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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zamétena na studium tékavych latek kakaovych bobti z riznych oblasti
(Tanzanie, Haiti, Ekvadoru, Madagaskaru a Peru) a ¢okolad vyrobenych z nich. Hlavnim cilem
bylo posoudit rozdily mezi vzorky v zavislosti na geografickém plivodu kakaovych bobt.
Zaroven byly analyzovany vzorky €okoldd s rznym obsahem kakaové suSiny (50%, 70%
,»b10%, 70%, 78%., 90%) a vzorek kakaového prasku z bézné trzni sité.

Tekavé latky byly identifikovany a semikvantifikovany pomoci metody HS-SPME-GC-MS.
Celkem bylo ve vzorcich identifikovano 86 tékavych latek, podle charakteru viné byly
rozdéleny do 7 skupin: nejpocetngjsi byly latky s ovocnymi tony (17), déale ofechové
a cokoladové (16), neurcené (14), sviravé a kyselé (12), sladké a medové (10), zemité (9)
a kvétinové (8). Analyzou hlavnich komponent byla potvrzena rozdilnost tékavych latek
kakaovych bobt v zavislosti na geografickém ptvodu.

ABSTRACT

Diploma thesis is focused on cocoa beans volatile compounds from various region (Tanzania,
Haiti, Ecuador, Madagascar and Peru) and chocolate bars made of them. The main aim was
to judge diferences between samples according to geographycal origin. At the same time,
samples of chocolates with different content of cocoa solids (50%, 70% ,,organic®, 70%, 78%,
90%) and a sample of cocoa powder from the common market were analyzed.

Volatiles were identified and semiquantified by HS-SPME-GC-MS. A total of 86 volatile
substances were identified, they were divided into 7 groups according to the nature of the odor:
fruit tones (17), nut and chocolate (16), astringent and sour (12), unspecified (14), sweet nad
honey (10), earthy (9) and floral (8). The data were transformed into a 2D graph by analyzing
the main component according to selected distinguishing varibles. The differences between
volatile substances of cocoa beans depending on the geographical origin were confirmed using
principal component analysis.

KLICOVA SLOVA
Theobroma cacao, kakaové boby, tékave latky, SPME, GC-MS.
KEYWORDS

Theobroma cacao, cocoa beans, volatile substances, SPME, GC-MS.
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1. UVOD

v

Cokolada je oblibend cukrovinka i vysoce cenénd potravina. Kakaové boby, jako hlavni
surovina, a jejich obsah polynenasycenych mastnych kyselin, tokoferolti, vitaminti, minerali
a polyfenolti, maji pozitivni vliv na kardiovaskularni systém, disponuji antioxida¢ni aktivitou
a fadi se proto mezi superpotraviny.

Vyrobou ¢okolady se zabyvaji velké firmy i1 rodinné manufaktury a jejich produkty vyhravaji
mezinarodni ceny. Konzumace kvalitnich ¢okolad se stala dostupnéjsi a degustace Cokolad je
nabizena jako zdzitek. Degustator mize rozlisit tony kvétinové, kofenité, ovocné, bylinné,
zemité, cokoladové, alkoholové a dalsi. Hodnoceny jsou i fyzikalni vlastnosti jako je lom, lesk,
barva, textura i zvukova stopa pii rozlomeni Cokolady. Degustaci cokolady lze ptipodobnit
k degustaci vin, kde odrida, spolecné se stanovistém rostliny, umozni vytvofeni
charakteristickych organoleptickych vlastnosti. Jsou znamy chut'ové tony cokolad vyrobenych
z kakaovych bobu z riznych zemi a regiont.

Pro vyrobu kvalitni ¢okolady je tfeba spravny vybér kakaovych bobi a titinového cukru. Vyvin
aroma béhem technologického procesu je vSak omezen prekurzory aroma z kakaovych bobii.
Poskliziiové tpravy kakaovych bobt, fermentace a suSeni, jsou esencidlni kroky pro vyvin
prekurzori aromatu. Podileji se slouceniny vlastni kakaovym bobim a pulpy, sacharidy,
bilkoviny, lipidy i polyfenoly, a produkty jejich enzymatickych i neenzymatickych reaket, latky
syntetizované mikrobiomem, ktery se na kakaovych bobech obvykle pfirozené objevi.
Mikrobiom je charakteristicky nastupem kvasinek, bakterii mlééného a octového kvaseni.
Muze vSak dojit k napadeni plisnémi, coz mlize mit negativni vliv na aroma produktu.

Hlavnim cilem této prace bylo stanovit profil t€kavych latek vybranych cokolad/kakaovych
bobi z riznych oblasti a posoudit rozdily mezi vzorky v zéavislosti na geografickém ptivodu
kakaovych bobt.



2. TEORETICKA CAST

Tato prace je zaméfena na stanoveni profilu té¢kavych latek cokolady a kakaovych bobu jako
hlavni suroviny pro jeji vyrobu. V teoretické ¢asti prace je kakaovy bob popsan z pohledu
biologického, genetického, ekonomického a chemického. Chemické sloZzeni Ccerstvych
kakaovych bobu ovlivituji poskliziiové tUpravy, fermentaci a suseni, kde dochazi k vyvinu
prekurzorit specifického aroma vysledného produktu. Nasleduje popis technologického
postupu vyroby ¢okolady, jeji vlastnosti, legislativa. Posledni kapitola je vénovana stanoveni
t€kavych latek.

2.1 Kakaovy bob

Kakaovy bob je semenem tropického stromu kakaovniku pravého Theobroma cacao. Jeho
domovinou je sever Jizni Ameriky (de$tny prales v povodi Amazonky a Orinoka), kde byl pied
prichodem Evropant vyuzivan Mayi pii nabozenskych obtadech, Aztéky jako platidlo,
piipadné pokrm Slechty i1 prostfedek k vyhlasovani valek. Napoj ,,Cokolatl* byl pfipravovan
z kakaovych bobil, cervené papriky, pepie a dalSich bylin pro potieby vysoké Slechty a krale.
Tajemstvi kakaového povzbuzujiciho napoje svéiila dobyvateli Cortezovi jeho milenka
a domoroda tlumoénice dona Marina. Ze Spanélska doslo k rozsifeni povédomi i receptury
do Evropy. V dnesni dob¢ je péstovani kakaovniku pravého rozsifeno do vSech kontinentii
v pasu mezi 15° severni a jizni $itky.!*?

Dle platné legislativy Ceské republiky se kakaovymi boby rozumi fermentovani a susena
semena kakaovniku pravého (Theobroma cacao L.).>

2.1.1 Biologie a taxonomie

Theobroma cacao patii do fadu slézotvaré Malvales a Celedi slézovitych Malvaceae. Je to az
15 m vysoky strom s kratkym kmenem, ze kterého vyrustaji kvéty 1,5 cm velké, kalisni listky
az 7 mm dlouhé, korunni platky Clenéné ve spodni dil kypovitého tvaru s rizovym nadechem
a krémové¢ zbarveny horni dil na stopce (kauliflorie). Plody jsou az 30 cm dlouhé, podlouhlé,
nepukavé bobule, s tupou bazi, vétSinou zaspicatélé, pii zralosti zelené, zluté az hnédocervené
s asi 2 cm tlustou slupkou a bilou duzninou, ve které jsou po 15-40 kusech az 3 cm velka
semena.*>

2.1.1.1 Stavba plodu a histologicka studie

Epikarp je silny s pigmentaci. Mezokarp je sloZzen z velkych bun¢k bohatych na vodu a mensich
bunék, které obsahuji t¢sné¢ pod membranou vezikuly s polyfenolickymi latkami. Mezokarp
neobsahuje katechiny, epikatechiny ani proanthokyanidiny. Endokarp je slozen z velkych
tubularnich bunék s vellkymi intercelularnimi prostory, jejichz sténa obsahuje pektiny.
Buiiky endokarpu tvofi slizovitou duzninu, pevné pfilnutou k sementim. Stavba plodu
kakaovniku je na obrazku (viz Obrazek 1).



PI4st’ semene je tvofen jednou vrstvou prodlouzenych bunék ,,exotesta“ a mezofylem tvofenym
zdtevnatélymi hvézdicovitymi bunikami s pocCetnymi cévnimi svazky. Osementi je rozdélené na
vngjsi epidermis, tvoteny jednou vrstvou sklereidi s polyfenolickymi latkami, nékolika vrstev
poskozenych bunék a jednovrstvou vnitini epidermis. Osemeni obsahuje velké mnozstvi a-
tokoferolu, kyselinu syringovou, ale neobsahuje katechiny a ma vysokou antioxidac¢ni aktivitu.
Endosperm je tvofen jednou vrstvou bunck se silngjsi vnéjsi sténou.

v

Kotyledon je tésné slozen u zarodku a pozdéji se stdva masitéjSim a tmavne diky syntéze
anthokyantli, je tvofen dvéma vrstvami jednovrstvé emidermis a mezofylem bohatymi
na zasobni latky, ktery je sloZen z bunék s vakuolami s polyfenolickymi latkami a anthokyany
a menSimi izodiametrickymi bunkami bohatymi na cytoplazmu a Skrobova zrna. Kotyledon
obsahuje nejvyssi mnozstvi tokoferolii (f a ¢ izoforma). Zarodek je tvoren izodiametrickymi,
pevné pfilnutymi bunikami v paralelnich vrstvach, které obsahuji polyfenolické latky
v povrchovych vrstvach a §krobova zrna, neobsahuje v§ak epikatechiny. &’

Obrazek 1: Stavba bobule kakaovniku. (A — Epikarp, B — Duznina se semeny, C — Slupka
bobule, D — Endokarp, E — Mezokarp, F — Skoidpka kakaového bobu, G — Kakaovy bob).®

2.1.1.2 Genetika

Genofond rostliny ovliviiuje jeji péstovani i1 vynosy, nizsi nachylnost k onemocnéni rostliny,
napadeni sktidci, syntézu bioaktivnich latek, které se podileji na utvareni zadouciho aroma pii
zpracovani kakaovych bobtl. Slechténim kakaovniku byly ziskany genotypy s vysokou
variabilitou ve slozeni kakaovych bobtl. Pii Slechténi je sledovan vynos rostliny (hmotnost
kakaovych bobti na plochu plantdze za Casové obdobi), vyska ,,jorquette, pocet kakaovych
bobt v bobuli, velikost kakaovych bobii (hmotnost/mnozstvi bobtl) a koncentrace bioaktivnich
latek jako jsou flavonoidy, které se podileji na obrané rostliny proti hmyzu a houbdm,
metylxanthiny, dal§i polyfenoly (monomery i oligomery fenolickych kyselin) a také
organolepticky profil.>!
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Klasifikace genetického ptiivodu populaci kakaovniku je mozna pomoci ,,DNA fingerprinting*
metod, pfic¢emz v roce 2008 nebylo mozZné oznacit asi 15-44 % spolehlivé (,,off types®). Mezi
tyto metody patii ,,simple sequence repeats* SSRs repetice jednoduchych sekvenci a ,,single
nucleotide polymorphisms* SNPs jednonukleotidovy polymorfismus. Timto zpisobem byla
studovdna zarode¢nd plazma kakaovniku a porovnavana s databazi Mezinarodni databaze
zarodecné plazmy kakaovniku ICGD a bylo oddéleno 10 genetickych populaci v Amazonii,
kterymi jsou: Amelonado, Contamana, Criollo, Curaray, Guiana, Iquitos, Marafion, Nacional,
Nanay a Puris.'! Pro snizeni nespolehlivé oznacenych byla pouzita metoda ,,Duble mismatch
allele specific quantitative PCR“ DMAS gPCR a doslo tak ke snizeni na 15,38 %.'?

2.1.2 Kovalitativni déleni kakaovych bobu

Trh rozdéluje kakaové boby na dvé kategorie z hlediska kvality: ,.fine and flavour a ,,bulk*
(,,ordinary*). Dle Mezinarodni organizace pro kakao (ICCO) jsou kritérii pro déleni kvality
kakaovych bobti tyto: geneticky ptivod rostliny, morfologie rostliny, charakteristicka chut
kakaovych bobti, chemicka charakteristika kakaovych bobt, barva kakaovych bobi, stupeii
fermentace, suseni, kyselost, pachut’, procento vnitini plisn¢, napadeni hmyzem a procento
boby disponuji ovocnymi, kvétinovymi, bylinnymi, dfevnatymi, ofiSkovymi, karamelovymi
tony s bohatym a vyvdZzenym cokolddovym aroma. Stanoveni nékterych kritérii je tedy
subjektivni. Do prvni kategorie zahrnujici kvalitnéjsi kakaové boby patii semena kakaovniku
var. Criollo a Trinitario, zatimco do druh¢ kategorie patii semena kakaovniku var. Forastero.
Existuji v§ak vyjimky tohoto déleni a dalsi regiondlni odridy kakaovniku a jejich kiizenci.

Dnesni produkce kakaovych bobl kvality ,,fine and flavour” €ini asi 5 % celkové svétové
produkce kakaovych bobii. Doslo k poklesu produkce téchto kakaovych bobl z divodu
vysokého naroku na péstovani (zména na intenzivni monokulturni zemédélstvi, lepsi rezistence
vu¢i nepfiznivym vlivim odrid kakaovniku i zavadéni vyroby plnénych cokoladovych
cukrovinek). Kvili vét§i poptavce po ptivodnich recepturach, chutovém zazitku i pavodu
ze strany konzumenta a kompetici mezi manufakturami dochdzi k pomalému navySeni
produkce kakaovych bobtl prvni kategorie.!?

2.1.3 Chemické sloZeni nefermentovanych kakaovych bobi

Ptiblizné slozeni Cerstvého kakaového bobu je nasledovné: voda (32-39 %), lipidy (30-32 %),
bilkoviny (8-10 %), polyfenoly (5-6 %), skrob (4-6 %), pentozany (4-6 %), celuloza (2-3 %),
sachar6za (1-2 %), teobromin (1-2 %), kyseliny (1 %), kofein (1 %).!* Procentuélni ¢ast slozek
Cerstvych kakaovych bobti se vSak podstatné 1isi v zavislosti na genotypu, slozeni ptidy, klimatu
a podminkéch sklizng.'
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2.13.1 Lipidy

Podstatna ¢ast lipidii kakaovych bobii je syntetizovana po 120. dni od opyleni.!” Tuk
extrahovany z kakaovych bobi je oznacovan jako kakaové méslo. Odchylky chemickych
a fyzikalnich vlastnosti kakaového masla (slozeni triacylglyceroll, bod tani, charakteristiky
krystalizace) jsou zpisobeny genotypem rostliny a podminkami prosttedi, ve kterém je rostlina
péstovana.!>!® Triacylglyceroly a mastné kyseliny jsou v butikdch zachyceny v oleosomech,
ohrani¢ené proteinovou vrstvou i jako volné lipidy (jednotky procent), které nejsou zcela
pokryty a stabilizovany amfifilni molekulou ani adsorbovéany na proteinu anebo zcela chranény

matrixem na povrchu a uvnitf &astice.!”-!®

Mastné kyseliny

Ve studii Almeida a kol. !° byly extrahovany mastné kyseliny Soxhletovym extraktorem pomoci
petroleteru po kyselé hydrolyze vzorku kakaovych bobl. Primérny obsah mastnych kyselin
¢ini 55,53 % suSiny s bodem tani 29,55 °C. V triacylglycerolech jsou zastoupeny primarné
palmitova (27,55-29,63 %), stearova (37,21-34,19 %), olejova (30,92-33,59 %), linoleova
(3,34-1,76 %), linolenova kyselina (0,09-0,17 %) a dal$i mastné kyseliny s 12-24 uhliky

1620 a7 4 dvojnymi vazbami a az 3 hydroxylovymi skupinami v fetézci s ndsobnymi

v fetézei
vazbami v surovych kakaovych bobech. Mastné kyseliny s hydroxylovymi skupinami
se v semenech vyskytuji jen zfidka, avSak byly detekovany jako latky s obrannou funkci

ve vys§ich rostlinach.?!

Biosyntéza mastnych kyselin probiha v plastidech, odkud jsou mastné kyseliny transportovany
do cytosolu a déle do endoplazmatického retikula, kde dochazi k jejich modifikaci a vystavbé
lipid. Enzymaticka biosyntéza mastnych kyselin probiha ve 4 krocich: kondenzace malonyl-
ACP a acetyl-CoA za vzniku f-oxoacyl-ACP, ktery je redukovan za soucasné oxidace NADPH
na f-D-hydroxyacyl-ACP anasleduje jeho dehydratace za vzniku enoyl-ACP, ktery je
redukovéan za soucasné oxidace NADPH a vznika acyl-ACP. Enzym KASIII kondenzuje
jednotku acetyl-CoA a malonyl-ACP za vzniku 4:0-ACP. Enzym KASI umoziiuje prodlouzeni
4:0-ACP na 16:0-ACP a enzym KASII umozni prodlouzeni 16:0-ACP na 18:0-ACP. Prvni
dvojna vazba 18:1-ACP vznikd pasobenim enzymu A9stearoyl-ACPdesaturaza (SAD2).
K terminaci prodlouZeni acylu dochazi pomoci FATA a FATB thioesterdz. Arachidonova
kyselina ¢innosti enzymu elongézy mastnych kyselin (FAE). Polynenasycené mastné kyseliny

vznikaji v cytosolu pomoci desaturdzy mastné kyseliny 2 (FAD2).2223

Triacylglyceroly, diacylglyceroly, monoacylglyceroly

Acylglyceroly a fosfolipidy tvoii asi 97 % lipidi kakaovych bobii.* Ve studii z roku 2018 bylo
reportovano 83 riiznych triacylglyceroli ve vzorcich surovych kakaovych bobil s riznym
geografickym ptivodem pomoci metody NARP-HPLC-ESI-MS.?! Byl statisticky dokazan
vztah mezi sloZenim a obsahem mastnych kyselin v triacylglycerolech, geografickym ptivodem
kakaovych bobtl a genotypem.?
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Vliv geografického piivodu na pomérné zastoupeni mastnych kyselin v triacylglycerolech byl
prokézan v mnoha studiich. Kakaové maslo z oblasti chladnéj$iho klimatu disponuje nizsi
teplotou tdni diky vy$§imu obsahu kyseliny olejové.? Obsah mastnych kyselin v kakaovém
bobu je vyssi pii péstovani pti vyssich teplotach a pii vyS$Sim mnozstvi srazek.

