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1. UVOD

Cokolada je jedna z nejznaméjsich a nejoblibengjsich laskomin na svété. Mezi
zékladni slozky Cokolady patii kakaové maslo, které se svym sloZzenim fadi mezi tuky.
Diky vysokému podilu tukti neni cokolada zpravidla vnimana jako zdrava potravina.

Dtlezitou slozkou tuki jsou mastné kyseliny, které se podle typu vyrazné lisi svymi
ucinky na zdravi. Nasledujici bakalarska prace je zaméfena na obsah mastnych kyselin

v n¢kolika béznych druzich cokolad.

Kakaové maslo ma své specifické slozeni a fyzikalné - chemické vlastnosti, které se
uplatituji pfi vyrobé kvalitnich Cokoldd. Na vyrobu mén¢ kvalitnich produkti jsou
pouzivany nadhrazky kakaového masla. Cilem prace je zjistit zastoupeni jednotlivych
mastnych kyselin ve zkoumanych vzorcich a pokusit se urcit, zda bylo na vyrobu pouzito
skutecného kakaového masla nebo pouze jeho ndhrad. Souvisejicim cilem je ze
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mastnych kyselin.



2. TEORETICKA CAST

W

2.1 Cokolada

Cokolada, péstovana pievazné v zapadni Africe, ma za sebou dlouhodoby vyvoj
ttemi tisici lety. V té dob¢ byly velice cenéné, nejen ze se vyuzivaly jako platidlo, ale také
mély mnozstvi symbolik a pouzivaly se pii riiznych ritualech. Postupné se z kakaovych
bobli zaCind zpracovavat Cokolada. Na pocatku prevladaly kakaové napoje, které byly
typické spiSe u bohatsi vrstvy obyvatelstva a Slechty. Ptiblizn¢ v 17. stoleti se oteviraji
prvni obchody s horkou ¢okoladou, které si rychle ziskaly na oblibé a v 18. stoleti uz jsou
tyto ¢okoladovny velmi rozsifené.>3

Kakaové boby jsou vrascité plody, tykvovitého az okurkovitého tvaru, které obsahuji
okolo dvaceti, az sedmdesati semen a rostou na tropické rostliné zvané Theobroma cacao
(Kakaovnik pravy). Pravé nazev ,theobroma®“ vypovida o postaveni kakaa a ¢okolady

Vv nasi kultufe, doslova totiz znamena ,,potrava bohi, 2

Z hlediska svétového trhu rozliSujeme tii zakladni skupiny kakaovniku — Criollo,
Forastero a Trinitario.’! Semena, pouzivajici se k vyrob& téch nejkvalitngjsich cokolad,
poskytuji pravé varianty Criollo.”¥! Kakaovniky druhu Forastero poskytujici semena trpké
az nakysla a zahrnuji 90 % celosvétové produkce. Tteti zminéna varianta Trinitario se

objevuje az v posledni dob¢ a je kifzencem kakaovnikii typu Criollo a Forastero.™

2.1.1 Technologie vyroby

Po utrhnuti kakaovych bobti z kakaovniku je tfeba provést jejich fermentaci, tim se
odstrani ochranna vrstva a bob je pfipraven ke zpracovani. Pocate¢ni fazi celého procesu
vyroby cokolady je tfidéni a cCiSténi zfermentovanych kakaovych bobti, tento proces
probihd v Cisticich strojich na vibra¢nich sitech, kde se odstrafiuji nevyhovujici kakaové
boby a pomoci ventilatoru se odstrafiuje prach a dalsi necistoty.

Nasleduje piedprazeni kakaovych bobl v kontinudlnim prazi¢i a nasledné prazeni
kakaové drti. Pi1 té€chto procesech dochazi k chemickym a fyzikdlnim pochodim,
spojenym se zmé&nami barvy, ving a chuti kakaovych bobt. Pfi prazeni dochazi k suSeni

a tedy ke snizeni mnozstvi vody V bobech, neprazené boby obsahuji 6 az 8 % vody a po
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uprazeni je to asi 2 az 3 % vody, pficemz obsah vody okolo 2 % v uprazenych bobech je
povazovan za optimalni. Proces suseni velmi napomahd v celkovém zpracovavani bobt —
jsou kiehci, 1épe se drti a snaze se zbavuji slupek.

Dalsim krokem vyroby je mleti a nasledny vznik kakaové hmoty. Kakaova drt,
zbavena slupek, se mele a zahiivanim vznikd polotekutd hmota. Tato hmota, kterd jiz
zacina vonét jako Cokolada, se lisuje, dochazi tak k vydé¢leni kakaového masla a zbytek
tvofi jakysi kakaovy kolac.

Nyni se proces mtize ubirat dvéma sméry — do kakaové hmoty se pfidava kakaové
maslo a vznika tak kvalitni ¢okoladda nebo se kakaovy kola¢ rozemele na prasek, pridavaji
se k nému rostlinné tuky a dalsi ptisady a vznika tak velice nekvalitni a levna ¢okolada.

Déale se ptfidavaji ostatni suroviny, které tvoii cokoladu, jako naptiklad cukr,
vanilka, emulgatory (lecitin) nebo mléko. Radnym michanim surovin vzniké hladka hmota.
Nyni se dostdvame k procesu konSovani, ktery vyrazné ovlivituje chut’ vysledného
vyrobku. Vznikla hmota se dava do stroje, ktery ji hnéte a zjemiuje az po dobu tfi dnd pii
teploté 60 -75 °C (teplota je specificka pro kazdého vyrobce), vysledkem tohoto procesu je
zlepSeni konzistence hmoty a odstranéni kyselosti.

Temperovani ¢okolady je podstatnym krokem a nésleduje po procesu konSovani.
Pti procesu temperovani dochdzi ke snizeni teploty pfiblizné na 40 °C, aby doslo ke
spravné krystalizaci kakaového masla. Z vyrobni linky nyni vytékad rozehtatd cokoléada,

Ktera se lije do forem, a po zchlazeni v chladicim tunelu se ¢okolada vyklopi a zabali.#5]

2.1.2 Kilasifikace

SloZky, jeZ by méla obsahovat prava hotka ¢okolada, jsou kakaové maslo, kakaova
hmota a cukr. Podle jednotnych pravidel EU by mél byt obsah celkové kakaové suSiny
minimalné 32 % a obsah tukuprosté kakaové suSiny minimalné 14 %. Za kvalitni vyrobek
se povazuje cokolada s obsahem nejméné 50 % kakaovych pfisad.w

Asi nejrozsifenéjsi variantou je cokolada mlécna, ktera by méla obsahovat kakaovou
hmotu, kakaové maslo, cukr a kondenzované nebo susené mléko. Celkové kakaové suSiny
musi obsahovat minimalné 25 % a nejméné 2,5 % tukuprosté kakaové susiny. Mlécna

Cokolada muze byt povazovana za kvalitni, pokud obsahuje alespoii 3,5 % mlééného tuku

a minimaln& 14 % mlééné susiny.”
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Obecné za ,,neCokoladu® se povazuje ¢okolada bila. Jedna se o ztuhlou pastu z tuku,
cukru a mlééné suSiny, obsahujici minimalné¢ 20 % kakaového masla (bez pevnych
kakaovych ptisad), se stejnymi procentudlnimi hodnotami mlécného tuku a mlé¢né suSiny

jako ¢okolada mléena. M

Dal$im druhem je cokoldda s dodatky, ktera kromé samotné Cokolddy obsahuje také
kousky néceho dalsiho (susené ovoce, ofisky, zelé, apod.). Tyto slozky v§ak mohou zabirat

nejvyse 40 % celkové hmotnosti V}'Irobku.[4]

Nahrazkovou ¢okoladou neboli ¢okoladovou pochoutkou je produkt, ktery neobsahuje
kakaové maslo a kakaovy prasek se zde vyskytuje pouze v malém mnozstvi (1 -10 %), dale
obsahuje rostlinny tuk, cukr, suSené nebo kondenzované mléko, lecitin, ethylvanilin

’ r , v , 1
a nesmi se prodavat pod nazvem ,,cokolada“.!

