488,64 214,89
+ + abcd d ab cd + bed abc
22,07 37,35 + + + + 276,78 + +
19,37 99,02 244,08 27,81 195,93 137,25
(+)Katechin 85,342 63,292 66,262 36,5428 49592 18328 32,138 34,222 44522
+ + + + + + + + +
27,32 3758 2317 1146 20,03 1,02 1191 16,39 34,14
Kys. 51,31 51,28 3487 27,05 23,11 12542 40,88 28,41 72,49°
Protokatech ab ab ab ab ab 4 ab ab +
uova + + + + + 0,25 + + 50,26
5,99 5,60 11,05 4,52 5,15 5,20 2,93
Kvercetin 2852 1257 16,39 4,05%* 1681 0,08% 1543 11,71 43,35P
ab ab ab + ab + ab ab +
+ + + 1,09 + 0,03 + + 44,53
2,85 3,58 2,91 5,64 4,31 2,74
Luteolin 3392 3,782 1522 0,75% 0,372 3563 7380 4612
+ + + - + tr. + + +
3,14 2,14 0,41 0,10 0,04 0,31 0,73 2,54
Taxifolin 1,752 29,88 1,062 3,652 4192 1862 4382
tr. + + + + tr. + + +
2,14 17,42 0,70 1,35 2,73 0,29 5,77
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[9/ka]

Naringenin

Myricetin

Keamferol
Apigenin

Epikatechin
-galat
Rutin

3-
hydroxyben
zoova kys.

4-
hydroxyben
oova kys.

3,4,5-

trimetoxybe
nzoova kys.
Kys. kavova

Kys.
syringova

Kys.
vanilova

Kys.
ferulova

(1)
ferm.
nepr.

tr.

0,88 2
0,08
tr.
tr.
n.d.
n.d.
8,214
2,91

132,35
a
32,69

tr.
0,112
0,02
13,62 2
0,66
2,643

0,64

7,95 ab

1,15

(2)
nefer.
nepr.

tr.

0,76
0,01
tr.
tr.
n.d.
n.d.
8,902
0,72

156,40
ab

40,40

tr.
1,032
1,36
9,492
0,47
7,123

5,25
10,90
ab

1,31

(3)
cers.
nepr

tr.

1,02°
0,16
tr.
tr.
n.d.
n.d.
11,402
1,36

216,50
b
49,72

tr.
2,862
0,81
8,262
1,52
4,102

1,23

11,70

4,01

4
ferm.
praz.

tr.

0,77 2
0,09
tr.
tr.
n.d.

n.d.

tr.

14,64 2

3,17

tr.

tr.

1,76 2

0,69

tr.

tr.
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(5)
neferm
praz.

tr.

0,76
0,05
tr.
tr.
n.d.

n.d.

tr.

7,612

1,69

tr.
0,65
0,29
2,112
0,62
0,932

0,61

tr.

(6)
cers.
praz.

tr.

n.d.

tr.
tr.
n.d.

n.d.

tr.

11,042

0,93

tr.

tr.

1912
0,81
6,83 P

1,46

tr.

()
praz.
ferm.
1,972
1,56
0,722
0,12
tr.
tr.

n.d.

n.d.
tr.

14,672

1,35

tr.
0,462
0,76
1,052
0,48
0,462

0,20

tr.

(8)
nepr.
ferm.
0,622
0,22
0,712
0,02
tr.
tr.

n.d.

n.d.

tr.

17,592

5,95

tr.

tr.

1,524
0,34
4,713

0,79

tr.

9)
nepr.
Cer.
2,022
1,80
0,832
0,05
tr.
tr.

n.d.

n.d.

tr.

22,362

10,44

tr.

tr.

5,102

6,00

tr.

1,622

0,45



[o/kg]

Kys. trans-
Skoricova

Kys.
salicylova
Kys.
sinapova
Kys.
kumarova
Kys.
anizova
Kys.

chlorgénova
Kys. galova

Zdroj: Vlastné spracovanie

V spodnom ¢isle je vyjadrena smerodajna odchylka.

(1)
ferm.
nepr.

tr.

tr.
tr.
tr.
tr.
n.d.

n.d.

2
nefer.
nepr.

tr.

tr.
tr.
tr.
tr.
n.d.

n.d.

3)
cers.
nepr

n.d.

tr.
tr.
tr.
tr.
n.d.

n.d.

(4)

ferm.
praz.

n.d.

tr.

tr.

tr.

tr.

n.d.

n.d.

(5)
neferm
praz.

tr.

tr.

tr.

tr.
n.d.
n.d.

n.d.

(6)

cers.
praz.

n.d.

tr.

tr.

tr.

n.d.

n.d.

n.d.

()

praz.
ferm.

n.d.

tr.

tr.

tr.

n.d.

n.d.

n.d.

(8)

nepr.
ferm.

1,81

1,13
tr.

tr.

tr.
n.d.
n.d.

n.d.

Uvedena skratka tr. znamena stopové mnozstvo latky, ktora je pritomna a detekovana, ale

nekvantifikovatel'na. Skratka n.d. predstavuje latku, ktora nebola detekovana ( pod hranicou

detekcie tj. odozva niz$ia nez 3x vysky Sumu)

Indexom st vyjadrené signifikantné rozdiely medzi vzorkami v ramci kazdej sledovanej latky na

hladine vyznamnosti o. = 5 % (ANOVA).

9)
nepr.
cer.

n.d.

tr.

tr.

tr.
n.d.
n.d.

n.d.