Konkrétné bylo pozorovano rapidni zvyseni obsahu kyseliny palmitové a mirnému navyseni
obsahu kyseliny stearové pii péstovani za vyssich teplot, naopak k poklesu obsahu olejové
a linoleové kyseliny. Destové srazky maji pozitivni vliv na obsah palmitové, olejové
a linoleové kyseliny, negativni viak na obsah stearové a arachidonové kyseliny.°

Glykolipidy, fosfolipidy a nezmydelnitelna frakce lipidi

Glykolipidy, fosfolipidy a nezmydelnitelna frakce lipidd tvoii 3 % celkovych lipid.2* Tato
frakce zahrnuje také sekundarni metabolity, kterym je vénovéana samostatna kapitola 2.1.3.5.
Glykolipidy a fosfolipidy obsahuji polynenasycené¢ mastné kyseliny ve vétsi mife nez
acylglyceroly. Béhem zrani je vSak hladina téchto latek snizena a dojde k navysSeni obsahu
polynenasycenych mastnych kyselin v acylglycerolech.?” Tyto lipidy tvofi buné¢né membrany
spolecné s cholesterolem a proteinovymi jednotkami. V piipad¢ zvySeni oxidacniho stresu
dojde k interakci polarniho konce dimert a trimerti prokyanidina s fosfolipidy v membranach.
Molekuly polyfenolt mohou dokonce proniknout hloubéji do dvojvrstvy. Bunka je tak
chranéna ptfed oxidanty a molekulami, které by mohly narusit fosfolipidovou dvouvrstvu,
na druhou stranu ¢aste¢né ztraci svoji fluiditu.?®

2.1.3.2  Sacharidy

Analyzou nizkomolekularnich sacharid ze vzorkl nefermentovanych kakaovych bobt byla
potvrzena piitomnost monosacharidl, disacharidd, trisacharidii, tetrasacharidi, cyklitolt
ajejich derivati obsahujicich alkoholovou a imino skupinu. Mezi monosacharidy patii
fruktoza, glukdza, galaktdza, cyklické inositoly jako napf.: scyllo-inositol a myo-inositol
a mannitol. Inositoly funguji jako medidtory metabolickych drah, ptipadné se Gi€astni riznych
signdlnich drah v zavislosti na podminkéch prostfedi (stres, hormony, ziviny) a to pomoci
transkripéni regulace genu. Obsah scyllo-inositolu byl ovlivnén geografickym plvodem
kakaovych bobi, resp. podminkami prostfedi. Mezi prokdzané disacharidy patii sacharéza
a melibidza, maltéza a galaktinol. Galaktinol neni pfitomen v kakaovych bobech po jejich
fermentaci. Mezi trisacharidy patii rafinéza, 1-kestoza, 6-kestdza, plantedza, glukosyl-
sachardza a jedinym detekovanym tetrasacharidem je stachydza. Dle obsahu je sachardza
nejvyznamnéjsi oligosacharid (230-4086,8 mg ve 100 g suSiny), nasleduje rafindza

a stachyo6za. >

Pektinové polysacharidy tvoii 60 % polysacharidit bunééné stény bunck kotyledonu, kyselé
polysacharidy, xylogalakturonan a glukoronoxylan jsou také ptitomny. Celuloza tvoii 28 %
polysacharidli buné¢né stény kotyledonu, xyloglukan 8 % a galaktoglukomannan 3 %. Pektiny
jsou tvotfeny rhamnogalakturonanny s riznymi postrannimi fetézci neutralnich cukrt galaktozy
a arabin6zy. Hemicelulozy, jako xyloglukany a galaktoglukomannan, jsou tvofené xyléozovymi,
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glukézovymi a mandzovymi jednotkami. Skrob je uloZen ve specializovanych buiikach
kotyledonu.*!

2.1.3.3  Proteiny

SloZeni a obsah bilkovin kakaovych bobi je ovlivnén geografickym piivodem a genotypem.>?
Proteiny lze rozdélit dle funkce do téchto skupin: metabolismus a energie (55,7 %), syntéza
proteint (25,7 %), zasobni (0,9 %), membranovy transport (2,9 %), signalni ptenos (1,0 %),
stavebni (3,6 %), DNA syntéza (1,0 %), rGst a vyvoj (1,1 %), obranna (4,9 %) a ostatni (3,2 %)
a celkové bylo identifikovano 906 proteind. V zavorkach je uveden procentudlni podil
z celkové bilkoviny.*

Pro extrakci proteinti z kakaovych bobi je nutné ze vzorku nejprve odstranit tuk a polyfenoly,
které mohou znemoznit jejich extrakci vytvafenim komplexd.** Tuky jsou extrahovéany
Soxhletovou extrakci petroletherem, polyfenoly pomoci Gpravy na acetonovy prach (ACDP
sacetone-dried powder®).>> Proteiny extrakci roztokem mocoviny, thiomocoviny
a dithiotreitolu a trypsinovym S§t€penim, poslednim krokem je analyza produktd Stépeni
UHPLC-MS/MS.*¢

Nejvice zastoupené byly bilkoviny ze skupiny oleosinli, pfiCemz s vys$Sim obsahem oleja
v semeni stoupd jejich obsah. Skupina bilkovin zajiStujici metabolismus a energii je
nejobsahlejsi a jejimi nejvyznamnéjSimi zastupci jsou fosfoglyceratkinazy, glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogendzy a aldolazy, které se podileji na glykolyze a Calvinové cyklu.
NejvyznamnéjS$im enzymem ze skupiny bilkovin s funkci syntézy proteintl je aspartylprotedza.
Mezi proteiny s funkci stresové odpovédi byly identifikovany predevSim chitinazy a nékolik
bilkovin s odpovédi na teplotni Sok. Béhem fermentace dochézi k degradaci zasobnich proteinii
pomoci endogennich protedz a uvolnéni peptidi a aminokyselin, které jsou dulezitymi
prekurzory aroma. Hlavnimi z4sobnimi proteiny jsou albumin (11,5 % celkového proteinu)
a vicilin (3,9 % celkového proteinu).*

2.1.3.4 Minerdly

Hladiny obsahu minerali v kakaovych bobech jsou charakterizovany mineralnim bohatstvim
pudy, ve které rostlina roste. Kakaové boby obsahuji vysokou koncentraci drasliku (2558-2313
mg na 100 g), fosforu (237-382 mg na 100 g), hot¢iku (287-349 mg na 100 g), vapniku (140-
158 mg na 100 g) a mensi mnozZstvi Zeleza, médi, zinku i sodiku.?’

2.1.3.5 Sekundarni metabolity
Polyfenoly

Polyfenoly vynikaji svoji hotkou, sviravou chuti a pfispivaji k vyvinu ¢ervenohnédé barvy
kakaovych boblti 1 Cokolad. Monomery jsou syntetizovany Sikimatovou a acetyl-
polymalonylovou drdhou s naslednou oxidativni kondenzaci mezi C4 heterocyklu a Cg &i Cs.%
Biosyntéze epikatechinu vyzaduje anthokyanidisyntazu, ktera katalyzuje syntézu kyanidinu
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a anthokyanidinreduktazu, ktera katalyzuje pfeménu kyanidinu na epikatechin.*® Molekuly jsou
uloZeny v pigmentovych bunkéch kotyledonu a jsou pfi¢inou zabarveni kakaovych bobt pred
fermentaci od bilé po tmavé fialovou.

Katechiny tvoii 37 % celkovych polyfenolll a mezi zastupce této skupiny patii (-)-epikatechin
a (+)-epikatechin. Skupina anthokyanint (4 %) zahrnuje cyanidin-3-a-L-arabinosid a cyanidin-
3-p-D-galaktosid. Skupina prokyanidind, tanind, (58 %) jsou pfevazné flavan-3,4-dioly, které
tvoii dimery az oligomery s jednotkou epikatechinu.’® Diky antioxida¢nim a chelata¢nim
vlastnostem je jejich extrakt cenén a mnoho védeckych praci se zabyva studiem jejich
pozitivniho vlivu na kardiovaskularni systém c¢lovéka a zmirnénim dopadi civilizacnich
chorob.**#! Polyfenoly lze extrahovat ze vzorki po extrakei tukii pomoci okyseleného roztoku
metanolu ¢i acetonu. Celkovy obsah polyfenola 1ze stanovit Folin-Ciocalteu testem a jejich
identifikaci provést HPLC-TOF-MS. Timto postupem bylo identifikovano a kvantifikovano
52 polyfenoli ¢erstvych kakaovych bobii.*?

Alkaloidy

Purinové alkaloidy kakaovych bobt jsou: teobromin, kofein, 1-metylxantin, 3-metylxantin, 7-
metylxantosin, 7-metylxantin, teofylin a paraxantin. Xantinovy skeleton purinovych alkaloida
je odvozeny od purinovych nukleotidl jejichz prekurzorem je adenin. Degradace purinovych
alkaloidi je vedena pfes xantin, kyselinu mocovou, alantoin, kyselinu alantoinova, oxid
uhlicity, amoniak a glyoxylat. Biosyntéza purinovych alkaloidii je soustfedéna v kotyledonu
kakaového bobu a jeji schéma je naznacéeno na obrazku (viz Obrazek 2).+

15



N.  _NH H
. : A2
N A PREP PPi M H,0 NH fN/
N
AN | N M “ N L_Z - qu N —0
N // -p=0
NH, NIV 0w O N_ N
L NF
Adenin 0O o0 o
HO OH | ,
HO Adenosinmonofosfat Inosin-5-monofosfat

+ 0 H
NAD" NADH+H™ 7 HO pi Q

HO HN

S W Ve M A Q_O

\ —
_ —0 HO —
Ve N 2N 0
M o \j_Z/N\%N
HO OH HO OH

Xantosin-5-monofosfat Xantosin

H>O Ribéza SAM  SAH

NA

H

SAMJ o// H
Theobromin
7-metylxantin SAH
/‘-:N

H3C#N\¢LN _CH;,

OK/LN/KO

|
CH,

Kofein

— /N CHj
) N(\/Z:N>:OL_A N(H/>7N/FO ......
HsC pu Hae™ N
¢ M

SAM  SAH 0\\ /H
/—N

SNA L
HO —
0 +
HO 0

H

7-metylxantosin

_{O

H.C
3™
N

” NIL/\<_/N —CH,

/

v

H :
: 3-metylxantin
¥

/:_ N

HN N/CHs

OA\N /go

H
Theofylin

Obrazek 2: Schéma biosyntézy purinovych alkaloidii (PRPP je zkratka pro fosforibosylfosfat,
SAM pro S-adenosylmethionin a SAH pro S-adenosylhomocystein).*

Steroly

Byly identifikovany steroly jako napi.: 4-desmetylsteroly (cholesterol, brasikasterol,
kampesterol, stigmasterol, sitosterol, stigmastanol, isofukosterol, stigmastenol), 4-metylsteroly
(lofenol, obtusifoliol, metylofenol, cykloeukalenol, gramisterol), 4,4-dimetylsteroly
(lanostenol, cykloartanol, f-amyrin, cykloartenol), triterpeny atd. Tyto latky se vyskytuji volné,
ve formé estertl, glukosidi, acylovanych glukosidd, triterpenovych alkohold.?*
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Tokoferoly, tokotrienoly

Obsah tokoferolu v nefermentovanych kakaovych bobech rtizného ptivodu stanoveny pomoci
HPLC s fluorescenéni detekci po saponifikaci se pohybuje kolem 50 mgkg™! kakaového
masla.'® Tokoferol byl identifikovan jako a, J a y izomer a tokotrienol pouze jako y-izomer.?*

2.2 Vyvin tékavych latek

K nejvétsim zménam ve slozeni t€kavych latek kakaovych bobii, kakaové a cokoladové hmoty
dochazi ve fazi poskliznovych tprav pii fermentaci a suSeni a v technologickém procesu pfi
prazeni a konSovani. Pfi konSovani dochézi predevsim ke sniZeni obsahu tékavych latek. Tato
kapitola je zaméfena na tyto faze vyroby pfedevSim v souvislosti s vyvinem organoleptickych
vlastnosti.

Analyzou nefermentovanych, neprazenych a prazenych kakaovych bobl z Malaysie i jejich
soucasti byl stanoven obsah tuku, vlhkosti, popele, vlakniny, bilkoviny, sacharidi, fenolickych
latek, ktera jsou pro srovnani uvedena v tabulce (viz Tabulka 1 ). Vyznamny je ubytek vlhkosti.

Tabulka 1: Procentualni stanoveni obsahu tuku, vihkosti, popele, bilkoviny, sacharidu

a mnozstvi fenolickych latek v nefermentovanych, neprazenych a prazenych kakaovych bobech
z Malaysie (GAE kyselina gallova).®

Nefermentované Neprazené PraZené
Tuk [%] 41,51 42,65 30,00
Vlhkost [%] 51,63 5,72 2,44
Popel [%] 3,95 9,93 11,67
Bilkovina [%] 9,47 27,43 25,07
Sacharidy [%] 34,64 25,84 43,63
Fenoly [ug GAE-ml!] 2,417 11,9 10,93

2.2.1 Vyvin tékavych latek poskliziiovymi upravami

Pti sklizni jsou sbirany bobule, pomoci noze ¢i macety roziiznuty a semena jsou manudlné
odd¢€lena. Pfezralé bobule jsou vadou, ktera se projevuje nakli¢enim semen, hnédnutim, hnitim
¢i fialovym zbarveni semen. Semena jsou pak ponechdna k fermentaci nejcastéji piimo
u plantdze na hromadach pfikryté listy bananovniku, v koSich ¢i bedynkach. Sladka pulpa
je ptilnuta k povrchu semen, vlivem vlastnich enzymt dochdzi k degradaci cukra a pektinu
a jejimu ztekuceni. Jednoduché cukry, vlhkost a anaerobni prostiedi jsou idedlnim prostfedim

.....

ke zvySovani teploty a zménadm pH masy.
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2.2.1.1 Prabéh fermentace a mikrobiom

Metagenomické sekvenovani fermentace kakaovych bobt urcilo zastoupeni domény Bacteria
(90 %), domény Eukaryota (9 %) a virti (1 %) vSech studovanych sekvenci. Obecné je pfirozena
fermentace spojena s velkou diverzitou mikroorganismi, které se podileji na produkci
organickych kyselin, aromatickych latek a dalsich metabolit(.*¢

Prvnimi mikroorganismy, které se podileji na fermentaci jsou kvasinky, které produkuji
z jednoduchych cukrl etanol a oxid uhli¢ity. Etanol je dale oxidovan bakteriemi octového
kvaSeni na kyselinu octovou, kterd difunduje do kakaovych bobli a spole¢n¢ s dalSimi
organickymi kyselinami zptisobi pokles pH z ptivodnich asi 6,6 na hodnotu 4,9 a to béhem asi
48 hodin. Pozdé¢ji hladina pH znovu roste k hodnoté 5,5 a to z divodu vytékani a oxidace
kyseliny octové.*’

Duzina bobuli, ulpéla na kakaovych semenech, mé nizké pH diky obsahu kyseliny citronové
(0,6-0,7 %), vysoky obsah jednoduchych sacharida (glukéza 5,4-6,6 %, fruktéza 6,3-7,4 %,
a tvoii tak anaerobni prostfedi. Tyto podminky jsou ideadlnimi pro pomnoZeni kvasinek. Béhem
prvnich 24 hodin kvasinky spotiebuji 80 % jednoduchych sacharidii duziny a vylouci etanol
jehoz koncentrace dosahuje 2 %. V této fazi jsou dominantnimi rody Candida, Pichia,
Hanseniaspora, Saccharomyces, Cryptococcus, Trichosporon, Rhodotorula, Issatchenkia,
Torulaspora, Schizosaccharomyces, Saccharomycopsis. Vyznamné jsou i bakteriofagy, které
se podileji na destrukci mikroorganismi a tim piispivaji k obohaceni masy.*®*’ Né&které estery,
jako tfeba etylfenylacetat a 2-fenyletylacetat a dalsi estery kyseliny octové, jsou pravdépodobné
syntetizovany kvasinkami, jejich koncentrace s del$im trvanim fermentace klesa.*

Anaerobni prostfedi umoznuje rist bakterii mlécného kvaseni, které také preménuji jednoduché
sacharidy Embden-Meyerhofovou drahou ¢i hexozovou monofosfatovou drahou, kyselinu
citronovou na kyselinu mléénou, etanol, kyselinu octovou, mannitol a oxid uhligity.>!
Majoritnimi druhy bakterii mlééného kvaseni jsou Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus,
Pediococcus.>> Maximalni koncentrace mlééné kyseliny je béhem 24-48 hodin fermentace
1 %.%

Pektinolyticka aktivita kvasinek a spotieba kyseliny citronové je pti¢inou rtstu pH a aerace,
¢imz dochazi k pomnoZeni aerofilnich bakterii octového kvaseni. Bakterie octového kvaSeni
metabolizuji etanol na kyselinu octovou za uvoliiovani tepla. Etanol a kyselina octova difunduji
do kakaového bobu a spolecné se zvySujici se teplotou jsou pri¢inou usmrceni semen a iniciace
biochemické zmény vedouci ke kvalitné fermentovanym kakaovym bobtim.’* Majoritni druhy
bakterii octového kvaseni jsou Gluconobacter, Gluconacetobacter a Acetobacter.>**
Koncentrace kyseliny octové je maximalni po 60-72 hod. fermentace a ¢ini 2 %, po ukonceni

fermentace jeji obsah klesa na 0,7-1 %.%8

Riist teploty pfi fermentaci az na 50 °C limituje pomnoZeni mnoha mikroorganismi, dochazi
zde kristu bakterii 1 hub druhG Bacillus, Penicillium, Aspergillus které vynikaji svoji
enzymatickou vybavou a produkuji napf.: mastné kyseliny s kratkym fetézcem, pyraziny,
butan-2,3-diol.>
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Podle délky fermentace a miry degradace makrobiomolekul lze kakaové boby délit na
nedostatecné fermentované, pln¢ fermentované a piili§ fermentované, kde milnikem je doba 5-
6 dnt. Indikéatorem probihajici fermentace je potvrzeni mannitolu a sniZeni hladiny disacharidi
a oligosacharidi. Pfi del$i dob€ vedeni fermentace nez 6 dnti dochazi ke zvySovani mannitolu
a fruktozy, Gplné absenci disacharidii. Hladina trisacharidi je vSak konstantni, coz muze
znamenat, ze jsou tyto sacharidy produktem enzymatické reakce ¢i degradace polysacharida
kakaovych bobii.*® Pomér obsahu fruktézy a glukozy je jeden z ukazateli kvality zpracovani
kakaovych bobtl (nefermentované kakaovy boby 1:1, pIné fermentované 7:1).4

2.2.1.2 Lipidy

Béhem fermentace nedochazi k vyraznéjSim zménam ve slozeni ani koncentraci mastnych
kyselin vazanych v triacylglycerolech. Po 72 hodinach fermentace byl zjistén nartist volnych
mastnych kyselin ve vzorcich kakaovych bobl riizného geografického plvodu a po
144 hodinach ¢inil narGst volnych mastnych kyselin 4 % suSiny. Tento jev je vysvétlen
poklesem pH a nartistem teploty béhem fermentace a enzymatickou aktivitou lipaz. Obsah
tokoferolu béhem fermentace neni zménén a nema Zadny vliv na nérist lipida.'®* Mastné
kyseliny s hydroxylovymi skupinami nebyly identifikovany ve vzorcich fermentovanych
kakaovych bobi.?!