2.1.3 Kakaové maslo

Z hlediska tuki ma v ¢okolddé vyznam hlavné kakaové maslo, diky svému
triacylglycerolovému sloZeni se vyznacuje vynikajicimi vlastnostmi. I kdyz se podle
puvodu kakaového masla muze liSit procentudlni zastoupeni jednotlivych acylglyceroli,
existuje urcitd pravidelnost v jeho struktuie. Pro kakaové maéslo je charakteristické, Ze
poloha dva v triacylglycerolu je vétSinou obsazena nenasycenymi mastnymi kyselinami

a Vv poloze prvni a tieti se nachazeji nasycené mastné kyseliny.
1 CHQ‘“S nebo P
? (L H—O nebo L
3 (IJHQ—S nebo P

S je kyselina stearova,
P je kyselina palmitova,
O je kyselina olejova,
L je kyselina linolova.

Obr. 1: Slozeni triacylglycerolu kakaového mdsla

Pravé kyseliny stearova, palmitova, olejova a linolova tvofi ptiblizné 97 % vsech
kyselin v kakaovém masle.’)

2.1.3.1  Fyzikalné — chemické vlastnosti kakaového masla

Vlastnosti kakaového masla souvisi s pivodem kakaovych bobl. Kakaové maslo

nema ostry bod tani a pfechod do kapalného stavu je zavisly na podminkach, kdy doslo
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k jeho tuhnuti, nicméné se udava bod tani mezi 20 az 33 °C. Dale je charakterizovan bod
tuhnuti 30 az 32 °C, bod jihnuti 33 az 35 °C a bod vyjasnéni 32 az 36 °C.P

Polymorfické vlastnosti kakaového masla jsou dany rGznymi moznostmi stoCeni
apodélného uskupeni fetézci mastnych kyselin. Existuje Sest krystalickych forem
kakaového masla, které se nejcastéji oznacuji feckymi pismeny. Bod tani klesa s klesajici
stabilitou jednotlivych forem. Pfi procesu temperace Cokolddovych hmot se postupné
snizuje teplota a méni se tak 1 vlastnosti kakaového masla. Spravné vedena temperace, tedy
nukleace a krystalizace kakaového masla v ¢okoladové hmoté, zaru¢i vznik hladkého
a lesklého povrchu vzniklé cokolady.!
Nejmén¢ stabilni je y modifikace, kterd pomérné rychle prechazi v a modifikaci.

Stabilni formou kakaového masla je B modifikace, kterd je dilezitd pfi procesu vyjmuti

gokolady z nadobky, jelikoz pii zchlazeni dochazi u B modifikace k nejvétsi kontrakei.!

2.1.3.2 Nahrazky kakaového masla

Témér tricet let se spekulovalo o tom, zda pti vyrobé ¢okolady mohou byt pouzity
nahrazky kakaového masla. Nakonec byl v bfeznu roku 2000 Evropskou unii povolen
pridavek rostlinnych tukt do ¢okolad ve vysi 5 %. 14

Obecné mizeme ndhrady kakaového masla rozdélit do dvou hlavnich skupin. Prvni
skupinou jsou tuky, které se svymi fyzikdlné¢ - chemickymi vlastnostmi velmi blizi
kakaovému maslu, jsou oznacovany jako CBE (cocoa butter equivalents), popiipadé CBI
(cocoa butter improvers). Pti tuhnuti poskytuji stejné krystalické struktury jako kakaové
maslo diky podobnému sloZeni triacylglycerolli a mastnych kyselin a mohou se tak
s kakaovym maslem misit neomezené. Tyto rostlinné nahrady se vyrabi frakcionaci tuki
z tropickych plodin, jako jsou ofechy Shea, Illipe nebo z nékterych frakei palmového

oleje.m V tabulce 1 je uvedeno zastoupeni vybranych druhii mastnych kyselin v masle shea

a illipé.
mastna kyselina shea illipé
laurova 0,4 0,2
myristova 0,3 0,3
palmitova 4-8 23
linolova 4-8 14
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olejova 45 - 50 34

stearova 36-41 23

Tab. 1: Zastoupenti jednotlivych mastnych kyselin rostlinnych mdsel (%).1"]

Druhou skupinou jsou tuky oznacované jako CBR (cocoa butter replacers) a CBS
(cocoa butter substitutes). Tyto skupiny tukd se lisi svymi fyzikdlné — chemickymi
vlastnostmi od vlastnosti kakaového masla, pii jejich vzdjemném miseni ztraci kakaové
maslo své polymorfni vlastnosti, jsou s nim tedy misitelné ¢astecné az nemisitelné. Maji
také jiné chemické sloZeni, rozdilna UV spektra, odlisné body tani a tuhnuti a krystalizacni
vlastnosti, coz je tieba brat v potaz pfi technologii vyroby produktli s pouZzitim téchto
nahrad. CBR a CBS se pouZzivaji pfedevS§im do cokolddovych polev, které se vyrabéji
z prumyslového kakaového prasku, ktery obsahuje 10 az 12 % kakaového masla, coz je
hodnota, kdy jesté¢ nedochazi k technologickym potizim pii vyrobé a kdy se dané¢ nahrady
bez problémil misi s kakaovym méslem.!

CBR se vyrdbi hydrogenaci, transesterifikaci a frakcionaci riznych typt olejd,
napiiklad sdjového, palmového, bavinikového nebo fepkového. Zastoupeni vybranych
mastnych kyselin téchto druhti oleji je uvedeno v tabulce 2. Produkty vyrobené s pouzitim

téchto ndhrad maji dobry lesk i lom, ale diky pomalejSimu tadni vyvolavaji voskovou chut’

V ustech.
mastna kyselina sojovy palmovy bavlnikovy fepkovy
laurova 0-0,1 0-04 0-0,2 0,1
myristova 0-0.2 05-2 06-1 0,2
palmitova 8-13,3 40 — 47 21,4 -26,4 15-6
linolova 49,8 - 57,1 6,5-12 46,7 — 58,2 11-23
olejova 17,7-25,1 36 —44 14,7 - 21,7 8- 60
Stearova 24-54 35-6 2,1-3,3 05-31

Tab. 2: Zastoupeni jednotlivich mastnych kyselin rostlinnych olejii (%).1°]

CBS se vyrabi hydrogenaci a frakcionaci kokosového nebo palmojadrového oleje

ana rozdil od CBR kyselinu laurovou obsahuji ve vysokém mnozstvi. Vyhodou uziti

nahrad tohoto typu, je velmi dobréa technologie pfi vyrobé tukd.l! Zastoupeni vybranych

mastnych kyselin olejii pouzivanych k vyrobé nahrad skupin CBS je uvedeno v tabulce 3.
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mastna kyselina kokosovy palmojadrovy
laurova 43 -51 41 - 55
myristova 16 -21 14 -18
palmitova 75-10 6,5-10
linolova 1-25 1-35
olejova 54-8,1 12 - 19
stearova 2-4 1,3-3

Tab. 3: Zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin rostlinnych olejii (%).""

2.1.4 Posuzovani kvality

Mimo posuzovani kvality ¢okoldd z pohledu obsahu jednotlivych tukd nebo
technologického postupu pii vyrobé¢, existuji na svété i specialisté v oboru degustace.
V cokoladé dokazi rozpoznat nejzajimavéjsi tony, které by si laik s ¢okoladou asi nespojil.
Dobra ¢okolada obsahuje naptiklad chut’ hub, riznych bobuli, 1ékofice nebo chut’ kize.
V kvalitni ¢okoladé by mélo ptevladat nékolik rGznych tont chuti, které se rozvijeji
postupné, nekteré trvaji kratce a jiné pretrvavaji i dlouho po ochutnani, mél by byt
rozpoznan zacatek, stfed a konec chuti.

Pfi degustaci neboli ochutndvani cokoladdy, je nutno zapojit vSech pét smysli.
Nejprve je tieba zapojit zrak, podivat se na hodnoceny kousek ¢okolady a zhodnotit jeho
konzistenci. Hladky a leskly povrch dokazuje, Ze ¢okolada byla spravné temperovana.
Barvu ¢okolady ovlivituje mnoho faktorti, jako je obsah mléka, doba praZeni nebo typ
kakaovych bob. !