Z fenolovych latok sa nam podarilo stanovit’ (-)epikatechin, (+)katechin, kvercetin,

luteolin, taxifolin, naringenin, myricetin. Najvys$si obsah (-)epikatechinu sme namerali vo

vzorke (5) nefermentované, prazené kakao. Dalej vysoké mmnozstva (-)epikatechinu

obsahovali vzorky (7) a (8), ktoré presli fermentaciou. Obsah (-)epikatechinu v prazenych

samojskych vzorkach bol vyssi, nez v neprazenych vzorkach.

(+)Katechin bol najviac zastupeny vo vzorke (1) fermentované, neprazené. Vysoké

obsahy (+)katechinu boli typické pre vsetky neprazené Samojské vzorky (1) fermentované,

neprazené, (2) nefermentované, neprazené, (3) cerstvé, neprazené. Vynimku tvorilo

ekvadorské kakao, kde najniz§i obsah (+)katechinu bol prave vo fermentovanom

a prazenom kakau (7). (4) fermentované, prazené kakao fermentované, prazené a (8)
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obsahovalo nizSie mnozstvo (+)katechinu a vysSie mnozstvo protokatechuovej Kkyseliny
nez ich nefermentovana prazena varianta (5).

Najvyssie hodnoty kvercetinu sme zaznamenali u vzorky (9) neprazené a Cerstve,
za nim nasledovala vzorka (1) fermentované, neprazené kakao. Vyrazné vysSi obsah
luteolinu sme zaznamenali vo vzorke (8) neprazené, fermentované kakao. Prazené
Samojské vzorky (4) fermentované, prazené, (5) nefermentované, prazené, (6) Cerstvé,
prazené naopak obsahovali niz§ie mnozstva luteolinu nez neprazené Samojské vzorky (1)
fermentované, neprazené; (2) nefermentované, neprazené; (3) Cerstvé, neprazené. Slaby
vysledok priniesla vzorka (6) Cerstvé, prazené kakao, kde boli mnozstva luteolinu
a taxifolinu pod hranicou kvantifikacie. Podobne, vyrazné rozdiely vykazoval obsah
taxifolinu vo vzorke (3) Cerstvé, neprazené kakao, ktora obsahovala 8 nasobne vysSie
mnozstvo taxifolinu nez prazena verzia (5) nefermentované, prazené. Z fenolovych kyselin
sa nam podarilo namerat Vv malych mnozstvach Kkyselinu 3-hydroxybenzoova, 4-
hydroxybenoovt, 3,4,5-trimetoxybenzoovi, kavovu, syringovu, vanilovu, ferulovu, trans-
Skoricovu. Kyselina kdvovli sme dokéazali namerat’ vo vSetkych neprazenych vzorkéach
kakaa. Kyselina ferulova a 3-hydroxybenzoova kyselina bola zistena len u neprazenych
Samojskych vzorkach. Kyselina syringova bola namerana vo vsetkych vzorkach, ale vyssie
obsahy vykazovali neprazené samojské vzorky a kakaova hmota z Cerstvych Ekvadorskych
bobov (9). To isté bolo v pripade 4-hydroxybenzoovej kyseliny, ktora bola extrémne
zvySena (28 nasobne) v pripade vzorky (3) cerstvé, neprazené nez vo vzorke (5)
nefermentované, prazené kakao.

V diagrame komponentného skore v ststave PC 1 aPC 2 modzeme vidiet
protichodnu separaciu vzoriek do dvoch velkych skupin. Samojské vzorky (4b), (4c)
fermentované, prazené kakao (5c), (5a) a nefermentované, praZzené kakao boli vyznamné
v ramci komponenty PC 2. Vysledok z diagramu komponentného skore takmer kopiruje
dendogram klastrovej analyzy, ktord rozdelila kakaové vzorky do dvoch zhlukov. V
najpocetnejSom zhluku st najviac zastapené ekvadorské a samojské prazené vzorky.
V ramci tohto zhluku sa vytvoril eSte mensi zhluk, zloZeny len z technickych opakovani
Cerstvé, prazenej vzorky (6). Druhy, vzdialenej$i zhluk, ktory je vyznaleny Cervenou
farbou zahriuje vzorky s va¢$im rozptylom, t. j. viac odlisné. Ide prevazne o neprazené
varianty, ktoré koreluju s distribuciou fenolovych kyselin (obr. ¢. 10). Ekvadorskéd vzorka

(9a) vykazuje najvacsou odlisnost’ v ramci Cerveného zhluku. Prave tato ekvadorska
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cerstva vzorka mala vyrazne nizky obsah (-)epikatechinu oproti ekvadorskym prazenym

a fermentovanym vzorkam.

Obr. ¢. 8 Diagram komponentného skore vybrannych premennych PC 1 a PC 2

PC2:18.77 %
KR
%
&

sl ¥

-10 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6
PC 1:40.91 %

Zdroj: Vlastné spracovanie

Zapocitanim alkaloidov do PCA analyzy sme dosiahli vyvaZenejs$i vysledok,
obzvlast’ pre vzorky vo vzdialejSom zhluku (obr. €. 9). V tomto pripade Samojskej vzorky
(3a), (3b), (3¢c) Cerstvé a neprazené kakao a Ekvadorska vzorka (9b) neprazené, Cerstvé
kakao sa preukdzali byt vyznamné.

Z grafu komponentného skore vybranych premennych PC 1 a PC 2 (obr. ¢. 10)
mdzeme vidiet' vyznamny vplyv luteolinu na rozmiestnenie vzoriek medzi jednotlivymi
fenolovymi latkami. Podobne vyznamny vplyv vykazuje aj kyselina syringova v rdmci
komponenty PC 2. Fenolové kyseliny 4-OH, 3-OH, ferulova a kévova vytvorili osobitni

skupinu na grafe komponentného skore.

59



Obr. ¢. 9 Diagram komponentného skore vybrannych premennych PC 1 a PC 2 so zapocitanim

alkaloidov
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