2.2.1.3 Sacharidy, cukry

Obsah sachar6zy b&hem fermentace klesa z 21 mg-g”! (asi 93 % celkovych cukrti) na hodnotu
6-13 mg-g™!. Pokles je vysvétlen pfeménou sachardzy na glukozu a fruktézu vlivem invertaz
z kotyledonu. Aktivita enzymu je nejvysSSi na zacatku fermentace a v jejim prabéhu je
inhibovéna zvySujici se aciditou a teplotou. Glukéza a fruktoza je béhem fermentace pfeménéna
¢innosti mikroorganismi na etanol a kyseliny. Vys$si hodnota zbytkové fruktozy v kakaovém
bobu po fermentaci je vysvétlovana preferencemi mikroorganismti. Redukujici cukry jsou
prekurzory organolepticky vyznamnych latek, které vznikaji predevsim béhem suseni a prazeni
(karamelizace, reaktanty Maillardova reakce).*’

Pro pribeh fermentace jsou esencialni zmény sacharidii v pulpé, ktera obsahuje velké mnozstvi
jednoduchych cukrii i pektinu.’® Stépeni pektini pulpy pektinolytickymi enzymy kvasinek,
bakterii rodu Bacillus a nékterych hub i zvySujici se teplotou vede k jejimu ztekuceni. Optimum
pektolytickych enzymi (endopolygalakturonaza) kvasinek je pii teplot¢ 40 °C, zvySujici
se teplota pii fermentaci ma tedy také vliv na intenzitu enzymatické reakce.>’

2.2.1.4 Bilkoviny, peptidy, aminokyseliny

Proteolyza je ovlivnéna teplotou, aeraci, mikrobiomem a zakyselenim. Po 24-48 hodinach
fermentace dochédzi kinhibici enzymi a aminokyseliny mohou byt transaminovany
a dekarboxylovany mikroorganismy, které vyuziji kyselé volné aminokyseliny jako zdroj
dusiku a uhliku.’®
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Béhem fermentace bylo identifikovano 1058 peptidi. Na pocatku bylo 315 identifikovanych
peptidd, 2. a 4. den bylo identifikovano 710 a 626 peptidi a 6. pouze 286 peptidi. Témet
polovina detekovanych peptidi jsou derivaty vicilinu (502) a mensi ¢ast 21kDa albuminu (144),
lipoxygenaz, RmLC cupin sf. proteiny, glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogendz a peroxygenaz.
Pouze 37 peptidi bylo pfitomno po celou dobu fermentace. Obecné dochazi ke snizovani
obsahu proteinli béhem fermentace, jejich odbourdni, zabudovani do vétSich struktur. Pocet
peptidii na konci fermentace je vSak téméf stejny jako na zacatku, lisi se v8ak slozeni.*®

Zvysovani celkové koncentrace volnych aminokyselin v kakaovém bobu béhem prvnich
24 hodin fermentace je vysvétleno proteolytickou aktivitou aspartylendoproteazy
a karboxypeptidazy, kterym jsou vystaveny zasobni proteiny kakaovych bobl. Koncentrace
kyselych aminokyselin vSak klesla o 30 % v dusledku poklesu koncentrace kyseliny glutamové
a asparaginu. Koncentrace hydrofobnich aminokyselin béhem fermentace stoupd, tyto latky
jsou prekurzory specifického aroma. Aspartylprotedza preferenéné §tépi proteiny v blizkosti
hydrofobniho  zbytku aminokyseliny, ¢imz produkuje hydrofobni oligopeptidy.
Karboxypeptidaza $tépi tyto oligopeptidy na hydrofilni oligopeptidy a hydrofobni volné
aminokyseliny, coZ je prospé$né pro vyvin prekurzorii aroma.’® Enzymaticka hydrolyza

-----

Volné aminokyseliny jsou prekurzory aroma, které vznika jejich degradaci ¢i jejich syntézou.
Profil zastoupeni aminokyselin v nefermentovaném a fermentovaném kakaovém bobu
je ptilozen v tabulce (viz Tabulka 2). Kvasinky pfeméni volné aminokyseliny na vyssi alkoholy
v Ehrlichové enzymatické draze. Vys$si alkoholy mohou byt esterifikovany za vzniku
aromaticky aktivnich ester. Vys$i teplota fermentace iniciuje Maillardovu reakci.
Aminokyseliny jako wvalin, leucin, izoleucin jsou prekurzory 2-metylpropanalu, 3-
metylbutanalu, 2-metylbutanalu. Fenylalanin je prekurzor 2-fenylacetaldehydu, benzaldehydu
a acetofenonu a cystein a methionin jsou prekurzory dimetylsulfidu a methionalu.’® B&hem
fermentace dochazi ke zvyseni volnych hydrofobnich aminokyselin, avsak k poklesu volnych
kyselych aminokyselin. Hydrofobni aminokyseliny, jako leucin, alanin a fenylalanin, jsou
reaktanty k produkci Streckerovych aldehydt a pyrazinQ. Tryptofan je pfeménén na biogenni
aminy, 5-hydroxytryptamin a tryptamin. Hydrofobni oligopeptidy jsou substratem
serinkarboxyexopeptidazy. Dekarboxylace aminokyselin béhem fermentace vede také
k produkci biogennich amind (2-fenyletylamin, 2-metylpropylamin, 2-/3-metylbutylamin).®
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Tabulka 2: Profil zdkladnich aminokyselin nefermentovanych a fermentovanych kakaovych

bobii.>°

Aminokyselina Nefermentované [mg-g’'] Fermentované [mg-g’']
Lys 42,0 52,6
His 20,0 23,3
Arg 43,6 51,4
Asp 100,0 82,5
Thr 29,9 233
Ser 23,7 32,6
Glu 128 153
Pro 12,5 12,5
Gly 20,5 32,0
Ala 29.8 40,1
Cys 7.8 6,9
Val 32,1 35,1
Met 9,9 8,0
Ile 21,4 29,3
Leu 72,2 62,4
Tyr 18,6 27,0
Phe 28,6 36,3

2.2.1.5 Flavonoidy, alkaloidy, tokoferol

K poklesu 80-90 % celkovych polyfenolii dochazi béhem prvnich dvou dni fermentace. Tato
zmeéna je vyvolana difuzi rozpustnych polyfenolli a odtokem z kakaovych bobt se stavou,
enzymatickou oxidaci a neenzymatickou oxidaci, hydrolyzou anthokyani, oligomeraci
produktli oxidace. Enzymaticka oxidace polyfenoloxiddzou ¢i peroxidazou je silné€ inhibovana
ptitomnosti vzduSného kysliku a po 24 hodindch je ucinnost enzymu sniZena na jednotky
procent puvodni rychlosti. Produkty oxidace, chinony a semichinony, mohou polymerovat,
pusobit jako chelata¢ni €inidla ¢i ddle oxidovat za tvorby hnédych struktur. Neenzymaticka
oxidace polyfenoli probiha dale také pii suSeni a praZeni. Produkty oxidace mohou
polymerovat a plisobit jako chelata¢ni Cinidla.

Katechiny jsou bezbarvé. Hnédy pigment vznika jejich oxidaci. Prokyany jsou mirn€ nazloutlé
az oranzové¢. Faktory, ovliviiujici barvu anthokyant, jsou struktura molekuly, pfitomnost
nekterych enzymu, pH prostiedi, teplota a pritomnost kysliku. Nefermentovana semena maji
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nazloutlou barvu diky vysokému obsahu prokyaninu, katechinu a epikatechinu. Nasleduje
odbarveni semen pies bilou na lehce nartizovélou barvu. Snizenim pH (4-4,5) dojde k oxidaci
anthokyanu na karbinolovou pseudobézi. V dalsi fazi fermentace dochazi ke zvySeni pH (5-7)
a prokyaniny piechazeji do neutrdlni chinoidni baze a spole¢né s produkty oxidace zabarvuji
semena do Cervena. A v posledni fazi dochazi k tvorbé melanoidinii a zhnédnuti bobti.

Pro ptenos pozitivnich ucinkd polyfenold, tokoferoll i alkaloidi do produktl je fermentace
omezena na krat$i Cas, mize byt také zamezeno prazeni. Povédomi o antioxidacni aktivité
polyfenolt a jejich blahému vlivu na lidsky organismus je diivodem pro soudobé vyzkumy
vedeni fermentace k produkci kakaa s vysokym obsahem polyfenoli. 5%-38:61:62.63

2.2.1.6 SuSeni

Suseni mlze byt vedeno ptirozené na slunci ¢i uméle v haldch. Nepfirozené suseni mize vést
k vyvinu benzinového ¢i gumového aroma, na druhou stranu umoziuje rychlej$i vysuSeni
a vyssi homogenitu. Tato cesta je proto vyhodnéjsi pro suseni ,,bulk* kakaovych bobti. Dochazi
k difuzi alkaloidt z jadra kakaového bobu do jeho slupky, kterd je odpadnim produktem vyroby.
Neenzymatické oxidacni procesy, zapocaté ve fazi fermentace, pokracuji diky zvysené teploté
asnizujici se vlhkosti. Dochazi kredukci kyselé, hoiké a trpké chuti a vyvinu
charakteristického hnédého zbarveni.®* Redukujici cukry s aminokyselinami reaguji za vzniku
hnédych pigmentt, tzv. Maillardova reakce. Dochazi také k syntéze pyrazinii Streckerovou
degradaci.

2.2.2 Vyvin tékavych latek technologickou vyrobou ¢okolad
2.2.2.1 Praieni

PraZeni je proces vyvinu barvy, aroma, chuti a kiehké struktury. Jde o zménu fyzikalnich
i chemickych vlastnosti. Chemické reakce, které v této fazi maji sviij vyznam jsou Maillardova
reakce, karamelizace, Streckerova degradace, oxidace lipidl a oxidativni degradace fenolt.

Maillardova reakce je reakce karbonylové skupiny redukujiciho cukru a nukleofilni aminové
skupiny aminokyseliny (peptidi ¢i proteinlt). Mze dojit ke vzniku kondenzatu, Schiffovy baze
a Amadoriho ¢i Heynsova pfesmyku. V prvni fazi jsou produkty mensi molekuly, které nemaji
hnédé zbarveni, ale jsou vyznamnymi chutovymi latkami. Kondenzace reaktivnich
intermediatd v pozdéjsi fazi reakce vede ke vzniku vysokomolekularnich polymerd hnédé
barvy, melanoiding, jejichz velikost je v jednotkach az desitkach kilodaltonti. Vysoky obsah
polyfenolti, nizk4 teplota, odstranéni jednoho z reaktantd, stfedné az silné kyselé pH muze
inhibovat Maillardovu reakei.®> Oxidace lipidd v p¥itomnosti kysliku a vysoké teploty vede ke
vzniku struktur s vysoce reaktivni karbonylovou skupinou, které ochotné reaguji s aminovou
skupinou.®¢

Melanoidiny mohou mit troji strukturu. Jsou to polymery furanovych ¢i pyrrolovych jednotek,
struktury se sacharidovym skeletonem, ktery vznikl aldolovou kondenzaci degradovanych
cukrii s dusikatymi rezidui a proteinové struktury vzniklé cross-linkem mezi proteiny
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a nizkomolekularnimi slou€¢eninami z pokrocilych stadii neenzymového hnédnuti. Reaktivni
karbonyl miizou vSak nabidnout i polyfenoly ¢i lipidy. Studie prokazala, ze teplota nad 135 °C
a vlhkosti 0,3 % vede k vyznamné vy$sim vytézkim melanoidini.®” Melanoidiny jsou
vyznamné nejen pro senzorické vlastnosti, ale také pro svoji antioxidacni aktivitu,
protizanétlivost a funkénost prebiotika.®®

Streckerovou degradaci vznikaji slouCeniny jako 2-etylpropanal, 2-metylbutanal, 3-
metylbutanal 1 pyraziny jak znazorfiuje obrazek (viz Obrdzek 4). Pyraziny jsou dilezité pro
vyvin typického Cokolddového aroma, jsou vyznamné i diky svému vy$Simu podilu mezi
t€kavymi latkami. Nizky obsah vice substituovanych pyrazini vznika jako metabolit pfi
fermentaci ¢innosti Bacillus subtilis (tetrametylpyrazin) a bakteriemi predevsim.
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Obrazek 3: Schéma Streckerovy degradace.””
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Obrazek 4: Schéma syntézy pyrazini.*
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Karamelizace je reakce jednoduchych cukrt, které jsou neenzymaticky dehydratovany vlivem
vysokych teplot (nad 110 °C) a nizké vlhkosti. Schéma je na obrazku (viz Obrazek 5). Produkty
jsou vyznamnymi chutovymi, vonnymi i barevnymi latkami.

-3H,0 0 =0
=
H
OH
_3H20 Ho/\loh
OH 1 / \0

Obrazek 5: Dehydrogenace cukrii.”

0 OH
0

HO

e
!

OH

HO

|

HO

O
{i
\

OH

2.2.2.2 KonSovani

Pti konSovani dochdzi k odstranéni neptijemnych tékavych latek a upravy textury ¢okolady
pomoci vyssi teploty a aerace. Obsah kyselin, pyrazint, fenoll, aldehydi a ketonii béhem
procesu klesd téméf o polovinu. Nové vznikaji 2-deken-1-ol, hexadekanova kyselina, 2-
metylheptadekan, 2-oxoetylester kyseliny propanové. Doslo k nartstu alkohold. Béhem
kapalné fdze dochéazi k nejmarkantnéjSimu poklesu poctu i obsahu kyselin, pyrazint,
benzaldehydu a nartst v obsahu 2-metylpropanolu a 2-metylheptadekanu. Obsah polyfenolt,
kofeinu a theobrominu klesd o 11-3 %. Touto upravou dojde ke zméné ze zelené nakoufené
viné v ofechovou, sladkou a karamelovou.”’

2.3 Cokolada

Cokolada je polotuha suspenze pevnych ¢astic cukru a kakaa v tukové fazi. Primarné ji 1ze délit
na tmavou, mléénou a bilou.”! Jeji senzorické atributy zahrnuji vzhled (barva, lesk), texturu
(struktura, lom, tvrdost, pis€itost), vlastnosti povrchu (vlhkost, kluzkost), aroma (viné, chut’)
a dali (rozpustnost, doznivani).”?

Tukova faze ovlivituje rozpousténi a pocit v ustech. Béhem rozpousténi ¢okolady v ustech
dojde ke ztekuceni tuki, které se misi se slinami a rozpousti Castice cukru. Lipidy a Céstice
kakaa pokryji epitel dutiny tstni. Vniméni chuti ovliviiuje distribuce velikosti ¢astic a sloZeni.
Reologické vlastnosti ¢okolady jsou upravovany technologickym zpracovanim pro vysokou
kvalitu produktu a dobfe definovanou texturu.”!
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2.3.1 Legislativa

Dle platné legislativy Ceské republiky je ¢okoldda délena do nékolika skupin uvedenych
v tabulce (viz Tabulka 3) sjejich vykladem. Pro tucely této diplomové prace je vSak

vvvvvv

vyhlasky jsou tyto: nejméné 18 %nmot. kakaového masla, nejméné 14 %onmor tukuprosté kakaové
susiny a nejméné 35 Y%nmot celkové kakaové susiny (Yonmot j€ VztaZzeno na susinu).’

Tabulka 3: Rozdéleni cokolad dle legislativy.’