Zadruhé je tfeba pouzit hmat, zjistit, zdali je Gokolada mékka nebo tvrdd. Cim
jemng¢j$i budou ¢astice cokolady, tim lepsi bude mit Cokoldda aroma.

Zatteti je tfeba ¢okoladu zlomit, poslechnout si, jak se lame a vyuzit tak sluchu.
Pokud se zlomila snadno a uhledné, znamena to, ze pomér mezi maslem a kakaem je
spravny. Diky obsahu suSeného mléka se mlécna cokolada lame hife nez hotka ¢okolada.

Dalsim krokem je k cokolad¢ pticichnout, jelikoz az devadesat procent chuti tvori
viné. Viné dobrého kakaa v ¢okoladé by méla pfipominat rtizné piirodni produkty, jako

napiiklad ovoce, dfevo, kvétiny nebo koteni.
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Posledni fazi degustace je Cokolddu ochutnat, vlozit pouze maly kousek do ust

a nechat rozvinout v§echny chute.?!

2.1.5 Cokolada a zdravi

S nadsazkou muzeme fict, ze ¢okolada roste na stromé, obsahuje tedy mnoho zdravi
prospésnych latek, podobné¢ jako ovoce nebo zelenina. Pro urceni antioxidacniho
potencialu dané potraviny existuje hodnota ORAC (oxygen radical absorbance capacity),
kterda nam udéava schopnost odstrafiovat volné radikély. Na zaklad¢ této hodnoty mtizeme

cokoladu ftadit do stejné skupiny zdravych potravin, jakymi jsou napiiklad brokolice,

borlivky nebo jahody.[lo]

potravina hodnota ORAC [uM TE/g]

Cista kakaova hmota 26 000

bobule acai 18 000

hotka ¢okolada 13120

suSené Svestky 5770

bortuvky 2 400

jahody 1540

brokolice 890

Tab. 4: Potraviny se silnymi antioxidacnimi vicinky.

Cokolada obsahuje spousty latek piiznivé pusobicich na na§ organismus. Mezi
nejcastéji zminované patii anandamid, ktery se také nazyva jako ,,vnitini Stésti“, dale
kofein, ktery stimuluje centralni nervovy systém (100 g hoiké ¢okolady obsahuje ptiblizné
55 mg kofeinu), kanabinoidy, o kterych se predpoklada, ze v mozku stimuluji tvorbu
ptirozenych latek proti bolesti, endorfiny, které se do téla vylucuji také behem cviceni,
navozuji ptijemné pocity a tlumi fyzickou bolest, fenylethylamin, nazyvany ,,cokoladovy
amfetamin®, ktery zvySuje pocity bdélosti a vzruSeni, dale serotonin (100 g Cokolady
obsahuje 3 mg), zlepSujici mysleni a pamét’ a navozujici pocity $tésti, teobromin, ktery se
svymi ucinky podoba kofeinu (100 g hotké cokolddy obsahuje piiblizné¢ 1600 mg
teobrominu), anebo tryptofan, esencidlni aminokyselina, ktera se svymi ucinky podoba

serotoninu.*
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Cokolada je také bohatym zdrojem flavonoidii - Siroké skupiny latek rostlinného
pivodu s antioxida¢nimi efekty.'? Predevsim diky obsahu flavonoidii pisobi Sokolada
pfiznivé na naSe zdravi - pomaha snizovat riziko vzniku srde¢nich chorob, cukrovky, také
snizuje krevni tlak, mnozstvi §patného LDL cholesterolu v krvi a zachovava stalou hladinu
dobrého HDL cholesterolu, dokonce ptedchazi vzniku nékterych druhii nddorovych

onemocnéni. !

2.1.51 Francouzsky paradox

Francouzi trpi az o 40 % niz§im vyskytem kardiovaskularnich chorob nez obyvatelé
jinych zemi a to 1 piesto, Ze konzumuji velmi tucnd jidla, piji hodné vina a pfili§ nehledi na
pravidelnou fyzickou aktivitu. Maly pocet srdecnich problémi se pfipisuje prave
pravidelné konzumaci vina. A to diky vyskytu polyfenoli a flavonoidi. Nicméné je
dalezité podotknout, ze tyto pozitivni vlivy na zdravi pfinasi konzumace kvalitniho vina.
Z mnohych védeckych vyzkumu vyplyva, ze predev§im vina Cerveného - diky vyssimu
vyskytu antioxidanti. 14

O francouzském paradoxu muzeme hovofit i v souvislosti s éokoladou. Nejen, ze
obsahuje stejné zdravi prospésné latky, jaké nachizime ve ving, ale také je obecné
povazovana za nezdravou pochoutku. Ale stejné jako u vina, kladné efekty na zdravi

pFinasi konzumace vybraného druhu dokolady — kvalitni hoiké cokolady. %
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22 Lipidy

Studium lipida je velice rozsahlé odvétvi. Obecné si pod pojem lipidy mizeme
zaradit tuky a oleje, které jsou nejcastéji definovany jako estery vysSich mastnych kyselin
a glycerolu. Za zakladatele chemie tukl je povazovan francouzsky chemik E. Chevreul,
ktery také izoloval nejvyznamnéjsi mastné kyseliny.[15]

0 oo
et E,l f/\v;\v’ﬁ'\v’) :"af m\fﬁ"‘v/ }\\./j
0
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Obr. 2: Struktura esteru vyssich mastnych kyselin a glycerolu[s]

2.2.1 Rozdéleni lipida

Hlavnim kritériem pro zatazeni latek do skupiny lipidd, je jejich hydrofobnost, ne
chemické slozeni, proto nepiedstavuji lipidy jednotné definovanou skupinu. Dle
chemického slozeni bychom mohli lipidy rozdélit na homolipidy, heterolipidy a komplexni
lipidy. Slouc¢eniny mastnych kyselin a alkoholl jsou povazovany za homolipidy a dale se
déli dle struktury vazaného alkoholu. Lipidy, které maji navic kromé mastnych kyselin
a alkoholu jesté¢ dalsi slouceniny, vazané kovalentné, nazyvame heterolipidy. Skupiny
homolipidl i heterolipidd, které maji nekteré slozky vazany i jinou neZ kovalentni vazbou,
nazyvame komplexni lipidy.[8]

V potravinaiském pramyslu se bézné nepouziva oznaceni lipidy, ale rozeznavaji se
tuky, oleje, mastné kyseliny, vosky a lecitin, protoze praveé tyto slozky maji primyslovy
V}'Iznam.[ls]

V praxi se setkavame také s doprovodnymi latkami lipidd, chemickou strukturu
maji odliSnou a ne vzdy obsahuji vdzané mastné kyseliny, ale obvykle se fadi mezi lipidy.
Patii sem mimo jiné lipofilni vitaminy (tj. vitaminy rozpustné v tucich — A, D, E, K),

kterymi se zabyvala navazujici studie.l'”
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2.2.2 Mastné kyseliny

Nejdilezitéjsi slozku lipidd piredstavuji mastné kyseliny, které jsou takeé
nejvyznamnéjsi z hlediska vyzivy. Z pohledu stupné nasyceni rozliSujeme mastné kyseliny
nasycené¢ a nenasycené. U nenasycenych mastnych kyselin navic ur€ujeme prostorovou
konfiguraci, zda se jedna o cis- nebo trans-izomery.!*"!

Mastné kyseliny dale charakterizuje pocet atomu uhliku v molekule, mluvime
0 mastnych kyselinach s kratkym, stfednim nebo dlouhym fetézcem. RozliSujeme také
mastné kyseliny rozvétvené nebo mastné kyseliny s OH skupinami.