Nazev Popis

Cokolada (hotka | Potravina vyrobena z kakaovych souéasti, piirodnich sladidel, sladidel)
cokolada) nebo jejich kombinaci (dale jen "sladidel"), pfidatnych latek nebo latek
urcenych k aromatizaci, poptipad¢ z dalSich slozek, a ktera vyhovuje
pozadavkim uvedenym v ptiloze €. 9.

Mlécna Cokolada | Potravina vyrobend z kakaovych soucésti, sladidel, mléka nebo
mléénych vyrobkl, poptipadé z dalSich slozek, a ktera vyhovuje
pozadavkim uvedenym v ptiloze €. 9.

Bila ¢okolada Potravina vyrobena z kakaového masla, mléka nebo mlécnych vyrobkd,
sladidel, poptipad¢ z dalSich slozek, a ktera vyhovuje pozadavkiim
uvedenym v pftiloze €. 9.

PInéna Cokolada | Potravina, jejiz vnéjsi vrstva je sloZzena z Cokolady, mlééné Cokolady,
family mlé¢né Cokolady nebo bilé Cokolady; vnitini népli nesmi byt
slozena z pekaiskych vyrobkl nebo mrazenych krémi (zmrzliny); vnéjsi
cokoladovy podil musi €init nejméné 25 % celkové hmotnosti vyrobku.

Chocolate a la | Cokolada vyrobena z kakaovych soudasti, sladidel, mouky nebo
taza pSeni¢ného, ryZzového nebo kukuii¢ného skrobu, piicemz obsah mouky
nebo Skrobu je nejvySe 8 % celkové hmotnosti, a ktera vyhovuje
pozadavkiim uvedenym v pitiloze €. 9.

Chocolate Cokoldda vyrobena zkakaovych soudasti, sladidel, mouky nebo
familiar a la taza | pSeni¢ného, ryzového nebo kukuficného Skrobu, pficemz obsah mouky
nebo Skrobu je nejvySe 18 % celkové hmotnosti, a kterd vyhovuje
pozadavkiim uvedenym v pitiloze ¢.9.

Family  mlécna | Potravina vyrobend z niz§iho podilu kakaovych soucésti, sladidel
cokolada a vys$iho podilu mléka nebo mlécnych vyrobki, a kterd vyhovuje
pozadavkim stanovenym v piiloze €. 9.

2.3.2 Technologie vyroby

V soudasné dobé probihd globalizace vyroby &okolady. Rada svétovych vyrobcti vyrabi
kakaovou hmotu, ktera je skupovana vyrobnimi fetézci a tovarnami bud’ tekutou v kontejnerech
anebo v pevném stavu. Dalsi velci vyrobci nakupuji cokolddovou hmotu. Objevuji se vSak
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spotiebitelé, kteti ocenuji cokoladu z urcité péstitelské oblasti, které motivuje podpora tzv. ,fair
traid* vyrobcii. Do poptedi se dostava nizko objemova vyroba cokolady z kakaovych bobii,
kterd se stava popularnéjsi. Jsou zakladany malé spolecnosti, které vyuzivaji mensi strojni
zafizeni a vyrabé&ji ¢okoladu z kakaovych bobtl z urcité péstitelské oblasti, tzv. ,,bean to bar*
produkce.

V Ceské republice je také nékolik desitek téchto mensich firem. Vyrabi ¢okolady ze smési
kakaovych bobt z riznych péstitelskych oblasti ,,blend* i z kakaovych bobt jediného ptivodu
vyrobenych pouze z kakaovych bobt, pies piidani cukru a emulgétoru (nejcastéji sdjovy
lecitin) ptipadné mléka (nejCastéji susené) a dale pevnych piimési ¢i aromat (vanilin). Takové

tabulky mohou byt ocenény Academy of Chocolate, ktera udéluje nejprestiznéjsi ocenéni.”®’

2.3.2.1 Suroviny

Zékladni surovinou pro vyrobu hotké Cokolady jsou kakaové boby, které jsou zpracovany
na kakaové maslo a kakaovy praSek. Dalsi suroviny jsou cukr a piipadné lecitin. Odpadnim
produktem jsou slupky a klicky kakaovych bobl. Nahrazky kakaového masla v podobé
rostlinnych tukti mohou byt maximélné 5 % dle platné legislativy.”

Kakaové maslo vynikd svym sloZzenim mastnych kyselin a vlastnosti krystalizace
do 6 polymorfismtli. Nejvice zastoupené¢ mastné kyseliny jsou palmitova (P), stearova (S)
a olejova (O) kyselina a nejvice zastoupené triacylglyceroly jsou v tomto slozeni: POP, POS,
SOS. Polymorfismus je schopnost krystalizovat v riznych krystalickych forméch. Diky témto
informacim je mozné ptredchazet tukovému kvétu, ktery je nasledkem vzniku 6. polymorfismu
kakaového masla pii skladovani za nevhodnych podminek (kolisajici teplota, vlhkost).
Pti vyrobé ¢okolady je cilem 5. polymorfismus s teplotou tani 31 °C. Tekuté kakaové maslo je
ochlazeno z 60 °C na 4 °C, nasleduje temperace, krystalizace kakaového masla a uskladnéni
7 dni pii teploté 25 °C, tzv. zrani Cokolady. Kakaovy prasek je alkalizovan kvuli vyvinu tmavé
barvy a obsahuje 20-24 % kakaového masla.”®””

2.3.2.2 Technologie a zarizeni

Schéma vyroby ¢okolady je zndzornéno na obrazku (viz Obrazek 6). Kakaové boby jsou ¢istény
od prachu pomoci vibracnich sit a mé¢enim v prackach a magnety od kovovych ¢astic. Béhem
prazeni dochézi k chemickym a fyzikdlnim zménam, sniZeni vody na 2-3 %, sniZeni obsahu
tékavych latek (kyselina octova, tfislovina, polyfenoly) a vyvinu barvy. Prazit 1ze cel¢ kakaové
boby, kakaovou drt’ anebo kakaovou hmotu, rozdilné jsou ztraty kakaového masla a rozlozeni
teploty ve hmot€. Odpadem tohoto kroku jsou po drceni slupky a klicky. Kakaova drt’ je mleta
na kakaovou hmotu za uvolnéni tuku a jeho tani.

Kakaové maslo je vyrabéno lisovanim na hydraulickych lisech alkalizované kakaové hmoty
za pouziti KoCO3, NaxCOs3 a (NH4)2COs. Dochézi tak k tmavnuti tfislovin a uvoliovani tuku.
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Vylisovanim jsou ziskdny kakaové pokrutiny, které jsou rozemilany na kakaovy prések,
ktery tvofi ¢astice o velikosti 20-50 um.

Dal8im krokem je miseni kakaové hmoty s cukrem a kakaovym maslem v michacich strojich
(kontinuélni &i periodické), &imZ vznika Eokoladova hmota. Cokoladovou hmotu je tieba dale
dispergovat a zjemnovat valcovanim na valcovacich stolicich, ¢imz dojde ke zvétSeni povrchu
castic a jejich zmenSeni. KonSovani zabezpeci dalsi zuSlechténi sypké hmoty, odstranéni
nepiijemnych tékavych latek, snizeni obsahu vody, zjemnéni pomoci michani, roztirani
a provzduSiovani. Hoiké cokolady jsou konSovany asi 24 hodin pii teploté 65-90 °C. Ve fazi
homogenizace je mozné pfidat lecitin, ¢imZ je zabezpeceno rovnomérné rozptyleni tuku
po povrchu pevnych castic.

Nasleduje temperace, pii niz jsou nejprve rozpustény krystaly kakaového masla, nasledné
je iniciovana jejich krystalizace. Nakonec jsou odstranény nestabilni formy krystali kakaového
masla a zachovan 5. polymorfismus. Vytemperovana ¢okolada je ddvkovana do forem ve tvaru
tabulky, zbavena vzduchovych bublin pomoci vibracni drahy, chlazena a vyklepavana z formy.
Dalsi vychladnuti a dokonc¢eni krystalizace ma velky vliv na vytvofeni tukového ¢i cukerného
kvétu.”
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Obrdzek 6: Schéma technologie vyroby cokoldd, kakaového masla a kakaového prasku.”

2.3.3 Chemické sloZeni ¢okolady
2.3.3.1 Lipidy

Kakaové maslo obsahuje vice nez 70 % triacylglycerold, které zahrnuji 1-palmitoyl-3-stearoyl-
2-oleoglycerol (POS), 1-distearoyl-2-oleoylglycerol (SOS) a 1,3-dipalmitoyl-2-oleoylglycerol
(POP). Pomérny obsah mastnych kyselin triacylglyceroli cokolady, kakaového masla, je
uveden v tabulce (viz Tabulka 4). V pfipad¢ hotkych cokoldd se béhem procesu méni
minimalné. Kakaové maslo je mozné nahradit mléEnym tukem ¢i ndhradami (pouze ekvivalenty
do 5 %). Nahradami jsou rostlinné tuky (palmovy olej, palmojadrovy olej, mangojadrovy olej,
slune¢nicovy olej, bambucké maslo apod.) a jejich smés &i enzymaticka uprava. 808!
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Tabulka 4: Obsah mastnych kyselin kakaového masla.*

Mastna kyselina Obsah [%]
Palmitova 24,5-33,7
Stearova 33,7-40,2
Myristova 0-4
Arachidova 1
Laurova 0-1
Olejova 26,3-35
Palmitoleova 0-4
Linoleova 1,7-3
o-Linolenova 0-1
Ostatni 1,6

2.3.3.2 Sacharidy

Obsah sacharidii v ¢okolddé je 40-50 % a sachardza tvori 55 %.%? Pii tradi¢ni vyrobé ¢okolad
je pouzivana sacharo6za (titinovy cukr, fepny cukr). Vyrobci maji moznost vybéru z bezpoctu
sladidel. Nutritivnimi sladily jsou cukerné alkoholy (sorbitol, mannitol, xylitol, isomalt,
erythritol, laktitol a maltitol) a disacharidyl (trihaldza, tagatéza, izamaltul6za). Nenutritivnimi
sladily jsou aspartam, sacharin, neotam, steviol apod.®*

2.3.3.3 Proteiny

Obsah proteintl v cokoladach miize byt navysen pifidavkem kakaa, mlééného ¢i rostlinného
proteinu a jeho hodnota se proto mtze pohybovat od jednotek po desitky procent. Soucasny
trend navySovani bilkoviny v potraviné pfinesl i moznost pfidavat do cokolad biomasu.
Ptidavek 2 % biomasy Arthrospira platensis (Spirulina) zpisobil dvojnasobné navySeni
bilkovin ¢okolady.®*

2.3.3.4 Flavonoidy, alkaloidy

Nejvyssi obsah téchto latek byl zjistén v Cokoladach vyrobenych z kakaovych bobi var.
Forastero. Alkaloidy prevysuji flavonoidy v obsahu (57,5 %), patii sem theobromin a kofein.
Polyfenolové kyseliny (2,6-9,1 % celkovych polyfenolil) ¢okoldd jsou predev§im kyselina
skoficova, chlorogenova, ferulova, kdvova, kumarova a benzoova a nejvetsi pocet téchto latek
spada do skupiny protokatechové kyseliny (85 % polyfenolovych kyselin). Cokolady z bobui
var. Forastero obsahuji az dvojnasobek téchto latek ve srovnani s cokolddami var. Criolo
i Trinitario. Flavanoly (katechin a epikatechin) a prokyanidiny tvofi nejvice zastoupenou
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skupinu flavonoidt (47,0-52,8 %). Dalsimi flovonoidy s vysokym obsahem jsou naringenin-7-
rhamnosidoglusodi, quercetin-3-D-galaktosid, quercetin-3-D-rhamnosid, kaemferol-3-O-
rutinosid, luteolin, apigenin-8-C-glukosid, apigenin-7-rutinosid a amentoflavon.*’

2.4 Metody stanoveni tékavych latek v ¢okoladé

Stanoveni t€kavych latek je diky automatizaci pomérné snadné a rychlé. Za kratky ¢as je mozné
analyzovat velké mnozstvi vzorkd. Analyza geografického pivodu produktii i surovin je
prukazem jejich autenticity a chrani vyrobce i spotiebitele. Nékteré studie se zaméifuji na
vyhledavani specifickych chemickych ,markert* v potravinach, napt.. med®®, olej®’,
brambory®®, houby®’, ocet” atd.

2.4.1 Uprava vzorku, extrakce a izolace tékavych litek

Vzorek ¢okolady je nejprve nutné rozmélnit na prasek. V ptipadé analyzy kakaovych bobt je
tteba rozhodnout, zda jsou analyzovany tékavé latky ze slupky ¢i jadra, danou Cast separovat
a nasledné rozmélnit a homogenizovat. Nasleduje extrakce t€kavych latek z matrice s vysokym
obsahem tuku, coz je problematické, protoze triacylglyceroly i t€kavé latky jsou extrahovany
spole¢né.”! Nasledujici kroky mohou byt tyto:

e Destilace

Destilace s vodni parou umoziuje oddéleni t¢kavych latek za nizsich teplot nez bodu varu latek
a je tak zabranéno jejich ztratdm. Tékavé latky jsou extrahovany do ultra Cisté vody
a destilovany s vodni parou. Chlazeni piedlohy zabranuje ztratim nedostatecné ochlazenych
latek pred vytékdnim. Roztok je pak extrahovan izooktanem a je odebran extrakt organické faze
k detekci.”?

e Extrakce kapalina-kapalina

Dal8i moznosti je pouziti organickych rozpoustédel. Upraveny vzorek je tfeba nékolikrat
extrahovat hexanem a centrifugovat a poté nékolikrat extrahovat metanolem. Po spojeni obou
extraktl je odd¢len hexanovy extrakt s triacylglyceroly. Lze zde vyuzit tzv. ,,0iling-out effect*.
Triacylglyceroly extrahované do hexanu zplsobi jeho niz$i rozpustnost v metanolu.
K metanolovému extraktu je pfidana voda, ¢imz je oddé€lena Cast hexanu diive rozpusténa
v metanolu. Metanolovy extrakt s tékavymi latkami lze zfedit vodou a dichlormetanem.
Po jejichn¢kolikandsobné extrakci dichlormetanem je extrakt upraven dehydrataci pomoci
bezvodého Na>SOs a zakoncentrovan pomoci destilacni kolony. Timto zpiisobem je
minimalizovéana ztrata t€kavych latek a zaroven zabezpecen vysoky vytézek. Nevyhodou této
metody je vSak nepatrné rozpousténi hexanu v metanolu a pouzivani mnozstvi organickych
rozpoustédel.”
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e SAFE (,,Solvent assisted flavour evaporation®)

Izolace tékavych latek pomoci SAFE je moZzna pouze ze S§tav, roztokl, extrakti.
SAFE se sklada z difuzni pumpy, vakuové pumpy, pritoku a odpadniho vyvodu, pracuje za
velmi nizké teploty (-196 °C) a vysokého vakua (102-107 Pa). Schéma je na obrazku
(viz Obrazek 7). Vzorek je nejcastéji extrahovan dichlorometanem a homogenizovan. Tékavé
latky jsou z organické faze oddéleny destilaci pomoci SAFE, vytézek je mozné promyt vodnym
roztokem NaHCO;3 a nasycenym roztokem NaCl. Neutralni té¢kavé latky jsou obsazeny
ve spodni vrstvé. Kyselé tékavé latky, obsazené ve vrchni vodné fazi, je nutné okyselin pomoci
HCI a extrahovat dichlormetanem.®*

e HS-SPME

Je velice Casto pouzivanou metodou. Neni vSak vhodna pro extrakci latek s vysokym bodem
varu, vysokou molekularni hmotnosti a silnou vazbou k matrixu. Dalsi informace jsou uvedeny

v kapitole 2.4.3.1.

Ptikapavaci
nalevka

g |

- E_

4 1-\‘-". — -
Vodni lazen ] R B @)
— N s | ; T |
i
r; X nooo {
;’"’ \ _ — Al |
Vzorek Chlazeny destilat Vakuova pumpa

Obrazek 7: Schéma SAFE.”’

2.4.2 Stanoveni tékavych latek
e GC-MS (Plynova chromatografie s hmotnostni detekci)

Tato metoda je pouzivana pro detekci tékavych latek ve vzorcich ¢okolad nejcastéji.”?
e GC-FID (Plynové chromatografie s plamenovym ionizacnim detektorem)

Analyza pomoci plynového chromatografu s plamenovym ionizatorem je ¢asto porovnavana
s hmotnostni detekci. Tato metoda disponuje dobrou selektivitou, linearitou a vysSi horni
hranici rozsahu koncentrace. Ionizace probiha v proudu elektronii.®?
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e SIFT-MS (Hmotnostni spektrometrie v proudové trubici s vybranymi ionty)

Umoznuje analyzu tékavych latek v redlném Case bez nutnosti jejich extrakce. Analyzovan je
vzduch s vypary, ktery putuje pfimo do ptfivodu pfistroje a prvnim krokem je ionizace
magneticky indukovanou plazmou, nasledné jsou vznikl¢ ionty vzorku navedeny na kvadrupol,
kde se odstini frakce iontd podle poméru hmotnosti a néaboje, nasledn¢ pokracuji
do hmotnostniho spektrometru. Dochazi k dal$i ionizaci, analyze iontu, jeho detekci
a identifikaci na zdklad€ porovnani s knihovnou. Metodu lze vyuzit k optimalizaci technologie
vyrobniho procesu v kterékoliv fazi manipulace s potravinou a analyze vzorku tékavych latek.”®

e (GC-olfaktometr

Odtok z plynového chromatografu je paralelné veden do konven¢niho detektoru a ¢ichaciho
portu a vini vyhodnocuje Skoleny hodnotitel. Problém muze nastat, pokud cichaci port
a detektor pracuji pod riznymi tlaky (typicky MS ve vakuu x port v atmosférickém tlaku), pak
je tteba vyrovnat odchylku v retencnich casech pomoci restriktoru. Vlastnosti latek,
které ovlivni analyzu, jsou prah vnimani, préh rozpoznani, fyzikalni a chemické vlastnosti
(te¢kavost, rozpustnost ve vodé¢ a tucich), intenzita, hedonicky ton, kvalita a molekularni
struktura. K detekci dochazi pomoci frekven¢nich metod (tym hodnotitelti analyzuje jeden
vzorek, analyzuji t€kavou latku v dany retencni ¢as), fedéni k prahové hodnoté (udava kvantitu
na zédkladé¢ poméru koncentrace ve vzorku a vzduchu), pfimd intenzita (intenzita a trvani
je méfeno pomoci rznych stupnic), metoda upravy vzorku. Metodou Ize zjistit pfimou reakci
¢ichového vjemu hodnotitele a pouziti je predevsim pro studium aromatického profilu vzorku,
jeho zmény a odlisnosti v piibuznych potravinach.”"’?

e FElektricky nos

Tento pfistroj obsahuje senzorové pole s nespecifickymi, biologickymi ¢i chemickymi senzory.
Zapach generuje charakteristicky otisk odezvy senzord, ktery je porovnavan s databazi vzort
téchto otiskil k jejich rozpoznani a identifikaci. Piistroj se sklada ze systému jimani t€kavych
latek ze vzorku, detekce stimulu a systému zpracovani dat. Detek¢nim systémem mohou byt
hmotnostni spektrometr, spektrometrie iontové mobility, piezoelektrické, elektrochemicke,
optické, kalorimetrické senzory. Systémem zpracovani dat je zaloZen na technice rozpoznani
vzorku. Obraz signalu komplexniho vzorku, generovaného kazdym senzorem, je identifikovan
bez nutnosti rozpoznavani jednotlivych komponent.”®*?