Mastné kyseliny jsou v literatufe ¢asto zkracené oznacovany jako MK, popiipad¢ je

uzito zkratky FA z anglického vyrazu fatty acids. Existuje i zkraceny zapis MK podle
vzorce CN:M, kdy CN charakterizuje pocet uhliki a M udava pocet dvojnych vazeb.['®]

2.2.2.1 Zastoupeni tukii a mastnych Kkyselin ve vyzivé

Tuky patii k vyznamnym slozkam potravin a ve vyzivé ¢lovéka hraji daleZitou roli.
Predstavuji jedny ze zékladnich zivin (jakymi jsou i bilkoviny a sacharidy), potfebnych pro
spravny vyvoj organismu. Zajist'uji vydatny zdroj energie — 1 g tuku poskytuje pfiblizn¢ 38
kJ, cozZ je az dvojnasobek toho, co té€lu dodavaji bilkoviny nebo sacharidy.[lg]

Zakladni sloZkou vSech bunék v organismu jsou tuky, zajiStuji jeho tepelnou
a mechanickou ochranu. Diky tukiim dokdzeme vstfebavat vitaminy (A, D, E, K) ze stravy,
dale jsou pottebné pii srazeni krve, ovliviiuji nervové tkan€ a podileji se na tvorbé

hormont.

Tuky by mély zajiStovat 28-30 % celkového energetického denniho pfijmu ¢lovéka
a jejich konzumace by se méla pohybovat mezi 60 — 100 g denné v zavislosti na pohlavi,

véku a fyzické aktivits. 202!

Z hlediska vyzivy je nejpodstatnéjsi, jaké typy mastnych kyselin dané tuky obsahuji
- nasycené, nenasycené s jednou nebo vice dvojnymi vazbami v cis konfiguraci (kyseliny

typu n-3 a n-6) a trans-nenasycené mastné kyseliny.[17’20]

Ackoliv se ndzory na jednotlivé typy tuka (dle zastoupeni mastnych kyselin)
mnohdy 1i8i, nejCastéjSim postojem je, Ze nejvice zdravi Skodlivé jsou tzv. trans tuky, tedy

tuky obsahujici nenasycené mastné kyseliny v trans konfiguraci. Zjednodusen¢ feceno
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mezi méné Skodlivé, pak patii nasycené mastné kyseliny, ale je tfeba brat ztetel na fakt, Ze
ruzné typy nasycenych mastnych kyselin se v lidském organismu chovaji rizn¢ v zavislosti
na poctu uhlikd v molekule. Nejvice zadouci jsou naopak nenasycené mastné kyseliny
v cis konfiguraci. Zejména pak skupina tukli typu omega-3 a omega-6, které¢ jsou téz

nazyvany esencialnimi mastnymi kyselinami.m'zz]

2.2.2.2 Nasycené mastné kyseliny

Nasycené MK je skupina mastnych kyselin, které neobsahuji zadnou dvojnou
vazbu. Tato skupina MK je oznacovana zkratkou SFA (saturated fatty acid).

Mezi hlavni zastupce skupiny SFA patii kyselina maselna, kapronova, kaprylova,
kaprinova, laurova, myristova, palmitova a stearova. Vétsi piisun nasycenych mastnych
kyselin je obecné povazovan za nezdravy. Zvysuji riziko srde¢nich chorob, nemoci cév
anddorovych onemocnéni, protoze dochédzi ke zvySenému uklddani tuku a tvorbé
cholesterolu v téle. Vyjimkou mutze byt kyselina stearova (viz obr. 3), ktera se v téle

preméiuje na kyselinu olejovou.®”!

O

/\/\/\NW\/\)J\DH

Obr. 3: Strukturni vzorec kyseliny stearové
2.2.2.3 Nenasycené mastné Kyseliny

Nenasycené mastné kyseliny jsou podstatné rozsahlou skupinou, u které je dtlezita
nejen délka fetézce, pocet dvojnych vazeb, ale predevsim prostorova konﬁgurace.[8’17]

Nenasycené MK mohou obsahovat jednu dvojnou vazbu, kdy se jedna
0 mononenasycené MK, v literatufe Casto pouzivana zkratka MUFA (monounsaturated
fatty acids). Mezi vyznamné zastupce skupiny MUFA patii kyselina olejova (viz obr. 4)
a kyselina palmitolejova. Dale rozliSujeme polyenové MK, které obsahuji vice dvojnych
vazeb a jsou oznacovany jako PUFA (polyunsaturated fatty acids). Do PUFA skupiny

fadime kyseliny typu n-3 a n-6 (dle polohy dvojné vazby), které jsou velmi vyznamnou
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skupinou z pohledu vyzivy. Hovofili jsme 0 nenasycenych MK v cis konfiguraci, ktera je

obvyklejsi.

HD)J\/\/\N:WW

Obr. 4: Strukturni vzorec kyseliny olejové

Skupina nenasycenych MK, které maji jednu nebo vice dvojnych vazeb v trans
konfiguraci se zkracené nazyva jako TFA (trans fatty acid) nebo také trans-izomery
mastnych kyselin. Jednd se o nezdravou formu nenasycenych mastnych kyselin, které se

nckterymi vlastnostmi podobaji nasycenym mastnym kyseliném.[zo]

Lidské télo si dokaze nasycené a nenasycené¢ monoenové mastné kyseliny vyrobit
samo, polyenové mastné kyseliny, zejména pak kyselina linolenova ze skupiny n-3
a kyselina linolova ze skupiny n-6, jsou oznacovany jako esencialni a musi byt pfijimany
ve stravé.l?
Doporuceny pomér mezi nasycenymi MK, monoenovymi MK a polyenovymi MK

je 3:5:2.[
2.2.2.4Zdroje tukii ve stravé

V jednotlivych potravindich mame tuky Zzivo¢iSného a rostlinného piivodu, ale
vzhledem k tomu, Ze tuky pfitomné ve stravé obsahuji rozsahlej$i spektrum mastnych
kyselin, nelze jednoznacné tvrdit, ze tuk nasyceny je Zivoc¢iSnym tukem a tuk nenasyceny
rostlinnym tukem.™*"!

Nasycené¢ mastné kyseliny se vyskytujyi predev§im v zivociSnych potravinach,
jakymi jsou naptiklad maslo (az 80 %), tucné maso a uzeniny (20 - 60 %) nebo mléko
a mlécné vyrobky. Ale také se nasycené tuky vyskytuji v potravinach rostlinného ptavodu —
palmovy, palmojadrovy a kokosovy olej.

Nenasycené mastné kyseliny se zase vyskytuji pfedevsim v rostlinnych produktech,
ale také v rybach. Mononenasycené mastné kyseliny mizeme najit zejména v fepkovém
a olivovém oleji nebo také v ofeSich a avokaddu. Mezi zdroje polynenasycenych mastnych

kyselin patii vétSina rostlinnych oleju a predev§im pak rybi tuk a ryby.[24]
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Trans mastné kyseliny vznikaji pfevazné prumyslovou vyrobou — procesem
hydrogenace, kterym se ptredchazi zluknuti tuki, jednéd se o ztuzené rostlinné tuky. Tyto

tuky se také vyskytuji ptirozen¢ a to v tuku a mléce perV}'Ikavcﬁ.[ﬂ’zo]

2.2.3 Analyza mastnych kyselin

V oblasti analyzy potravin a biochemie patii stanoveni mastnych kyselin
K rozsifenym technikdm. Jednou z nejpouzivanéjSich metod analyzy mastnych kyselin je
V dnesni dobé metoda plynové chromatografie (GC). Dalsi pouzivanou a moderni metodou
je vysokoucinna kapalinovd chromatografie (HPLC), kterd se mimo analyzy uplatiiuje
| V preparativni separaci mastnych kyselin. Pro pre-separaci mastnych kyselin se uziva
metoda chromatografie na tenké vrstvé (TLC). Navic kombinaci téchto metod mizeme
zjistit i strukturni vlastnosti lipidi.[*!
K analyze mastnych kyselin je tfeba uziti derivatl, kterych existuje velké mnoZzstvi.
uzivaji pro zjisténi profilu mastnych kyselin. Mastné kyseliny se tedy musi pred vlastnim

stanovenim prevést na t¢kavé methylestery (FAME). [26]

Principem metody je reakce, pii které dochazi ke zmydelnéni glyceridi a nasledné
esterifikaci volnych mastnych kyselin v alkalickém prostfedi methanolem. Methylestery
mastnych kyselin se pak po extrakci do vhodné zvoleného rozpoustédla stanovi plynovou

chromatografii.”*"!

2.2.3.1  Plynova chromatografie

Jedna se o chromatografickou metodu, ktera ma obrovsky vyznam v mnoha oblastech
védy. Principem této fyzikalng-chemické metody je déleni plynli a par na zakladé rozdéleni
slozky mezi dvé nestejnorodé faze — stacionarni (nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou).
Mobilni fazi je pravé plyn. Pomoci plynové chromatografie se separuji nejen plyny, ale
I veskeré dalsi latky, které se mohou nachazet v plynné fazi, tedy vSechny tékavé latky bez

ohledu na to, zdali jsou za normalni teploty pevnymi latkami nebo kapalinami.[zg]

vvvvvv

k vyhodnoceni analyzy a vytvofeni chromatogramu — odezvy detektoru v zavislosti na

case. Detektorli, pouzivanych v GC, mame nckolik druhl. K nejvyuzivangjSim patii

22



pfedevsim tepelné vodivostni detektor (TCD), plamenové — ionizacni detektor (FID), ktery
..... [29,30]

2.2.3.2 Hmotnostni spektrometrie ve spojeni s plynovou chromatografii

Hmotnostni spektrometrie (MS) patii stejné¢ jako plynovd chromatografie mezi
fyzikdlné¢ — chemické metody, je zaloZena na separaci iontl v magnetickém nebo
elektrickém poli a s vyuzitim hmotnostniho spektra latek umoziluje jejich identifikaci.
K analyze lipidl se vyuziva MS s pfimym nastiikem.?”]

Spojeni MS s plynovou chromatografii (GC/MS) umoziiuje identifikaci slozitych
smési, vyrazné zlepSeni selektivity a jedna se o relativné rychlou metodu.

Ve spojeni GC/MS zastava hmotnostni spektrometr funkci detektoru, kde na
zakladé generace iontd dochazi k jejich separaci podle poméru hmotnosti ku naboji

(m/z).BH

2.2.3.3 McLaffertyho ion

Pii analyze mastnych kyselin na GC/MS dochazi k tzv. McLaffertyho pfesmyku,
kdy z methylesteru dané kyseliny vznikd pomérné stabilni castice s molekulovou
hmotnosti rovnou 74 m/z. Jednd se o McLaffertyho iont, ktery obsahuji spektra vSech

methylesterti, diky ¢emuz jsme schopni mastnou kyselinu identifikovat.*
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3. CILE PRACE

Mezi hlavni a dil¢i cile této bakalatské prace patii:
e Zavedeni metody pro stanoveni pomérného zastoupeni mastnych kyselin
Vv ¢okolade
o Piiprava vzorkid pro GC/MS
o Posouzeni vyuzitelnosti mastnych kyselin pro hodnoceni kvality
¢okolad

o Urceni zdravi nejprospésnéjsi cokolady ze zkoumanych vzorki
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzité chemikalie

e Standard methylesteru kyseliny olejové - C19H360-
FLUKA, Buchs, Svycarsko
e Heptan, p.a. — C;Hss
LACHEMA, o.p. Brno, zavod Neratovice
e Hexan, p.a. — CgHys
LACHEMA, o.p. Brno, zavod Neratovice
e Methanol, p.a. - CH30OH
PENTA, Praha 6
e Chloroform, p.a. - CHCI;
LACHEMA, o.p. Brno, zavod Neratovice
e Toluen, p.a. - CsHg
LACHEMA, o.p. Brno, zavod Neratovice
e Hydroxid draselny, p.a. - 0,2 M methanolicky roztok
e Kyselina octova, p.a - CH;COOH (99%)

e Destilovana voda

4.2  Pouzité pristroje a pomicky

e Analytické vahy Mettler Toledo, NewClassic MS2058S, Svycarsko

e Ultrazvukova lazen, Merci, CR

e Centrifuga Eppendorf 5702

e Plynovy chromatograf Agilent 7890A, Agilent Technologies, USA

e Hmotnostni spektrometr Agilent 5975C, Agilent Technologies, USA

e Kfemennd kapilarni kolona HP-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)

e Nosny plyn (mobilni faze): Helium (Cistoty: He 5.5), dodavatel SIAD, Bergamo,
Italie

e Bé&zné laboratorni nadobi
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4.3 Puvod vzorku

Pro analyzu byly pouzity ¢okolddové vyrobky z oblasti Olomouckého kraje a kraje
Vyso¢ina. Vzorky byly zakoupeny v bézné obchodni siti, kde byly vybrany nahodné,
nejednd se tedy o kompletni soubor dostupnych ¢okoladovych produktii.

Nasledujici seznam uvadi zkoumané produkty, dle nazvu a vyrobce:

1.81 % exkluzivni hotké ¢okolada Arriba superieur, J. D. Gross Némecko
2.75 % extra horka ¢okolada Trinidad, J. D. Gross Némecko

3.74 % hotrka ¢okolada deluxe, Bellarom Némecko

4.70 % jakostni hotka ¢okolada s malinami 6 % Ecuador, J. D. Gross Némecko
5.70 % jemna hotka ¢okolada, Alnatura Némecko

6.56 % extra hotka ¢okolada Venezuela, J. D. Gross Némecko

7.Hoik4 ¢okolada s celymi mandlemi Orion, Nestlé CR

8.Cokolada na vateni Figaro, Kraft Foods CR

9.Cokolada Animal Kingdom pro déti, Kra§ Chorvatsko

10. Ofigkova Eokolada Milka, Kraft Foods CR

11. Bila ¢okolada, Albert Quality Némecko

12. Kakaova pochoutka s karamelem, Sweet Rumunsko

13. Mlécéna kakaova pochoutka, ZWC Millano Polsko

14. Nusco chocolate, Brinkers Food Holandsko

44  Priprava vzorki

Z riznych mist u kazdého vyrobku byla odebrana cast, ktera byla zvazena na
analytickych vahach - dvakrat po 1 g. Takto pfipravené vzorky byly vlozeny do plastovych
centrifugacnich zkumavek. Do jedné z nich bylo pfidano 20 pl standardniho roztoku
a- okoferolu a a-tokoferol acetitu pro kvantitativni stanoveni vitaminu E v ramci
navazujici studie.l*®

Vzorky byly protfepavany s 5 ml heptanu po dobu 10 minut pfi teploté piiblizné 45 °C,
nejprve ruéné a poté pomoci ultrazvukové lazn€. DoSlo tak k vyextrahovani tukd.
Zkumavky byly vloZeny do centrifugy, kdy za 10 min pii 4400 rpm doslo k oddéleni pevné

a kapalné faze. Kapalna faze, pfelita do Ccist¢é zkumavky, byla reextrahovéana
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3 ml methanolu a pevny podil 5 ml methanolu. Methanolické faze byly spojeny a vyuzity
k analyze vitaminu E Vv navazujici studii.*®! Z precisténé heptanové faze bylo odebrano
100 pul do sklenénych vidlek a pfes noc se nechal tento podil odpafit. Druhy den bylo
pfidano 1 ml smési toluen - methanol (1:1), 1 ml methanolického hydroxidu draselného
asmés byla inkubovana 15 min pfi 37 °C. Poté byla smés neutralizovana 200 pl 1M
kyseliny octové, bylo pfidano 2,6 ml hexanu, 0,4 ml chloroformu, 3 ml destilované vody a
smés byla protfepavana 5 minut. Ze smési byla odebrana horni (hexanova) faze, ktera byla

posléze analyzovana plynovou chromatografii ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem

(GC/MS).
45 Meéreni

Vsechna méteni byla provadéna na plynovém chromatografu Agilent 7890A, za pouziti
hmotnostniho spektrometru Agilent 5975C jako detektoru. Vzorek byl davkovan po 1 pl
pomoci pulzniho davkovani bez dé€lice toku (140 kPa, 24 s) a teplota nastiiku byla 280°C.
Helium s pritokem 0,9 ml/min bylo pouzito jako nosny plyn. Separace byla provedena na
kapilarni kolon¢ HP-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) S teplotnim programem 50°C — 2
min — 10°C/min — 300°C — 15 min. Hmotnostni spektrometr vyuZzival pozitivni ionizaci
elektronem (70eV) a hmotnostni spektra byla snimana v rozsahu 29- 520 m/z. Procentické

zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin bylo zjiSténo metodou vnitini normalizace.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

Jednim z hlavnich cilii experimentalni ¢asti této prace bylo zavedeni metody pro
stanoveni pomérného zastoupeni mastnych kyselin v ¢okoladé, kdy byla pouzita metoda
GC/MS s pracovni technikou vnitini normalizace.