2.4.3 Pouzita metoda

Metoda ,head-space” mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni s plynovou chromatografii
s hmotnostni detekci je metoda, kterda mad v oboru Potravindiské chemie Siroké vyuziti.
Byla pouzivana pro studium tékavych latek koteni'®, alkoholickych napoja'®! a dalsich
potravin, déle pro identifikaci markert ke studiu autenticity potravin'%? 103
i optimalizace vyrobnich procesti!®. Metoda je pouZitelnd pro viechny analyty, které maji

dostate¢nou afinitu k sorp¢ni fazi vzorkovaciho vlédkna a jsou dostatecné tékavé a termostabilni.

, pro detekci pesticidl
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2.43.1 Head-space mikroextrakce tuhou fazi

Tento krok zabezpecuje kromé extrakce analytu také zakoncentrovani a transfer do kolony
chromatografu, ¢imz zna¢né ulehcuje proces ptipravy vzorku k analyze. Mikroextrakce tuhou
fazi zahrnuje dva rovnovazné procesy, kterymi jsou latkovd vyména mezi matrici vzorku
a ,.head-space* a latkova vyména mezi ,,head-space* a vlaknem se sorbentem.!® Cely proces
je rozdélen do tfi krokt, které jsou zndzornény na obrazku (viz Obrazek 8). Pri¢emz vykon
mikroextrakce zavisi na chemickych a fyzikdlnich vlastnostech analytu, typu sorbentu,
extrakénim case a teplot.!% Na obrazku 9 je schéma zafizeni pro mikroextrakci tuhou fazi.

SPME drzak

SPME ochranna jehla

Vzorek

Plotynka » RSN

Proniknuti Expozice Vtahnuti
septem vlakna vlakna

Obrazek 8: Extrakce pomoci SPME zarizeni ve tiech krocich.'"

‘ Pist

|' — Drzak
l - Zarazka pistu

| |—Zditka

_ Prizor

Vodié jehly

“—(3~ Pruzina

~Té&snici septum ; /

'. /
Jehla
Spojovaci kapilara

: Kfemikové vlakno—— —

Obrazek 9: Zarizeni pro SPME. 193
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2.43.2  Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

Plynovéa chromatografie je separacni technika, jejimz principem je rozdéleni koncentrace
analytu mezi stacionarni a mobilni fazi na zékladé¢ adsorpce a rozpousténi, pficemz
se pfedpoklada, Ze toto rozdéleni je rovnovazné. Chromatograficky déj je sledovan méficim
zafizenim, jehoz signdl je funkci mnozstvi analytu a citlivosti pro kvalitativni a kvantitativni

uréeni analytu.!%%110

Hmotnostni detekce je zalezena na hmotnostni spektrometrii. Hmotnostni spektrometr
je analyzator, ktery ionizuje eluat, nasledn¢ smés ionti usporada dle jejich poméru hmotnosti
a naboje za uziti elektrického ¢i magnetického pole ¢i jejich spojeni. Usporadané ionty jsou
detekovany a vystupem je spektrum zavislosti intenzity signalu na poméru hmotnosti a naboje.
V tomto systému je zasadni vykon vakuového systému.'!!

Spojeni plynové chromatografie a hmotnostni detekce bylo pouZivano uz od roku 1957.!'?
Schéma zatizeni je nacrtnuto na obrazku (viz Obrazek 10).

Vzorek/autosampler

Nastiik

Regulator tlaku

Vyhodnocovaci zatizeni

Zasobni lahev

s nosnym plynem / MS detektor

Kolona Termostat a vakuovy systém

Obrazek 10: Schéma zarizeni.'”
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1
3.1.1

Laboratorni vybaveni
Pristroje

Plynovy chromatograf Trace™ 1310 se split/splitless injektorem (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA),

hmotnostni detektor ISQ™ LT Single Quadrupole (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA),

knihovna spekter NIST/EPA/NIH, Verze 20 (Gaithersburg, Maryland, USA),

pocita¢ PC, Intel Pentium Procesor s programem Xcalibur 2.2 (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA).

Chemikalie

Nosny plyn — Helium, &istota 4.8., v tlakové lahvi s redukénim ventilem (SIAD, Ceska
republika).

Pracovni pomiicky
SPME vlakno, DVB/CAR/PDMS 50/30 um Supelco, Bellefonte, Pensylvania, USA,
vialky Headspace 10 ml se Sroubovacim magnetickym uzévérem,

bézné laboratorni sklo.

3.2 Podminky analyzy

3.2.1
[ ]
[ ]

322

Podminky HS-SPME extrakce
Doba temperace: 10 minut,
doba extrakce: 20 minut,
teplota agitatoru: 40 °C,
agitator zapnuty: 5 s,

agitator vypnuty: 60 s,
mnozstvi vzorku: 1,5 g,

hloubka ponofeni vlakna do vialky: 20 mm.

Podminky GC-MS analyzy
Kapilarni kolona TG-WaxMS (30 m x 0,25 mm x 0,5 um),
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e teplota injektoru 240 °C,

e doba desorpce: 20 minut,

e davkovani: splitless, ventil uzavien 10 minut,
e hloubka ponoteni vlakna do injektoru: 40 mm,
e nosny plyn: helium, pritok 1 ml-min™,

e teplotni program: 40 °C s vydrzi 1 minutu, vzestupny gradient 5 °C-min’' do 220 °C s
vydrzi 22 minut, celkové doba analyzy 60 minut,

e hmotnostni detektor v modu EI: energie ioniza¢nich elektronii: 70 eV, teplota iontového
zdroje: 200 °C, skenovaci rozsah m/z: 30-370 amu, rychlost skenovani: 0,2 s.

3.3 Vyhodnoceni vysledku analyzy

Identifikace t€kavych latek probéhla na zdkladé srovnani hmotnostnich spekter s knithovnami
spekter pomoci programu Xcalibur 2.2, byly tak ziskdny hodnoty reten¢niho ¢asu, procentualni
shody hmotnostnich spekter vzorku s knihovnou a plochy piku. Vysledky méfeni byly
zpracovany pomoci MS Excel. V ramci statistického zpracovani byl vypocitan retencni Cas
jednotlivych tékavych latek a jeho smérodatna odchylka. Obsah identifikovanych sloucenin
je vyjadien semikvantitativné pomoci ploch jednotlivych pikti a vyjadien v procentech ze sumy
plochy identifikovanych pikii. VSechny vzorky byly analyzovany dvakrat (n = 2).

3.4 Analyzované vzorky

Bylo analyzovano celkem 16 vzorkl: 5 vzorka kakaovych bobt (Peru, Madagaskar, Ekvador,
Tanzanie, Haiti), 5 vzorki ¢okolad vyrobenych z nich, 5 vzorkli ¢okolad s riiznym obsahem
kakaové suSiny z bézné trzni sit€¢ (50%, 70% ,,bio*, 70%, 78%, 90%) a 1 vzorek kakaového
prasku. VSechny vzorky jsou na obrazku (viz Obrazek 11 az Obrazek 19), informace uvedené
na obalu v tabulkach (viz Tabulka 5 az Tabulka 13) a vyzivové udaje jsou shrnuty v tabulce
(viz Tabulka 14). Kody ptidélené jednotlivym vzorklim jsou uvedeny v tabulce (viz Tabulka
15). V8echny vzorky byly skladovany pfi laboratorni teplot¢ na suchém misté. Vzorky
kakaovych bobii i ¢okolady byly rozdrceny a bylo navézeno 1,5 g drti pro analyzu.
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Z NICH

e

Obrazek 11: BIO kakaové boby a BIO 70% tmava cokolada.

Tabulka 5: Informace na obalu vzorku cokolad a bobii z Haiti.

Cokolada Kakaové boby

SloZeni BIO kakaové boby z Haiti, BIO | BIO neprazené¢ kakaové
titinovy cukr. boby z Haiti

Obsah kakaové 70 % -

susiny

Vyrobce Chocolate Hill s.r.o., Zizkova 430/1, 602 00 Brno, CR

37



v® BIO KAKAOVE BoBY
NEPRAZENE

A COKOLADA

T
A
N
z
A |
N |
I |
=

Obrazek 12: BIO kakaové boby a BIO 70% tmava cokolada.

Tabulka 6: Informace na obalu vzorku kakaovych bobii a cokolady z Tanzanie.

Cokolada Kakaové boby

SloZeni

BIO kakaové boby z Tanzanie, BIO | BIO  neprazené

titinovy cukr. boby z Tanzanie.

kakaové

Obsah kakaove
susiny

70 %

Vyrobce

Chocolate Hill s.r.o., Zizkova 430/1, 602 00 Brno, CR

38



59 BIO KAKAOVE BOBY
NEPRAZENE -

Lo —

Obrazek 13: BIO kakaové boby a BIO 70% tmavd cokoldda.

Tabulka 7: Informace na obalu vzorku kakaovych bobii a cokolady z Ekvadoru.

Cokolada Kakaové boby

SloZeni BIO kakaové boby z Ekvéadoru, BIO | BIO neprazené kakaové
titinovy cukr. boby z Ekvadoru.

Obsah kakaové 70 % -

susiny

Vyrobce Chocolate Hill s.r.0., Zizkova 430/1, 602 00 Brno, CR

39




5% BIO KAKAOVE BOBY
NEPRAZENE

—

A COKOLADA

50g9/5g

Obrazek 14: BIO kakaové boby a BIO 70% tmavd cokoldda.

Tabulka 8: Informace na obalu vzorku kakaovych bobui a cokolad z Peru.

Cokolada Kakaové boby

SloZeni BIO kakaové boby zPeru, BIO | BIO neprazené¢ kakaové
titinovy cukr. boby z Peru.

Obsah kakaové 70 % -

susiny

Vyrobce Chocolate Hill s.r.o., Zizkova 430/1, 602 00 Brno, CR
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Obrazek 15: BIO kakaové boby a BIO 70% tmava cokolada.

Tabulka 9: Informace na obalu vzorku kakaovych bobii a cokolady z Madagaskaru.

Cokolada Kakaové boby

SloZeni BIO kakaové boby z Madagaskaru, | BIO neprazené kakaové boby
BIO titinovy cukr. z Madagaskaru.

Obsah kakaové 70 % -

susiny

Vyrobce Chocolate Hill s.r.0., Zizkova 430/1, 602 00 Brno, CR
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Obrazek 16: BIO 70% tmava cokoldda.

Tabulka 10: Informace na obalu vzorku cokolady z Peru.

SloZeni BIO kakaové boby Criollo z Peru, BIO titinovy cukr
Obsah kakaové susiny 70 %
Vyrobce Chocolate Hill s.r.o., Zizkova 430/1, 602 00 Brno, CR
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Pouze 100% pirodni kakao o Iba 1
Jedinetna chut a viné  Jedinetnd chut 3 viia

Obsahuje 20 % kakaového mdsla « Obsahuje 20 % kakaového masla

Obrazek 17: Prirodni kakao.

Tabulka 11: Informace na obalu vzorku kakaového prasku.

SloZeni

Kakaovy prasek ze zemi zapadni Afriky

Obsah kakaového masla

20 %

Vyrobce

Dr. Oetker, s.r.0., Americka 2335, 272 01 Kladno, CR
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TEXCELLENCE

EXCELLENCE

SMOOTH DARK

INTENSE DARK

Obrazek 18: Extra horka cokolada

Tabulka 12: Informace na obalu vzorkii horkych cokolad.

90 % 78 % 70 %

SloZeni Kakaova hmota, | Kakaova hmota, | Kakaova hmota,
kakaové maslo, | kakaové maslo, cukr, | cukr, kakaové maslo,
kakaovy prasek se | kakaovy prasek se | vanilka.
snizenym obsahem | snizenym obsahem
tuku, cukr, vanilka. tuku, bezvody

mlécny tuk.

Obsah kak. susiny

nejméné 90 %

nejméné 78 %

nejméné 70 %

Prodejce

Lindt & Spriingli (CEE) s.r.0., Karolinska 1, 18600 Praha 8§, CR
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Obrazek 19: Cokoldda.

Tabulka 13: Informace na obalu vzorku cokolddy.

SloZeni

Kakaova hmota, cukr, laktéza (mléko), emulgator (s6jovy lecitin),

vanilkovy extrakt

Obsah kakaové suSiny

Nejméné 50 %

Prodavajici

Tesco Stores CR s.r.0., Vrovicka 1527/68b, 100 00 Praha 10
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Tabulka 14: Vyzivove udaje na 100 g kakaovych bobii z Peru (1), Madagaskaru (2), Ekvadoru
(3), Haiti (4) a Tanzanie (5), cokolady z bobii z Peru (6), Madagaskaru (7), Ekvadoru (8), Haiti
(9) a Tanzanie (10), 52% cokolady (11), 70% cokolady (12), 79% cokolady (13), 90% cokolady

(14) a 70% cokolady z ekologické produkce (15) kakaového prasku (16).

Vzorek ¢ 1 2 3 4 5 6 7 8
Energie [KJ] | 2195 2195 2195 2195 2195 1687 1687 1687
Tuky [g] 25 25 25 25 25 15,3 15,3 15,3
Nasycené [g] | 20 20 20 20 20 9 9 9
Sacharidy [g] | 50 50 50 50 50 59 59 59
Cukry [g] 1 1 1 1 1 42 42 42
Bilkoviny [g] | 25 25 25 25 25 15,9 15,9 15,9
Sal [g] 0 0 0 0 0 0,11 0,11 0,11
Vzorek ¢ 9 10 11 12 13 14 15 16
Energie [kJ] | 1687 1687 2143 2350 2384 2483 1687 1589
Tuky [g] 15,3 15,3 29 41 46 55 15,3 20
Nasycené [g] |9 9 17 24 29 30 9 13
Sacharidy [g] | 59 59 52 34 24 14 59 12
Cukry [g] 42 42 47 29 17 7 42 0,09
Bilkoviny [g] | 15,9 15,9 6,8 9,5 10 10 15,9 20
Sal [g] 0,11 0,11 <0,01 | 0,1 0,05 0,03 0,11 0,05
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Tabulka 15: Kody analyzovanych vzorkii.

Vzorek: Koad:
Kakaové boby neprazené Peru A01
Kakaové boby neprazené Madagaskar A02
Kakaové boby neprazené Ekvador A03
Kakaové boby neprazené Haiti A04
Kakaové boby neprazené Tanzanie A05
Cokolada Peru A06
Cokolada Madagaskar A07
Cokolada Ekvador A08
Cokolada Haiti A09
Cokolada Tanzanie A10
Cokolada 50 % All
Cokolada 70 % Al2
Cokolada 79 % Al3
Cokolada 90 % Al4
Cokolada Bio 70 % AlS5
Kakaovy prasek Al6

3.5 Statistické zpracovani vysledku

Ke grafickému zndzornéni rozdili mezi vzorky a zkoumdani korela¢nich vztahli mezi
jednotlivymi parametry byla provedena PCA. Vesker¢ statistické testovani bylo provedeno na
hladin¢ statistické vyznamnosti o = 0,05. Ke statistickému vyhodnoceni byl pozit software MS

Excel dopln¢k XLSTAT 2020.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace je zaméfena na stanoveni t€kavych latek v 5 vzorcich kakaovych bobli a z nich
vyrobenych ¢okolad, dale 5 vzorcich ¢okolad a kakaovém prasku z béznych trznich fetézci.
Kakaové boby maji ptivod v péti statech ze tii kontinentti, Afriky a Severni a Jizni Ameriky,
pfiCemz jsou zastoupeny ostrovni a piimoiské staty: Peru, Ekvador, Madagaskar, Haiti
a Tanzanie.

Cokolady zb&zné trzni sité zahrnuji 70% &okoladu vyrobenou zkakaovych bobt Criollo
ekologické produkce (CZ-BIO-001), 50% cokolddu a cokolddy jednoho vyrobce o obsahu
kakaového prasku 70 %, 78 % a 90%.

Hlavnim zdmérem prace bylo posoudit té¢kavé latky (aromaticky profil) kakaovych bobt
vs. cokolady v zavislosti na geografickém plvodu a produktd deklarovanych jako ,bio*
vs. béznych z trzni sité.