Pro urceni mastnych kyselin na GC/MS bylo vyuzito McLaffertyho iontu 74 m/z.
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Obr. 5: Hmotnostni spektrum kyseliny stearové s dobre patrnym McLaffertyho iontem 74
m/z

Stanoveni mastnych  kyselin bylo provedeno integraci jednotlivych
pik chromatogramu v softwaru MSD ChemStation E.01.00 (Agilent, USA). Byly
stanoveny mastné kyseliny s délkou fetézce C8 az C26. Pomoci standardu methylesteru
kyseliny olejové bylo urceno, o jaké mastné kyseliny se nejpravdépodobné;ji jednd. Seznam
veskerych stanovenych kyselin je uveden v pfiloze 1. Ukazka chromatogramu vzorku ¢.1
(81 % exkluzivni hotka ¢okolada Arriba superieur, J. D. Gross Némecko) s dobie patrnymi

piky majoritnich kyselin je na obrazku 6.
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Obr. 6: Chromatogram pro vzorek ¢.1 - kyselina palmitova (16:0), olejova (18:1) a
stearova (18:0)

5.1. Metoda vnitini normalizace

Samotnou pracovni technikou, na které byl experiment zalozen, byla metoda vnitini

normalizace, ktera spociva v méfeni ploch jednotlivych pikd A; (i = 1,2,...j), vydéleni

téchto ploch celkovou plochou a nasledném stanoveni procentového slozeni smési.BU
‘;L.
= = . Ot
X| L._Il'_,ii__:- lID'D [ .-I:I]
5.2. Vyuzitelnost vzorki v navazujici studii

Dil¢im cilem préace byla ptiprava vzorkti pro GC/MS tak, aby za pouziti vhodného
extrakéniho systému doSlo k rozdéleni izolovanych latek na dvé frakce podle polarity
pievazujicich sloZek. Heptanova faze, obsahujici prevazné€ nepolarni slouCeniny (lipidy),
byla vyuzita pro stanoveni mastnych kyselin. Methanolicka frakce, obsahujici polarné;jsi
slouceniny, byla vyuzita pfi stanoveni vitaminu E, které by bez odstranéni nadbyte¢nych

lipidi bylo obtizné.'

5.3  Statistické vyhodnoceni namérenych dat

Pro naméfend data bylo v ramci statistického vyhodnoceni pouzito nasledujicich
statistickych parametrli: aritmeticky pramér, smérodatna odchylka a relativni smérodatna

odchylka.
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5.3.1 Aritmeticky prumér

Znaceni aritmetického prameéru je obvykle vodorovny pruh nad danou proménnou,
uvadi se ve stejnych jednotkach, v jakych je vyjadiena méfend veliCina. Je definovan

vztahem:!

[

1 1
T=—(g+x, + . +x,)= —Z X,
" 2 n . i

i=1
5.3.2 Smérodatna odchylka

Smérodatna odchylka udava rozptyleni jednotlivych hodnot x; kolem aritmetického
praméru a je charakterizovéna jako mira presnosti série paralelnich vysledkl, uvadi se ve

stejnych jednotkach, v jakych je vyjadrena velicina x a je definovéna vztahem:!

S:

\
5.3.3 Relativni smérodatna odchylka (RSD)

Relativni smérodatnda odchylka udava procentuédlni rozptyleni od aritmetického

priméru a je definovana vztahem:*!

s, = — - 100 [%]

=1 ta

5.3.4 Opakovatelnost

Opakovatelnost vyjadiuje tésnost souhlasu mezi vysledky nezavislych meéfeni
stejného analytu provedenych stejnou metodou, stejnym experimentatorem, na stejném
pfistroji, na stejném misté, za stejnych podminek v kratkém Casovém intervalu.¥

Pro posouzeni opakovatelnosti méfeni bylo provedeno pét paralelnich stanoveni
téhoz vzorku a bylo ur¢eno primémé zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin,
smérodatnd odchylka a relativni smérodatna odchylka naméfenych hodnot. Ziskané

hodnoty jsou pro vybrané makro- a mikrokomponenty shrnuty v tabulce 2.
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m&feni kyselina [%]
palmitova linolova olejova stearova

1. 25,7 0,09 34,83 35,03
2. 25,37 0,1 35,43 34,56
3. 25,23 0,09 35,31 34,85
4, 25,78 0,1 34,68 34,97
5. 25,63 0,08 34,90 34,96
pramér 25,54 0,09 35,03 34,87
S‘;‘g;ﬁgfga 0,23 0,01 0,32 0,19
RSD 0,91 9,09 0,92 0,54

Tab. 5: Opakovatelnost vzorku ¢.3 (74 % horka cokolada deluxe, 100 g, Bellarom

Neémecko).

Z tabulky je patrné, Ze relativni smérodatna odchylka v ptipadé minoritnich komponent

nepiesahla hodnotu 10 %, u majoritnich slozek se chyba méfeni pohybuje okolo 1 %.

Zastoupeni mastnych kyselin u vSech ostatnich vzorkl jsou uvedena jako aritmeticky

pramér ze dvou méteni.

5.4  Interpretace vysledki

Analyza mastnych kyselin v cokolddach ve srovnani s mastnymi kyselinami,

obsazenymi v kakaovém masle, byla dalsim dil¢im cilem této prace. Vétsinovy podil MK

kakaového masla piedstavuje kyselina palmitova, linolova, olejova a stearova. Zastoupeni

téchto mastnych kyselin ve zkoumanych vzorcich je uvedeno v tabulce 3.

n oznaceni

kyselina [%]

palmitova linolova olejova stearova
1. 81% 27,85 0,012 35,60 34,09
2. 75% 29,12 0,023 34,84 34,04
3. 74% 25,70 0,090 34,83 35,03
4 70% s malinami 29,34 0,026 35,34 33,71
5. 70% 30,24 0,068 33,18 33,07
6. 56% 26,83 1,116 35,82 34,11
7. hotka 26,20 0,010 36,75 33,41
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8. na vaieni 27,75 1,514 33,34 32,72

9. détska 26,71 0,018 34,66 31,88

10. offtkové 26,19 0,102 38,85 29,81

11, bilé 27,32 0,039 34,27 31,03

12. kakaova 14,28 0,041 9,087 12,49
pochoutka 1

13. kakaova 17,27 0,128 79,23 0,293
pochoutka 2

14, nutela 12,59 0,013 75,93 7,220

Tab. 6. Zastoupeni mastnych kyselin z pohledu kakaového mdasla v jednotlivych

cokoladach.

Toto porovnani by mohlo byt urcujicim kritériem pro posouzeni kvality
jednotlivych druhd ¢okolad. Hlavni komponentou kvalitni ¢okolady je kakaové maslo,
které na zdklad& slozeni mlizeme povazovat za zdroj pfedev§im nasycenych mastnych
kyselin, na rozdil od jinych rostlinnych tukt, které obsahuji hlavné nenasycené mastné
kyseliny. Pievazujici mastné kyseliny by mély byt v kakaovém masle v pfiblizném
procentudlnim zastoupeni: 30 - 36 % kyselina stearova, 33 - 36 % kyselina olejova, 23 - 30
% kyselina palmitova, 1 az 4 % kyselina linolova.®¥! Z tabulky vyplyva, ze vzorky €. 1 az
11 se pomérem téchto kyselin 1i$i jen mirn€, zasadni odliSnost ov§em nachdzime u vzorku
¢.12, 13 a 14, kdy se jedna o dvé nahrazkové Cokoladdy a ¢okoladovou pomazanku. Pti
vyrobé téchto produktd bylo pravdépodobné pouzito jinych rostlinnych tukii, nez
kakaového masla — nahrad skupin CBR nebo CBS.