4.1 Identifikace tékavych latek ve vzorcich

Pomoci metody HS-SPME-GC-MS byly identifikovany aromatické latky ve wvzorcich.
Podminky analyzy jsou uvedeny v kapitole 3.2.

Tekavé latky byly rozdéleny do nasledujicich tfid dle jejich chemické struktury: kyseliny,
aldehydy, ketony, alkoholy, estery, alkany, alkeny, furany, terpeny, dusikaté slouceniny,
a ostatni. Pfehled identifikovanych tékavych latek v jednotlivych vzorcich je uveden v tabulce
(viz Tabulka 16), ktera zahrnuje zatazeni jednotlivych t€kavych latek do chemické skupiny
a prumérny retencni ¢as (n = 2). Relativni smérodatna odchylka je pro 90 % namétenych dat
niz8i nez 1 %.

Podle charakteru viing 1ze rozd¢lit identifikované latky do 7 skupin: kvétinova, ovocna, sladka,
c¢okoladdova/ofechova, zemitda, svirava/kysela a skupina neuréenych. Nejpocetnéjsi skupinou
jsou latky s ovocnymi tony (17), dale ofechové a cokolddové (16), sviravé a kyselé (12),
neurcené (14), sladké a medové (10), zemité (9) a kvétinové (8). Identifikované tekavé latky
s popisem majoritniho prekurzoru jejich syntézy ¢i faze v technologickém procesu a popisem
jejich aroma jsou v tabulce (viz Tabulka 17).
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Tabulka 16:Identifikované tekavé latky ve vzorcich. Znaceni vzorkii viz Tabulka 15.

Nézev Skupina T.r A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | Al | A1 | A1 | Al | Al | A1 | Al
[min] | 1 | 2 | 3 | 4|5 |6 |7 | 8|90 1|2 |3 |4]|5]|6

Etanol alkohol 4,09 | vV v v v
2,4,5-trimetyl-1,3-dioxolan ostatni 4,17 v v
2,2,4,6,6-pentmetyllheptan alkan 4,25 v
Pentan-2-on keton 4,85 | vV V|V v v
Pentanal aldehyd 4,89 v v v
N-propan-2-ylacetamid < l(i llllscvzﬂe(z:ia 4,93 v |V
Butan-2,3-dion keton 5,04 v
2,24 4-tetrametyloktan alkan 5,27 v
2-metylpropylacetat ester 550 |V (V| V|V |V VAR VAN VAN VAN N
2-etyl-5-metylfuran furan 5,97 v
Toluen alken 6,20 v v v
Etyl-2-metylbutanoat ester 6,40 v
2,6,6-trimetylbicyklo[3.1.1]hept-2- cyklicky 6.65 slvlvly v
en terpen
Butan-2-ylacetat ester 6,90 | Vv v VIV
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Tabulka 16: (pokracovani)

Nézev Skupina T.r A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | Al | A1 | A1 | Al | Al | A1 | Al
[min] | 1 | 2 | 3 | 4|5 |6 |7 | 8|90 1|2 |3 |4]|5]|6

Hexanal aldehyd 7,17 v VAR IVAR V4 v |V
6,6-dimetyl-2- cyklicky 767 v
metylidenebicyklo[3.1.1] heptan terpen ’
3-metylbutan-2-ol alkohol 8,04 VAR RVAR VAR N4 VAR RVARIRE
3-metylbutylacetat ester 8,08 | Vv v
1-metoxypropan-2-ol alkohol 8,18 VIiVvVIVIVI IV IVIVIVI|V v |V
zgie;”éi:iiifn-propani-yl- 13- ostatni 8,85 v v
7-metyl-3-metylidenocta-1,6-dien Lellrievr;o(;i 9,12 v v
1-etoxypropan-2-ol alkohol 9,2 v
Heptan-2-on keton 970 | Vv | V | V v v VIV
Heptanal aldehyd 9,82 v
1-metyl-4-prop-1-en-2-ylcyklohexen Ci]ekrlpi)(e:i(ly 10,18 VIV V|V VAR VAN VAR VAR VAN V4 v
I-metoxypropan-2-ylacetat ester 10,82 v
2-metylbutan-1-ol alkohol 1087 | V |V |V |V | V v |V
2-pentylfuran furan 11,01 v
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Tabulka 16: (pokracovani)

Nivev Skupina Tr A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A1 | A1 | A1 | Al | A1 | A1 | Al
¢ P ming | 1| 2345 |6 | 7|8 |90|1|2|3|4]5]c6
. . terpenovy
37- N - v v |V
(3Z,5E)-3,7-dimetylocta-1,3,5-trien dhlovodik 11,02
3,7,7-trimetylbicyklo[4.1.0]hept-3- cyklicky 1153 v
en terpen ’
Pentan-1-ol alkohol 11,64 VIV |V v v
Heptylacetat ester 11,78 | vV
dusikata
2-metyl i ) 12,11 N v v
fetylpyrazin sloucenina
1,3,5-trimetylbenzen alken 12,44 N4
3-hydroxybutan-2-on keton 128 |V | V| VIV IV I IV IV IV IV IV |V v v |V
Heptan-2-ol alkohol 1326 | vV |V |V |V |V v VAR RNAN NG
2-hydroxyetyl-3-oxobutanoat ester 13,59 v v
ats
2,5-dimetylpyrazin dusvl a 13,52 v VARINS v
slou¢enina
dusikata
2,6-dimetyl i ) 13,63 N
O-qimetylpyrazin slou¢enina
dusikata
2-etyl i 13,80 v
cty'pyrazin slou¢enina ’
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Tabulka 16: (pokracovani)

Nivev Skupina Tr | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A1 | Al | A1 | A1 | A1 | Al | Al
¢ P ming | 1| 234567890123 4]5]6
dusikata
2,3-dimetyl i 14,17 v v
»>-imety pyrazil slouéenina ’
¢ ,
(Z)-5-metyl-2-propan-2-ylhex-2-enal SIPEDOvY 14,41 v v
keton
. . terpenovy
4E,6E)-2,6- tylocta-2,4,6-t 14,82 v
(4E,6E)-2,6-dimetylocta-2,4,6-trien uhlovodik ,8
dusikata
2-etyl-6-metyl i ) 15,12 v
eyEb-melypyrazin sloucenina
1-hydroxypropan-2-on keton 15,25 VAR NNV
dusikata
2-etyl-5-metyl i ) 15,29 v
cyormelylpyrazin sloucenina
3-oxobutylacetat ester 15,13 | vV
Nonan-2-on keton 1521 | vV v
Nonanal aldehyd 15,37 v VIV VIV |V
. ) dusikata
2,3,5-trimetylpyrazin L 15,66 VAR v VAR VAN VAR VAN IRVEN IV
sloucenina
Etyloktanoat ester 16,34 v IV v
2-(eten-5-yl-5-metyloxolan-2-yl) ester 16,61 v

propan-2-yletylkarbonat
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Tabulka 16: (pokracovani)

Nivev Skupina Tr | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | Al | A1 | A1 | Al | A1 | A1 | Al
¢ P fminj | 1| 2|3 |4|5|6|7|8|9|0|1]2|3|4]|5]6
dusikata
3-etyl-2,5-dimetyl i v v
etyl-2,5-dimetylpyrazin sloutenina 16,68
Kyselina octova mastna - eos (v v vV v|ivivIiviviviviviviv]iv]iv
kyselina
1-(1-metoxypropan-2-yloxy) alkohol 17.40 Y
propan-2-ol
2,3,5,6-tetrametylpyrazin dusvlkaFa 1745 |V |V |V |V |V | V VIiVvI VIV IV |V
sloucenina
2-etylhexan-1-ol alkohol 1773 | vV | V | Y vV v v
dusikata
2-etyl-3,5,6-trimetyl i ) 18, v
etyl-3,5,6-trimetylpyrazin sloucenina 8,37
1-(2-metoxypropoxy)propan-2-ol alkohol 18,68 VAN v v v
Benzaldehyd aldehyd 18,93 VAN VIV VIV |V |V
Butan-2,3-diol alkohol 1907 |V | VI VIV IV IV IV IV IV IV IV IV IV IV I IV ]|V
. . terpenovy
- -1,6-dien-3- v
3,7-dimetylokta-1,6-dien-3-ol alkohol 19,17 v
, . mastna
2-etylbutanova kyselina kyselina 19,62 v v
Etylacetat ester 1963 | V |V |V |V |V v VIV IV V|V |V
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Tabulka 16: (pokracovani)

Nézev Skupina Tr | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | AO | A0 | A0 | Al | A1 | Al | Al | Al | Al
¢ P minj] | 1 | 2 | 3 | 4| 5|6 |7 | 8|90 /|1 |2]|3|4]|35
mastna
- i i VAN VAR VAN 4 v
2-metylpropanova kyselina kyselina 20,12
2-metylpropylbutanoat ester 20,63 v
mastna
- { i VRIS v v
4-hydroxybutanova kyselina kyselina 21,59
Oxolan-2-ylmetylacetat ester 21,70 v
Furan-2-ylmetanol furan 22,06 v
04
3-metylbutanova kyselina nas ,na 22,45 VIV |V
kyselina
4
2-metylbutanova kyselina mastha 247 |V | V|V |V IV IV |V IV |V |V |V v
kyselina
Metyl-(Z).-I\,I-hydroxybenzen dusvikaFé 23.94 v v v
karboximidat sloucenina
Eten-6-yl-2,2,6-trimetyloxan-3-ol alkohol 24,30 v
Acetamid dusvlka.ta 24,48
slouc¢enina
Etyl-2-fenylacetat ester 24,93 v v
Etyl-2-(4-acetylfenyl)acetat ester 2561 |V |V |V |V |V |V VA VAN VAN IRV IV AN BV
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Tabulka 16: (pokracovani)

Niizev Skuvina Tr | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | A0 | Al | Al | Al | A1 | Al | Al | Al
¢ P min] | 1 | 2 | 3| 4|56 |7 |89 |0 /|1]|2)|3|4|5]|6
(E)-3-metyl-4-(2,6,6-trimetyl cyklicky 2631 v v v
cyklohex-2-en-1-yl)but-3-en-2-on terpen
[2,4,4-tr1mety1—3-(2-metylpr0pa1? ester 2671 |
oyloxy)pentyl]-2-metylpropanoat
2-fenyletanol alkohol 2767 |V |V |\ V|V I VIV IV IV IV IV V|V |V IV V|V
dusikata
1-(1H- 1-2-yl)etanoat 28,95 VIV IV |V
(1H-pyrrol-2-yl)etanoa sloucenina ’
2,6-di-tert-butylbenzen-1,4-diol alkohol 34,15 | V
2-benzylidenoktanal aldehyd 36,18 v v
2,4,6-tri-tert-butylfenol alkohol 36,41 | V
Decyldekanoat ester 40,17 | v VARING v
2,6-di-tert-butyl-4- -2-
,6-di-tert-butyl-4-prop ostatni 40,32 | Vv
enoxyfenol
Metyl-2-(6-tert-butyl-1,1-dimetyl- ester 4139 | v

2,3-dihydroinden-4-yl)acetat
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Identifikovanymi kyselinami ve vzorcich jsou kyselina octova
100,113,114, 15116, 117118,119,120,121,122,123,14 5 etvlpropanova! %1214 2_metylbutanova! 122, 3

£119

100.117-120, 122-124 * 9 _etylbutanova'!® a 4-hydroxybutanova. Kyselina octova je

metylbutanova
kyselinou s nejvétsi plochou piku na chromatogramu tékavych latek a jeji obsah je nejvyssi také
v porovnani s netékavymi kyselinami (mlécnd, S$tavelova, jablecna)'!’. Kyselina 2-
etylbutanova nebyla identifikovana v kakaovych bobech var. Trinitario.''’® Kyseliny s del§im
uhlikovym fetézcem nebyly zjiStény a identifikace kyseliny s hydroxylovou skupinou, 4-
hydroxybutanova kyselina, je zde popsana poprve.

Identifikovanymi alkoholy jsou: etanol!%%121:122 3_metylbutan-2-ol!!4!121:122124 1 _etoxypropan-
2-0l, 2-metylbutan-1-01''"#122, pentan-1-o1''S!1%-11%123 heptan-2-ol100-113-116.118,119,123 1 (]
metoxypropan-2-yloxy)propan-2-ol, 2-etylhexan-1-o]!'16-118:119.122. 1-(2-
metoxypropoxy)propan,  butan-2,3-diol!0%:113-121.123.124 = 6_etenyl-2,2 6-trimetyloxan,  2-
fenyletanol 1311499 T19.121-123 9 6_di_ters-butylbenzen-1,4-diol a 2,4,6-tri-tert-butylfenol.
Alkoholy jsou piedevsim produktem metabolismu mikroorganismi a jejich obsah je mozné
regulovat ve fazi fermentace, jsou nositelé ptfedevSim kvétinovych a sladkych tont.
Substituované fenoly jsou plivodci koufového aroma.''* Poprvé identifikované jsou 1-
etoxypropan-2-ol, 1-(1-metoxypropan-2-yloxy)propan-2-ol, 1-(2-metoxypropoxy)propan-2-ol,
6-etenyl-2,2,6-trimetyloxan, 2,6-di-tert-butylbenzen-1,4-diol a 2,4,6-tri-tert-butylfenol.

Identifikované aldehydy jsou: pentanal'!”'?*  hexanal!!*!'7!1% heptanal'!’, nonanal!!*!!>-119,
benzaldehyd'*!!3-12! 3 2_benzylidenoktanal (hexilcinnamal).!'> Identifikované ketony jsou:
pentan-2-on!0 4116121124 povan 5 3 dion  (diacetyl)!13100119120423.124,  pentan 5 on100.113-
18122123 ° 3_hydroxybutan-2-on'?, 1-hydroxypropan-2-on a nonan-2-on!00-113-117.119.122.123
Technologie vyroby ¢okolady je optimalizovana pro co nejnizsi bytek a syntézu aldehyda a
ketoni, jelikoz tyto latky jsou nositeli cokoladovych, kvétinovych i ovocnych tont. Tyto latky

jsou produkty metabolismu mikroorganisml, pfemén aminokyselin, Maillardovy reakce.!'!®

Identifikované estery jsou: 2-metylpropylacetat (izobutylacetat)!!3-115:123124  ety].2_
metylbutanoat! 14190121123 " bytan_2-ylacetat (sec-butylacetat)!'3, 3-metylbutylacetat!!>12!, 1-
metoxypropan-2-ylacetat!'', heptylacetat!%%!18, 2-hydroxyetyl-3-oxobutanoat, 3-
oxobutylacetat, etyloktanoat!!3116-118.123 2-(eten-5-yl-5-metyloxolan-2-yl)propan-2-
yletylkarbondt, etylacetat!!3!114100.119.123.124 5 _metypropylbutanodt, oxolan-2-ylmetylacetat,
etyl-2-fenylacet4t!00-113-121.123.124. etyl-2-(4-acetylfenyl)acetat, 2.,4,4-trimetyl-3-(2-
metylpropanoyloxy)pentyl-2-metylpropanoat,  decyldekanoat, = metyl-2-(6-tert-butyl-1,1-
dimetyl-2,3-dihydroinden-4-yl)acetat (1H-4-indenacetat). Nejcastéji je zakladnim skeletem
kyselina octovd. Vysoky obsah etyl-2-fenylacetatu je typicky pro typ Criollo''®

potvrzeno. Nejvyssi obsah této latky byl uren ve vzorku A15.

, coz bylo

Identifikované terpeny jsou: a-pinen!!*!13, B-pinen''®, f-myrcen!?®!13-119 limonen!0%-114-117.119,

100,116-118 NI - gegps-ocimen! 16118, a-isometylionon, 2-

trans-f-occimen 0-3-caren
isopropyl-5-metylhex-2-enal, linalool'!*»1%%17-11% " Obsah terpenti je nejvice markantni ve
skupiné kakaovych bobi, ptedevsim a-pinen, odkud jsou pieneseny také do cokolad.

Identifikované dusikaté latky a derivaty pyrazinu jsou: 2-metylpyrazin!!>!17:120 2 5.

dimetylpyrazin!0-!S 718120 9 6_dimetylpyrazin!! 311510017120 9 _etylpyrazin!!3,  2,3-
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dimetylpyrazin!13-115118,120.123 2-etyl-6-metylpyrazin!00:113.117:118,120 2-etyl-5-

metylpyrazin!%117:120 2 3 5_trimetylpyrazin!0!13 15718120 3 _aty]2 5_dimetylpyrazin!!3:!'18,
2,3,5,6-tetrametylpyrazin %0113 115- 718120123124 = 5 _ety].3 5 6-trimetylpyrazin!!3117:118:123 = 5
acetylpyrro]!00-113.115.117.118,120,123 metyl-N-hydroxybenzenkarboximidat, N-propan-2-
ylacetamid a acetamid. Klicové ¢okoladové aroma je tvoieno pyraziny s alkylovymi zbytky,
pfedevsim tetrametylpyrazin a trimetylpyrazin. Tetrametylpyrazin je nejvyznamnéji obsazenou
dusikatou latkou ve vzorcich predevsim ve skupiné kakaovych bobt. V ¢okoladé vyrobenych
z téchto kakaovych bobll je obsah pyrazini minimélni z ddvodu pouzité technologie.
Technologie komercnich vyrobcl je zaméfena na zvySeni a udrzeni pyrazinl, coz vyzaduje
vy$si teplotu prazeni, kterd ma vSak neblahy vliv na obsah jedine¢nych kvétinovych a ovocnych
aromat, alkohold, aldehydi a ketonti. Obsah téchto latek je v komercnich ¢okoladach nizsi
v obsahu i diverzité.