Jednim z ukazatelli pouzitého tuku pii vyrobé ¢okolady je vyskyt kyseliny laurové.

Zastoupeni dané kyseliny ve zkoumanych vzorcich je uvedeno v tabulce 4.

n oznaceni kyselina laurova [%]
1. 81% 0,003
2. 75% 0,010
3. 74% 0,013
4 70% s malinami 0,004
5. 70% 0,018
6. 56% 0,010
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7. horka 0,234
8. na vateni 0,395
9. détska 0,510
10. ofiskova 0,405
11. bila 1,162
12' poﬁl;auotg 1 39,60
N poﬁl;auotﬁz 2 0,125
14, nutela 0,074

Tab. 7: Mnozstvi kyseliny laurové ve zkoumanych cokoladovych vyrobcich.

Nejlépe prokazatelnd ndhrada je u vzorku €. 12 (Kakaova pochoutka s karamelem,
Sweet Rumunsko), kde byla analyzovéana kyselina laurova ve velmi vysokém mnozstvi —
39,60 %. Ve srovnani s ostatnimi vzorky, kdy se obsah kyseliny laurové primérné

pohyboval okolo 0,23 %, je to markantni rozdil.

Z uvedenych hodnot muzeme dospét K nazoru, ze ve vzorku ¢.1 az 6 bylo
pravdépodobné na vyrobu pouZzito kakaového masla, které by sice kyselinu laurovou
nemelo obsahovat viibec, ale mnozstvi této kyseliny je zde jen v minimalnim mnozstvi,
které muze byt zapti¢inéno moznosti vyskytu stop ofecht (jak uvadi vyrobce na obalu),
které mohou kyselinu laurovou obsahovat (viz tab. 5). Ostatni vzorky byly vyrobeny za
pouziti jinych ndhrad kakaového masla.

Uréeni druhu pouzitého tuku souvisi také s vlivem ¢okolady na zdravi. Z hlediska
nasycenych mastnych kyselin, je kyselina stearova, ptevazujici v kakaovém masle, zdravi
mnohem ménég $kodliva nez kyselina laurova ¢i myristova, které prevazuji u nahrazkovych
tukd. Pro moznost srovnani a jako zdroj zdravi velice prospé$nych mastnych kyselin byla

dopliikové analyzovana seminka a ofisky (viz tab. 5)

kyselina [%]
vzorek — ; . — . . ; .
palmitova linolova olejova stearova laurova myristova
viasky 8,152 0,436 88,21 2427 0,009 0,006
ofech
Inéné 9,732 0,039 75,66 10,99 0,148 0,156
seminko
liskovy 8,630 1,971 83,78 4,621 0,024 0,146
ofech

Tab. 8: Doplnujici analyza mastnych kyselin.
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Z tabulky vyplyvd, Ze seminka a ofiSky jsou dobrym zdrojem nenasycené mastné
kyseliny olejové, kterd zde zabira majoritni podil. Naopak podil zdravotné rizikovych

kyselin — myristové a laurové je zde minoritni.

n oznaceni kyselina myristova [%]
1. 81% 0,003
2. 75% 0,004
3. 74% 0,162
4 70% s malinami 0,003
5. 70% 0,199
6. 56% 0,004
7. hotka 0,427
8. na vareni 0,116
9. détska 2,195
10. ofiskova 1,635
11. bila 2,560
- polzﬁ)aft‘lg 1 20,03
5 polza;]l:)aftig 2 0,369
14. nutela 0,273

Tab. 9: Mnozstvi kyseliny myristové ve zkoumanych cokolddovych vyrobcich.

Z tabulky 6 vyplyva, Ze obsah kyseliny myristové 20,03 % ve vzorku ¢. 12 je
mnohem vyssi nez obsahu této kyseliny v ostatnich vzorcich. Chromatogram pro vzorek
¢. 12 je uveden na obrazku 7. Za relativné vysoky miZeme povazovat podil kyseliny

myristové také u vzorku €. 9, 10 a 11.
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Obr. 7: Chromatogram pro vzorek ¢.12 (Kakaova pochoutka s karamelem, Sweet
Rumunsko) s nejlépe patrnymi piky kyseliny laurové (12:0), myristové (14.0), palmitové
(16:0), olejoveé (18:1) a stearové (18:0)
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6. ZAVER

Byla provedena analyza mastnych kyselin ve ¢trnacti druzich cokolad, vcetné
dopliyjici analyzy mastnych kyselin ve tfech druzich ofech. Na zaklad¢ zjisténych
vysledkti miizeme konstatovat, ze hlavni cil prace, za ktery jsme si urili zavedeni metody
pro stanoveni pomérného zastoupeni mastnych kyselin v ¢okoladé, jsme splnili. Zvolenou
metodou byla plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem s pracovni technikou
vnitini normalizace, kterd je povazovana za idedlni pro ¢leny homologické fady s malymi
rozdily hodnot bodii varu, navic se jedna se o rychlou a jednoduchou metodu.

Dil¢i cil ptipravy vzorka pro GC/MS tak, aby bylo vzorkl vyuZzito v navazujici
studii byl taktéz splnén. Jako vhodné rozpoustédlo byl pro tyto ucely zvolen heptan,
protoze dobfe rozpousti lipidy a je omezené misitelny s methanolem, takze dovoluje
oddélit tuky a nizkomolekularni poldrngjsi latky, které byly stanovovany v navazujici
studii.

Byl zjistén majoritni podil kyseliny palmitové, olejové a stearové v jedenacti vzorcich
ze vsech zkoumanych cokolad, vyjimkou byla Kakaova pochoutka s karamelem, vyrobce
Sweet Rumunsko (oznaceni jako kakaova pochoutka 1), Mlé€na kakaova pochoutka,
vyrobce ZWC Millano Polsko (oznaceni jako kakaova pochoutka 2) a Nusco chocolate,
vyrobce Brinkers Food Holandsko (oznaceni jako nutela). Kakaova pochoutka 1 byla
patrné vyrobena za pouziti nahrad ze skupiny CBS diky vysokému podilu kyseliny
laurové. Tato ¢okolada je povazovana za nejméné kvalitni ze vSech zkoumanych vzorki.
Kakaova pochoutka 2 a nutela jsou z pohledu jakosti hodnoceny jako nekvalitni. Byly
vyrobeny za pouziti nékteré ze skupin nahrad kakaového masla vzhledem k nevyvazenému
poméru jednotlivych mastnych kyselin. Timto zhodnocenim doSlo k naplnéni dil¢iho cile
posouzeni vyuZitelnosti mastnych kyselin pro hodnoceni kvality ¢okolad.

Za zdravi nejprospesnéjsi cokoladu byla zvolena 81 % exkluzivni hotka cokolada
Arriba superieur, vyrobce J. D. Gross Némecko (oznacena jako 81 %), ktera obsahovala

4

splnén posledni stanoveny dil¢i cil préace.
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7. SUMMARY

Chocolate is one of the most favorite sweets in the world. Many people like to treat
themselves by this divinely good piece of candy. In fact chocolate is derived from a
tree whose name means food of the gods.

The main goal of this work was to analyze chocolate by GC/MS method and
determine fatty acids by internal standardization as technique of working. It has been
identified 26 kinds of fatty acids. Palmitic acid (16:0), stearic acid (18:0), oleic acid
(18:1) and linoleic acid (18:2) were evaluated in terms of assess the quality of the
product.

Lauric acid (12:0) and myristic acid (14:0) were assessed from the perspective of
health. Chocolate is perceived as unhealthy product. The aim of this work was to show
that quality chocolate can be considered as healthy food. Not only that quality
chocolate is full of flavanols and vitamins but also it’s source of saturated fatty acids

and unsaturated fatty acids.
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. SEZNAM ZKRATEK

CBE.......... cocoa butter equivalents

CBI........... cocoa butter improvers

CBR.......... cocoa butter replacers

CBS.......... cocoa butter substitutes

FA............ mastné kyseliny (fatty acids)

FAME........ methylestery mastnych kyselin (fatty acid methyl ester)
FID............ plamenové ioniza¢ni detektor (flame ionization detector)
GC.....ee.l plynova chromatografie (gas chromatography)

HPLC......... vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (high pressure liquid
chromatography)

MS............. hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)
MUFA.........mononenasycené mastné kyseliny (monounsaturated fatty acids)
PUFA.......... polynenasycené mastné kyseliny (polyunsaturated fatty acids)
SFA............ nasycené mastné kyseliny (saturated fatty acids)
TCD.............tepeln¢ vodivostni detektor (thermal conductivity detector)
TFA............ trans mastné kyseliny (trans fatty acids)

TLC............ chromatografie na tenké vrstvé (thin-layer chromatography)
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Piiloha 1 Relativni zastoupent sledovanych mastnych kyselin (%) V jednotlivych vzorcich.