100,115,117 5 firan-2-

ylmetanol'®. Dalsimi identifikovanymi latkami jsou derivaty oxolanu, substitované alkany

afenyly: 2.4,5-trimetyl-1,3-dioxolan!'¥, 2-tert-butyl-5-propan-2-yl-1,3-dioxolan-4-on, 4-

116

Identifikované derivaty furanu jsou: 2-etyl-5-metylfuran!!s, 2-pentylfuran

allyloxy-2,6-dibutylfenol, 2,2.4,6,6-pentametylheptan, 2,2.4,4-tetrametyloktan, toluen
a 1,3,5-trimetylbenzen.
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Tabulka 17: Identifikované tekavé latky, jejich charakteristicka viiné a faze vzniku ¢i chemické

prekurzory, pozn.: F-pochdazi z fermentace, S-pochadzi z faze susSeni, P-pochdzi z faze prazeni,

K-pochazi z faze konsovani.

Nazev

Aroma

Prekurzory/draha vyvinu ldatky

Etanol

Neurceno

F

2,4,5-trimetyl-1,3-dioxolan

SpiSe nepiijemné

P, kondenzace acetaldehydu
a butan-2,3-diolu

2,2,4,6,6-pentametylheptan

Neni dostupna literatura

Pentan-2-on

Ovocna

F, kone¢na faze'?

Pentanal

Sladka, mandlova

F126

N-propan-2-ylacetamid

Neni dostupna literatura

Butan-2,3-dion

Maslova, zemita

F, bakterie a kvasinky!®

2,2,4,4-tetrametyloktan

Neni dostupna literatura

2-metylpropylacetat

Ovocna

F, metabolity kvasinek'?’

2-etyl-5-metylfuran

Sladka karamelova

P, Maillardova reakce’®

hept-2-en

Toluen Neni dostupna literatura
Etyl-2-metylbutanoat Ovocna p!27
2,6,6-trimetylbicyklo[3.1.1] Sladka, drevita P

Butan-2-ylacetat

Ovocna, bananova

F, metabolit kvasinek'?®

Hexanal Cokoladova, ofechova | F'?
6,6-dimetyl-2- Drevita, zemita
metylidenebicyklo[3.1.1]heptan

3-metylbutan-2-ol Cokoladova, ofechova | F!2¢

3-metylbutylacetat

Bananova, ovocna

F, metabolit kvasinek'?®

I-metoxypropan-2-ol

Cokoladova, ofechova

126

dien

2-tert-butyl-5-propan-2-yl-1,3- | Svirava Reakce polyfenolt
dioxolan-4-on
7-metyl-3-metylidenocta-1,6- Bylinna, zemita Terpen %6

1-etoxypropan-2-ol

Neni dostupna literatura

Heptan-2-on

Ovocna

126
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Tabulka 17: (pokracovani)

Nazev Aroma Prekurzory/draha vyvinu latky
Heptanal Cokoladova, ofigkova | F!2¢
1-metyl-4-prop-1-en-2- Citrusova, ovocna
ylcyklohexen
1-metoxypropan-2-ylacetat Sladka 129
Ovocna Pravdépodobné produkt

2-metylbutan-1-ol

metabolismu kvasinek'3°

2-pentylfuran

Maslova, zemita

Pravdépodobné ¢innosti

Aspergillus fumigantus"!

(3Z,5E)-3,7-dimetylocta-1,3,5- Sladka
trien
3,7,7-trimetylbicyklo[4.1.0]hept- | Sladka

3-en

Pentan-1-ol

Travova, zemita

126

Heptylacetat

Ovocna

132

2-metylpyrazin

Ofechova, ¢okoladova

P, Streckerova degradace’’

1,3,5-trimetylbenzen

Sladka

3-hydroxybutan-2-on

Ovocna

produkt alkoholového kvaseni
z pyruvatu ¢i butanediolu a je
prekurzorem

tetrametylpyrazinu'®

Heptan-2-ol

Ovocna, citrusova

vznikd termickou degradaci
aminokyselin!26

2-hydroxyetyl-3-oxobutanoat

Neni dostupna
literatura

2,5-dimetylpyrazin

Orechova, ¢okoladova

P, Streckerova degradace!?®

2,6-dimetylpyrazin

Orechova, ¢okoladova

P, Streckerova degradace !¢

2-etylpyrazin

Ofechova, ¢okoladova

P, Streckerova degradace 2

2,3-dimetylpyrazin

Karamelova, ofiSkova,
¢okoladova

P, Streckerova degradace '?°

(Z2)-5-metyl-2-propan-2-ylhex-2-
enal

Bylinna, zemita
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Tabulka 17: (pokracovani)

Nazev

Aroma

Prekurzory/draha vyvinu latky

(4E,6E)-2,6-dimetylocta-2,4,6-
trien

Neurceno

133

2-etyl-6-metylpyrazin

Ofechova, ¢okoladova

P, Streckerova degradace!?%"°

1-hydroxypropan-2-on

Sladka

Produkt Maillarovy reakce'**

2-etyl-5-metylpyrazin

Ofechova,
karamelova,
¢okoladova

P, Streckerova degradace'?*"

3-oxobutylacetat

Neni dostupna

literatura
Nonan-2-on Kvétinova 126
Nonanal Kvétinova 126

2,3,5-trimetylpyrazin

Kakaova, ¢okoladova

Bakterie v posledni fazi
fermentace!?®

Etyloktanoat

Ovocna

126

2-(eten-5-yl-5-metyloxolan-2-yl)
propan-2-yletylkarbonat

Sladka

135

3-etyl-2,5-dimetylpyrazin

Uzena, zemita

P, Streckerova degradace'?®

Kyselina octova

Kysela, svirava

126

1-(1-metoxypropan-2-yloxy)
propan-2-ol

Neni dostupna
literatura

2,3,5,6-tetrametylpyrazin

Cokoladova, ofiskova

P, Streckerova degradace'?°

2-etylhexan-1-ol

Sladka

126

2-etyl-3,5,6-trimetylpyrazin

Cokoladova, oriskova

P, Streckerova degradace'?’

1-(2-metoxypropoxy)propan-2-
ol

Neurceno

136

Benzaldehyd

Orechova, ¢okoladova

Butan-2,3-diol

Sladka, kvétinova

3,7-dimetylokta-1,6-dien-3-ol

Kvétinova

2-etylbutanova kyselina

Kysela, svirava

Etylacetat

Ovocna

2-metylpropanova kyselina

Zlukla, svirava

126

60



Tabulka 17: (pokracovani)

Nazev

Aroma

Prekurzory/draha vyvinu latky

2-metylpropylbutanoat

Ovocna

138

4-hydroxybutanova kyselina

Kysel4, svirava

Oxolan-2-ylmetylacetat

Ovocna

P, Maillardovou reakci

Furan-2-ylmetanol

Horka, svirava

P, produkt Maill.reakce

3-metylbutanova kyselina Kysela, svirava F
2-metylbutanova kyselina Kysel4, svirava F
Metyl-(Z)-N-hydroxybenzen Neuréeno 139
karboximidat

eten-6-yl-2,2,6-trimetyloxan-3- | Citrusova

ol

Acetamid Uzena, zemita
Kvétinova F, béhem fermentace
Etyl-2-fenylacetat koncentrace klesa, prekurzor
Phe!24
Etyl-2-(4-acetylfenyl)acetat Ovocna
(E)-3-metyl-4-(2,6,6-trimetyl Kvétinova

cyklohex-2-en-1-yl)but-3-en-2-
on

[2,4,4-trimetyl-3-(2-metylpropan
oyloxy)pentyl]2-metylpropanoat

Neni dostupna
literatura

2-fenyletanol

Kvétinova

F, prekurzor Phe, K. apiculata,

S. cerevisiae var. chevalieri'®*

1-(1H-pyrrol-2-yl)etanoat

Cokoladova, ofiskova

P14O

Svirava Patii mezi chinony a
2,6-di-tert-butylbenzen-1,4-diol pravdépodobné vzniké oxidaci
polyfenoli béhem prazeni
2-benzylidenoktanal Kvétinova 14l
2,4,6-tri-tert-butylfenol Svirava 142
Decyldekanoat Sladka 143
2,6-di-tert-butyl-4-prop-2- Svirava Pravdépodobné reziduum

enoxyfenol

polyfenolt
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Tabulka 17: (pokracovani)

Nazev Aroma Prekurzory/draha vyvinu ldtky
Metyl-2-(6-tert-butyl-1,1- Neuréeno 144
dimetyl-2,3-dihydroinden-4-
yl)acetat

4.2 Srovnani pocetniho zastoupeni tékavych latek ve vzorcich

Identifikované tékavé latky byly rozdéleny do 11 chemickych skupin dle jejich chemické
struktury a funk¢nich skupin. Celkem bylo identifikovano 86 tékavych latek, z nich 18 estert,
15 dusikatych sloucenin, 15 alkoholi, 10 terpeni (z nich 8 terpenovych uhlovodik,
1 terpenovy keton a 1 terpenovy alkohol), 6 aldehydii, ketonti a kyselin, 3 furany a ostatni latky
a 2 alkany 1 alkeny. Pomérné zastoupeni jednotlivych chemickych skupin je zndzornéno pomoci
kolaCového grafu (viz Graf 1).

W Alkan

B Alken
Alkohol
Aldehyd

B Keton
Kyselina
Ester

B Terpeny

B Dusikata slouc¢enina

Furan

B Ostatni

21%

Graf 1: Pomerné zastoupeni identifikovanych tekavych latek delenych dle chemické skupiny.

62



Tabulka 18: Pocetni zastoupeni tekavych latek dle chemickych skupin vzorkii. Znaceni vzorku viz Tabulka 15.

Vzorky: | AO1 | 402 | A03 | A04 | 405 | 406 | 407 | 408 | A09 | A10 | AIl | 412 | AI3 | Al4 | AI5 | Al6
Alkan 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Alken 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 ] 0 0 2 0 0
Alkohol | 8 5 9 3 10 4 7 5 10 3 7 6 3 4 4 6
Aldehyd | 0 1 1 1 0 1 0 1 3 0 2 3 3 2 3 5
Keton 4 1 2 2 2 2 1 2 3 2 3 3 0 3 1 1
Kyselina | 2 3 4 2 4 2 3 3 4 2 4 2 2 2 2 3
Ester 10 2 4 2 5 2 3 1 6 0 7 5 3 4 4 4
Terpenovy
o 0 2 3 2 1 2 1 5 1 3 | 1 | 2 2
Terpenovy | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 | 0 0 0 0
keton
Terpenovy
1 1
A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dusikatd | 2 2 0 3 0 3 0 3 0 12 2 3 5 5 6
sloucenina
Furan 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 2
Ostamni 1 0 ] 0 0 0 0 0 1 0 ] 1 0 0 0 0
Celkem | 26 14 | 25 13 | 26 | 12 19 | 13 | 38 8 42 | 25 15 | 23 | 21 | 31
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4.2.1 Kakaové boby vs. prislu§na ¢okolada

Pfi porovnani pocetniho zastoupeni tékavych latek ve vzorku bobu s pfisluSnym vzorkem
cokolady se stejnym geografickym ptivodem je mozné sledovat jejich shodu v 3-4 alkoholech,
2 kyselinach 1 ketonu a 1 terpenu (kromé vzorku z Peru). Pocetné zastoupeni identifikovanych
tékavych latek je zndzornéno pomoci sloupcového grafu (viz Graf 2). Je dobie patrné,
ze v kakaovych bobech (neprazenych) je vzdy vyrazné vyS$si pocet identifikovanych latek
(cca 2krat, v pripad¢ vzorkd z Ekvadoru dokonce cca 4krat), nez v ¢okoladé. To by mohlo
naznacovat, ze podstatna cast t€kavych latek se tvoii uz pii zpracovani kakaovych bobi,
a behem vyroby cokolady dochazi naopak k rozkladu nebo vytékani né€kterych sloucenin
(pfedevsim alkoholll a esterit).

Vzorek kakaovych bobii z Peru se shoduje se vzorkem cokolady z téchto bobti v 10 té¢kavych
latkach celkem. Shodné jsou 3 alkoholy, 2 kyseliny a estery a 1 keton a dusikata slou¢enina.
Vzorek ¢okolady je bohatsi o 4 t€kavé latky, kterymi jsou 2 alkoholy a 1 aldehyd a kyselina.
Vzorek kakaovych bobt je pak bohatsi o 16 t€kavych latek, kterymi jsou 8 esterti, 5 alkoholi
a 3 ketony.

Vzorek kakaovych bobt z Haiti se shoduje se vzorkem cokolady z téchto bobii v 8 t€kavych
latkach celkove. Shodné jsou 4 alkoholy, 2 kyseliny a 1 keton a terpenovy uhlovodik. Vzorek
cokolady je bohatsi o 5 t€kavych latek, kterymi je 1 alkohol, aldehyd, keton, kyselina a ester.
Vzorek kakaovych bobl je bohatsi o 10 tékavych latek, kterymi jsou 3 alkoholy a dusikaté
slouceniny, 2 estery a 1 kyselina a terpenovy uhlovodik.

Vzorek kakaovych bobi z Tanzanie se shoduje se vzorkem cokolady ztéchto bobt
v 10 slouceninach, kterymi jsou 4 alkoholy, 2 kyseliny a estery a v 1 ketonu a terpenového
uhlovodiku. Vzorek ¢okolady je bohat$i o 2 teékavé latky a to 1 aldehyd a keton. Vzorek
kakaovych bobtl je bohatsi o 16 t€kavych latek, kterymi je 6 alkoholl, 3 estery a dusikaté
slouceniny, 2 kyseliny a 1 keton a terpenovy uhlovodik.

Vzorek kakaovych bobli z Madagaskaru se shoduje se vzorkem cokolady vyrobené z téchto
bobi v 9 tékavych latkach, kterymi jsou 3 alkoholy, 2 kyseliny a 2 terpenové uhlovodiky
a 1 keton a ester. Vzorek cokolady je bohatsi o 4 t€kavé latky, kterymi jsou 1 aldehyd, keton,
ester a terpenovy uhlovodik. Vzorek kakaovych bobt je bohatsi o 16 t€kavych latek, kterymi
je 6 alkohold, 3 estery, 2 kyseliny a dusikaté slouceniny a 1 aldehyd, keton a nezarazena latka.

Vzorek kakaovych bobll z Ekvéadoru se shoduje se vzorkem ¢okolady vyrobené z téchto bobil
v 7 tékavych latkach, kterymi jsou 3 alkoholy, 2 kyseliny a 1 keton a terpen. Vzorek ¢okolady
je bohatsi o 1 keton. Vzorek kakaovych bobl je bohatsi o 29 te¢kavych latek, kterymi je
7 alkohold, 6 estert, 4 terpeny, 3 aldehydy a dusikaté slouceniny, 2 ketony a kyseliny a 1 furan
a nezafazena latka.
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Graf 2: Pocetni zastoupeni identifikovanych tékavych latek ve vzorcich (kakaové boby vs.
prislusna cokoldada). Znaceni vzorkii viz Tabulka 15.

4.2.2 Kakaové boby rizného geografického ptivodu

Vsechny vzorky kakaovych bobu se shoduji v 10 identifikovanych tékavych latkach, kterymi
jsou 3 alkoholy a estery, 2 kyseliny a 1 keton a dusikata sloucenina. Pocetni zastoupeni
tekavych latek ve vzorcich kakaovych bobil je zndzornéno pomoci sloupcového grafu (viz Graf
3). Nejbohatsi vzorek podle poctu 1 skupin tékavych latek je vzorek kakaovych bobt
z Ekvédoru, jehoz analyzou bylo identifikovano 38 slouCenin. Naopak nejméné bohatym
vzorkem v poctu tékavych latek je vzorek kakaovych bobt z Haiti, ptfi jehoz analyze bylo
identifikovano pouze 19 sloucenin.

Vzorek kakaovych bobii z Ekvadoru se 1i$i o 14 identifikovanych t€kavych latek, kterymi jsou
4 terpeny, 2 aldehydy a estery a 1 alken, alkohol, keton, dusikat4 sloucenina, furan a ostatni
latka. Vzorek kakaovych bobu z Peru se odliSuje o 11 tékavych latek, kterymi je 6 estert,
2 alkoholy a aldehydy a 1 ostatni t€kavou latku. Vzorek kakaovych bobl z Tanzanie se 1isi
o 2 estery. Vzorek kakaovych bobl z Haiti se odliSuje o 1 dusikatou slouceninu a vzorek
kakaovych bobli z Madagaskaru se 1iSi o 1 ostatni latku.

Ve vSech vzorcich bylo nejvice alkoholii, zajimavy je vyrazné vyssi pocet identifikovanych
sloucenin ve vzorku z Ekvéadoru, zptsobeny ptredevsim vyssim poctem (5) identifikovanych
terpenovych uhlovodikli. Vzorky z Peru, Madagaskaru a Tanzanie jsou si z hlediska slozeni
podobné, mirné se odliSuje vzorek z Peru, kde nebyly detekovany zZadné terpenové uhlovodiky,
ale zato nejvice estert (10).
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Graf 3: Pocetni zastoupeni tékavych latek ve vzorcich kakaovych bobu (kakaové boby riizného
geografického piivodu). Znaceni vzorki viz Tabulka 15.

4.2.3 Vzorky ¢okolad rizného geografického piivodu

Ve vSech vzorcich cokolad bylo identifikovano 6 identickych tékavych latek, kterymi jsou
3 alkoholy, 2 kyseliny a 1 keton. Pocetni zastoupeni identifikovanych tékavych latek
ve vzorcich ¢okolad se zndmym plivodem kakaovych bobi je zndzornéno pomoci sloupcového
grafu (viz Graf 4). Nejbohat$im vzorkem v poctu identifikovanych tékavych latek je vzorek
cokolady vyrobené z kakaovych bobt z Peru, ve kterém bylo identifikovano 14 t¢kavych latek
ze 6 chemickych skupin. Naopak nejmensi pocet té¢kavych latek byl identifikovan ve vzorku
cokolady vyrobené z kakaovych bobli z Ekvadoru, ve kterém bylo identifikovano 8 t€kavych
latek ze 4 chemickych skupin. To je zajimavé, protoze v kakaovych bobech z Ekvadoru byl
nalezen naopak nejvyssi pocet (38) sloucenin (viz kap. 4.2.2).