81 % exkluzivni hotka ¢okolédda Arriba superieur, J. D. Gross Némecko

75 % extra hotka ¢okolada Trinidad, J. D. Gross Némecko

74 % hotka ¢okolada deluxe, Bellarom Némecko

70 % jakostni hotka ¢okolada s malinami 6 % Ecuador, J. D. Gross Némecko
70 % jemna hotka cokolada, Alnatura Némecko

56 % extra horka cokolada Venezuela, J. D. Gross Némecko

Hoika ¢okolada s celymi mandlemi Orion, Nestlé CR

Cokolada na vateni Figaro, Kraft Foods CR

© 0 N o O b~ w0 D PE

Cokolada Animal Kingdom pro déti, Kra§ Chorvatsko
10. Otiskova &okolada Milka, Kraft Foods CR

11. Bilé cokolada, Albert Quality Némecko

12. Kakaova pochoutka s karamelem, Sweet Rumunsko
13. MI1é¢na kakaova pochoutka, ZWC Millano Polsko

14. Nusco chocolate, Brinkers Food Holandsko
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kyselina zkratka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

oktanové (kaprylova) 8:0 N/A | 0,002 | 0,004 | N/A | 0,005 | 0,002 | 0,016 | 0,066 | 0,094 | 0,107 | 0,168 | 1,316 | 0,009 | 0,003
decenova 101 0,002 | 0,001 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | N/A | 0,002 | 0,010 | 0,023 | 0,031 | N/A | 0,002 | 0,001
dekanova (kaprinovd) 10:0 0,012 | 0,012 | 0,015 | 0,010 | 0,023 | 0,020 | 0,041 | 0,192 | 0,310 | 0,323 | 0,504 | 2,331 | 0,037 | 0,019
dodekanova (laurova) 12:0 0,003 | 0,010 | 0,013 | 0,004 | 0,018 | 0,010 | 0,234 | 0,395 | 0,510 | 0,405 | 1,162 | 39,60 | 0,125 | 0,074
tridekanova (tridecylovd) 13:0 0,001 | N/A | 0,001 | 0,001 | 0,001 | N/A | N/A | 0,006 | 0,008 | 0,008 | 0,011 | 0,061 | 0,002 | N/A
tetradecenova (izomer ) 141 0,004 | 0,001 | N/A | 0001 | N/A | 0,001 | 0,001 | 0,010 | 0,015 | 0,012 | 0,017 | 0,002 | 0,003 | 0,001
tetradecenova (izomer 1) 141 0,025 | 0,026 | 0,018 | 0,096 | 0,002 | 0,119 | 0,012 | 0,105 | 0,165 | 0,121 | 0,182 | 0,014 | 0,039 | 0,011
tetradekanové (myristovd) 140 0,003 | 0,004 | 0,162 | 0,003 | 0,199 | 0,004 | 0,427 | 0,116 | 2,195 | 1,635 | 2,560 | 20,03 | 0,369 | 0,273
13-methyltetradekanové 1s015:0 | 0,013 | 0,018 | 0,020 | 0,018 | 0,021 | 0,016 | 0,013 | 0,061 | 0,093 | 0,076 | 0,094 | 0,011 | 0,024 | 0,016
pentadekanové 15:0 0,025 | 0,030 | 0,044 | 0,023 | 0,041 | 0,028 | 0,049 | 0,115 | 0,274 | 0,170 | 0,234 | 0,021 | 0,035 | 0,037
14-methylpentadekanové 1s016:0 | 0,001 | 0,015 | N/A | 0,001 | 0,037 | 0,037 | 0,004 | 0,019 | 0,048 | 0,034 | 0,043 | 0,063 | 0,002 | 0,004
hexadecenova (palmitolejovd) | 16:1 0,312 | 0,247 | 0,366 | 0,014 | 0,416 | 0,262 | 0,310 | 0,396 | 0,605 | 0,386 | 0,489 | 0,029 | 0,180 | 0,432
hexadekanova (palmitova) 16:0 27,85 | 29,12 | 25,70 | 29,34 | 30,24 | 26,83 | 26,20 | 27,75 | 26,71 | 26,19 | 27,32 | 14,28 | 17,27 | 12,59
heptadekanova 170 0,240 | 0,190 | 0,364 | 0,177 | 0,354 | 0,224 | 0,279 | 0,309 | 0,365 | 0,229 | 0,290 | 0,035 | 0,092 | 0,105
oktadekadienova (linolovd) 182 0,012 | 0,023 | 0,090 | 0,026 | 0,068 | 1,116 | 0,010 | 1,514 | 0,018 | 0,102 | 0,039 | 0,041 | 0,128 | 0,013
oktadecenové (olejovd) 18:1 35,60 | 34,84 | 34,83 | 3534 | 33,18 | 3582 | 36,75 | 33,34 | 34,66 | 38,85 | 34,27 | 9,087 | 79,23 | 75,93
oktadekanova (stearovd) 18:0 34,09 | 34,04 | 3503 | 33,71 | 33,07 | 34,11 | 33,41 | 32,72 | 31,88 | 29,81 | 31,03 | 12,49 | 0,293 | 7,220
nonadekanova 19:0 0,013 | 0,014 | 0,033 | 0,012 | 0,018 | 0,011 | 0,022 | 0,030 | 0,030 | 0,020 | 0,029 | 0,005 | 0,014 | 0,011
eikosenova 201 0,049 | 0,058 | 0,644 | 0,034 | 0,294 | 0,044 | 0,375 | 0,083 | 0,422 | 0,429 | 0,251 | 0,216 | 0,918 | 1,782
eikosanova (arachovd) 200 1,360 | 1,073 | 1,980 | 0,914 | 1,535 | 1,039 | 1,424 | 1,360 | 1,253 | 0,807 | 0,989 | 0,250 | 0,745 | 0,803
hencikosanova 21:0 0,017 | 0,012 | 0,033 | 0,011 | 0,014 | 0,012 | 0,016 | 0,019 | 0,018 | 0,012 | 0,015 | 0,004 | 0,015 | 0,024
dokosanovi 22:0 0,229 | 0,165 | 0,372 | 0,157 | 0,263 | 0,182 | 0,250 | 0,216 | 0,197 | 0,138 | 0,152 | 0,042 | 0,293 | 0,436
trikosanova 23:0 0,025 | 0,009 | 0,037 | 0,013 | 0,018 | 0,013 | 0,018 | 0,021 | 0,016 | 0,016 | 0,017 | 0,010 | 0,019 | 0,026
tetrakosanova 240 0,102 | 0,071 | 0,210 | 0,072 | 0,131 | 0,082 | 0,116 | 0,114 | 0,092 | 0,073 | 0,078 | 0,048 | 0,125 | 0,152
pentakosanové 25:0 0,004 | 0,011 | 0,023 | 0,009 | 0,023 | 0,003 | 0,014 | 0,018 | 0,004 | 0,020 | 0,016 | 0,018 | 0,014 | 0,019
hexakosanové 26:0 0,014 | 0,008 | 0,028 | 0,009 | 0,016 | 0,011 | 0,009 | 0,017 | 0,013 | 0,010 | 0,008 | 0,005 | 0,010 | 0,012

43




Piiloha 2 Plynovy chromatograf Agilent 7890A s hmotnostnim spektrometrem Agilent 5975C
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Priloha 3 Ukdzka analyzovanych cokolad

EDILBITTER
SCHOKOLADE
FINEST DARX CHOCOLATE
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Priloha 4 Kakaovnik pravy s kakaovymi boby
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