Ve vsech vzorcich bylo nejvice alkohold, obdobné jako v bobech. Vzorky z Madagaskaru,
Tanzanie a Haiti jsou si z hlediska slozeni podobné, mirné se odliSuje vzorek z Madagaskaru
vys$$im poctem terpenovych uhlovodikii.

Vzorek Cokolady s ptivodem kakaovych bobti v Peru se 1isi od ostatnich vzorki ¢okolad
4 t€kavymi latkami, kterymi jsou 2 dusikaté latky, 1 alkohol a aldehyd. Vzorek cokolady
s pivodem kakaovych bobli v Madagaskaru se 1isi 3 t€kavymi latkami, kterymi jsou 2 terpeny
a 1 aldehyd. Vzorek ¢okolady s ptivodem kakaovych bobli v Tanzanii se 1isi o 2 t€kavé latky,
kterymi je 1 alkohol a keton. Vzorek ¢okolady s piivodem kakaovych bobii v Haiti se lisi
o 1 alkohol. Ve wvzorku cokolddy vyrobené zkakaovych bobli z Ekvadoru nebyla
identifikovana te€kava latka, kterd neni obsazena v jiném vzorku ¢okolady.
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Graf 4: Pocetni zastoupeni tekavych latek ve vzorcich cokolad se znamym pitvodem kakaovych
bobii (dle chemickych skupin). Znaceni vzorkii viz Tabulka 15.

4.2.4 Vzorky ¢okolad rizného geografického ptivodu vs. ¢okolada z béZné trzni sité

Pocetni zastoupeni identifikovanych tékavych latek ve vzorcich ¢okolad se zndmym ptivodem
kakaovych bobli a vzorcich cokolad z bézné trzni sité je zndzornéno pomoci sloupcového
grafu (viz Graf 5).

Je zajimavé, ze ve vzorcich ,,bio* bylo identifikovano vyrazné mén¢ sloucenin, nez ve vzorcich
,beéznych* ¢okolad. To mohlo byt zplisobeno Setrn€jsimi podminkami béhem vyroby. Nejvyssi
pocet t€kavych latek byl identifikovan ve vzorku 50% ¢okolady z béZné trzni sité (celkem 42),
pricemz nejvice zastoupenou skupinou jsou latky dusikaté a to predevsSim latky obsahujici
strukturu pyrazinu. Substituované pyraziny vznikaji ¢astecné ¢innosti bakterii v posledni fazi
fermentace a pii prazeni Maillardovou reakci a jsou to velice vyznamné chutové latky
s cokoladovymi a karamelovymi tony. Je mozné, ze fermentace byla vedena déle nez 6 dni
a diky tomu byl vyvin téchto latek tak markantni. Pro vyrobu ¢okolady byly pouzity dalsi
ingredience: laktdéza (mléko), emulgator (s6jovy lecitin), vanilkovy extrakt (viz Tabulka 13).

Vsechny vzorky cokoldd se shoduji ve 3 tékavych latkach, kterymi jsou kyselina octova
a 2 alkoholy, 2-fenyletanol a butan-2,3-diol. Pokud porovname ¢okolady s riznym obsahem
kakaové suSiny (50 %, 70 %, 78 %, 90 %), lze ptedpokladat zvySujici se pocet sloucenin
s vy$$im obsahem susiny, tento predpoklad se vSak nepotvrdil (viz Graf 5).
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Graf 5: Pocetni zastoupeni identifikovanych tékavych latek ve vzorcich cokolad (cokolady
riizného geografického piivodu vs. cokolady z bézné trzni sité) (dle chemickych skupin). Znaceni
vzorkii viz Tabulka 15.

4.2.5 Kakaové boby vs. komer¢ni kakaovy prasek

Vsechny vzorky kakaovych bobt a kakaového prasku se shoduji v 8 tékavych latkach, kterymi
jsou 3 estery, 2 alkoholy a 1 keton, kyselina a dusikata slouc¢enina. Vzorek kakaového prasku
se od kakaovych bobt lisi v 16 tékavych latkach, kterymi jsou 4 dusikaté latky, 3 aldehydy,
2 alkany, alkoholy a terpeny a 1 kyselina, ester a furan. Pocetni zastoupeni t¢kavych latek ve
vzorcich kakaovych bobl z Peru, Haiti, Tanzanie, Madagaskaru a Ekvadoru a vzorku
kakaového praSku rozdélenych podle zatazeni do chemické skupiny je zndzornéno pomoci
sloupcového grafu (viz Graf 6).

Vzhledem k tomu, ze kakaovy prasek jsou vlastné rozemleté kakaové boby, resp. Kakaova
suSina po odlisovani kakaového masla, lze predpokladat podobné slozeni teékavych latek.
Z Graf 6 je patrny mirné€ vyssi pocet sloucenin v komerénim kakau (kromé bobti z Ekvadoru,
které¢ se svym slozenim, jak jiz bylo zminéno, 1i$i od ostatnich) a t€kavy profil je bohatsi
o alkany, aldehydy, dusikaté latky a furany. To mlze byt opét zpiisobeno SetrnéjSim postupem
vyroby ,,bio* produkti.
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Graf 6: Pocetni zastoupeni identifikovanych tekavych latek ve vzorcich (kakaové boby vs.
komercni kakaovy prasek) (dle chemickych skupin). Znaceni vzorkii viz Tabulka 15.

4.3 Srovnani obsahu tékavych litek ve vzorcich

Zajimavéjsi nez porovnavat pouze pocet identifikovanych sloucenin, je sledovani jejich obsahu
v jednotlivych vzorcich. Obsah tékavych latek ve vzorcich je vyjadfen semikvantitativné
metodou vnitini normalizace, tj. z poméru plochy konkrétniho piku k sumé ploch vsech pika
a vysledné hodnota je uvedena procentudlng. K analyze tak staci pouze jeden nasttik, neni tfeba
znat jeho objem. Predpokladem je, Ze v8echny slozky maji na detektoru stejnou odezvu.'®
Je to sice urcité zjednoduSeni, presto vSak lze timto zplisobem pomérné dobie postihnout

rozdily mezi vzorky.

V nasledujicich kapitolach je uvedeno srovnani obsahu identifikovanych slou¢enin ve vzorcich,
opét rozdélené podle chemickych skupin. Vysledky jsou vyjadieny jako ,,pomérny obsah®,
tj. % z celkové plochy vsech pikli na chromatogramu a pro lepsi prehlednost také jednoduse
srovnanim ploch pikdi.

4.3.1 Kakaové boby vs. prislu§na ¢okolada

Srovnani je uvedeno v grafu (viz Graf 7). Je patrné, ze obsah tékavych latek ve vzorcich ¢okolad
je niz$i nez v kakaovych bobech a to nékolikandsobné. Ve vSech vzorcich jsou nejvice
zastoupeny kyseliny, a to predevsim kyselina octova. Kyselina octova je hlavni produkt
fermentace kakaovych bobt, v pribéhu vyroby dochdzi k jejimu postupnému vytekani.
Zaroven doslo ke sniZzeni obsahu alkoholi a terpenoidd.
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Graf 7: Pomérny obsah tékavych latek ve vzorcich (kakaové boby vs. prislusna cokolada).
Znaceni vzorku viz Tabulka 15.
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Graf 8: Plocha pikii tekavych latek ve vzorcich (kakaové boby vs. prislusna cokolady). Znaceni
vzorkii viz Tabulka 15.

4.3.2 Srovnani obsahu tékavych latek ve vzorcich kakaovych bobi

Srovnani obsahu té€kavych latek ve vzorcich kakaovych bobll je mozné pozorovat
na sloupcovém grafu (viz Graf 9). Jak je vidét, slozeni je obdobné u vSech vzorki, nicméné
jsou mezi nimi patrné rozdily.
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Vzorek kakaovych bobli z Tanzanie a Madagaskaru obsahuji vysoké mnozstvi kyselin, kakaové
boby z Ekvadoru a Peru obsahuji méné. Obsah alkoholli ukazuje podobny vztah. Vysoké
mnozstvi alkoholli obsahuji kakaové boby z Tanzanie a Madagaskaru a nizsi velmi blizké
mnozstvi kakaové boby z Ekvadoru, Haiti i Peru. Perudnské kakaové boby se vyznacuji
vysokym obsahem esterti. Nejvyssi obsah terpent byl zjistén ve vzorku kakaovych bobu

z Ekvéadoru.
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Graf 9: Pomérny obsah tekavych latek ve vzorcich kakaovych bobii (kakaové boby riizného

geografického piivodu). Znaceni vzorki viz Tabulka 15.
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Graf 10: Plocha piku tekavych latek ve vzorcich kakaovych bobii (kakaové boby riizného
geografického puvodu). Znaceni vzorku viz Tabulka 15.

4.3.3 Srovnani obsahu tékavych liatek ve vzorcich ¢okolad o rizném piivodu kakaovych

bobu

Srovnani obsahu tékavych latek ve vzorcich ¢okoldd o rizném plivodu kakaovych bobu
je znadzornéno pomoci sloupcového grafu (viz Graf 11). Jak je vidét, podobné jako v piipade
kakaovych bobii, 1 slozeni cokolad je obdobné¢, nicméné jsou mezi nimi patrné rozdily. Ve vSech
vzorcich stale prevazuji kyseliny, nejvyssi mnozstvi kyselin je ve vzorcich z ekvadorskych

a madagaskarskych kakaovych bobti.
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Graf 11: Pomérny obsah tekavych latek ve vzorcich cokolad (cokolady riizného geografického
puvodu). Znaceni vzorkii viz Tabulka 15.

7
m Ostatni
6 — Furan
v g ® Dusikata slou¢enina
> [ |
= . — Terpeny
=
= 4 ] m Ester
v i
Z 3 Kyselina
4:2 m Keton
= 2 Aldehyd
| - Alkohol
|| B _— = Alken
0 m Alkan

AO6  A07 A08 A09 AlO

Graf 12: Plocha pikii tekavych latek ve vzorcich cokolad (cokolady riizného geografického
ptivodu). Znaceni vzorkii viz Tabulka 15.

4.3.4 Cokolady riizného geografického piivodu vs. ¢okolady z béZné trini sité

Srovnani obsahu tékavych latek ve vzorcich cokoldd je znazornéno pomoci sloupcového
graf (viz Graf 13). Je vidét, Ze komer¢ni cokolady maji mirné€ nizsi obsah tékavych latek, nez
cokolady ,,bio*. Jejich slozeni je podobné, opét se nepotvrdil predpoklad, Ze s vys$Sim obsahem
kakaové suSiny (50 %, 70 %, 78 %, 90 %) se bude zvySovat obsah t€kavych sloucenin.
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Nejvyssi obsah (stejné jako nejvétsi pocet) t€kavych latek byl zjistén ve vzorku 50% cokolady,
predev§im dik vysokému obsahu dusikatych latek, pyrazini. Tyto slouceniny vznikaji
predevsim pii prazeni Maillardovou reakci. Tento vzorek mél ponc¢kud odlisné slozeni
(vizkap. 3.4, Tabulka 13), na obalu je uvedeno pouziti mléka a laktézy, coz mohou
byt prekurzory mnoha dalSich tékavych latek.

Jak jiz bylo zminéno, ve vzorcich vyrazné prevazuji kyseliny, nejvétsi obsah kyselin obsahuje
vzorek cokolady vyrobené z ekvadorskych kakaovych bobi. Nejnizsi obsah kyselin obsahuji
vzorky ¢okolad 70%, 78% a 90%.
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Graf 13: Pomerny obsah tekavych latek ve vzorcich cokolad (cokolady riizného geografického

puvodu vs. cokolady z bézné trzni sité). Znaceni vzorkii viz Tabulka 15.
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Graf 14: Plocha pikii tekavych latek ve vzorcich cokolad (cokolady riizného geografického
piivodu vs. cokolady z bézné trzni site). Znaceni vzorku viz Tabulka 15.

4.3.5 Srovnani obsahu tékavych latek kakaového prasku a kakaovych bobi

Srovnani obsahu t€kavych latek ve vzorcich kakaového prasku a kakaovych bobti je znazornéno
pomoci sloupcového grafu (viz Graf 15). Z grafu je patrny vyrazné nizsi celkovy obsah
a odlisna skladba sloucenin komer¢niho kakaa.

Kakaovy prasek ve srovnani s kakaovymi boby obsahuje predevSim vyrazné niz$i mnoZzstvi
kyselin a alkoholi. Jak jiz bylo uvedeno, je to pravdépodobné zplsobeno odliSnostmi
v technologickém postupu, kdy doslo k jejich rozkladu nebo vytékani.
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Graf'15: Pomérny obsah tekavych latek ve vzorcich (kakaové boby vs. kakaovy prasek). Znaceni

vzorki viz Tabulka 15.
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Graf 16: Plocha pikii tekavych latek ve vzorcich (kakaové boby vs. kakaovy prasek). Znaceni

vzorku viz Tabulka 15.

4.4 Srovnani aromatického profilu

Béhem zpracovani neprazenych kakaovych bobli dochdzi k vyznamnému poklesu obsahu
tékavych latek. Ve vSech vzorcich prevlada koncentrace té¢kavych latek kyselé viin€ predevsim
pro vysokou koncentraci kyseliny octové ve vzorcich. Doslo k poklesu obsahu téchto latek
v ¢okoladdach na 61-22 % piivodniho obsahu v kakaovych bobech. Kakaové boby z Peru
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vynikaji vysokym obsahem latek s ovocnym charakterem viné. Kakaové boby z Tanzanie
1 Madagaskaru maji vyssi obsah tékavych latek s ovocnou a kvétinovou charakteristikou viingé
v porovnani s ostatnimi vzorky kakaovych bobt. Kakaové boby z Ekvadoru vynikaji obsahem
tekavych latek zemitého charakteru viné. Kakaovy prasek ma nizs$i obsah tékavych latek
s kyselym charakterem a zaroven pomérné vyrovnany obsah latek s kvétinovym, ovocnym,
cokolddovym i zemitym charakterem viini. Pocetni zastoupeni i pomérny obsah tékavych latek
vzorkil v zavislosti na charakteru viiné je mozné porovnat graficky (viz Graf 17 a Graf 18).
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Graf 17: Pocet tekavych latek ve vzorcich (podle charakteru viiné). Znaceni vzorkii viz Tabulka

15.
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Graf 18: Pomeérny obsah tékavych latek ve vzorcich (podle charakteristicke viné). Znaceni
vzorkii viz Tabulka 15.
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4.5 Analyza hlavnich komponent PCA

Analyza hlavnich komponent (PCA ,,Principal component analysis*) je multivaria¢ni technikou
velikosti souboru dat, zjednoduSeni jejich popisu a analyza struktury méfeni i proménnych.
Vysledkem je vypocet novych proménnych, hlavnich komponent, které jsou ziskany linearni
kombinaci ptivodnich proménnych. Prvni komponenta je ziskdna tak, aby postihla co nejvyssi
variabilitu pivodnich dat. Druhd komponenta je dopocitana tak, aby byla v ortogonalni pozici
k prvni. Nové proménné mohou byt geometricky interpretovany jako projekce méfeni
do komponent.'#¢ Uréeni poétu komponent je individualni, je vSak idealni vychazet z miry
variability, aby byl zachovén pfenos informace.

Pro konstrukei grafu i vypocet komponent byla pouzita namétena data obsahu tékavych latek,
které byly identifikovany ve vSech vzorcich kakaovych bobt, tedy celkem deset méfeni.
Bylo vybrano 9 proménnych: 2-metylbutan-1-ol, 3-hydroxybutan-2-on, heptan-2-ol, kyselina
octova, tetrametylpyrazin, butan-2,3-diol, 2-metylbutanovd kyselina, 2-fenyletanol, 2-
metylpropyl acetat. Proménné byly vybrany na zéklad€ vysoké korelace s komponentami.

Prvni komponenta vysvétluje 48 % celkové variability dat, druhd komponenta vysvétluje 34 %
celkové variability. Soucet téchto dvou komponent ¢ini 82 % celkové variability dat.
Nasledujici komponenty se podileji pouze v fadu jednotek procent. Pro interpretaci ptivodnich
proménnych datového souboru staci graf prvnich dvou komponent, jak je také znazornéno
v sutinovém grafu (viz Graf 19). Prvni komponenta koreluje s daty téchto proménnych: 2-
metylbutan-1-o0l, 3-hydroxybutan-2-on, heptan-2-ol, kyselina octova, butan-2,3-diol, 2-
metylbutanovd kyselina a 2-metylpropylacetat. Druhd komponenta koreluje s daty téchto
proménnych: tetrametylpyrazin a 2-fenyletanol.

Analyzou hlavnich komponent byla data transformovana do 2D grafu. Vzorky kakaovych bobt
z riznych geografickych oblasti (Afrika, Jizni a Stfedni Amerika) bylo mozné odd¢lit pomoci
urcenych komponent a zjistit vyznamnost jednotlivych t€kavych latek k ureni geografického
puvodu. Pomoci prvni komponenty byla méteni oddélena do skupin Afrika spole¢né se stredni
Amerikou (Haiti, Tanzanie a Madagaskar) a Jizni Amerika (Peru, Ekvador). Pomoci druhé
komponenty byla méfeni oddélena do skupin Afrika (Madagaskar, Tanzanie) a Amerika (Haiti,
Peru, Ekvador). Vysledné grafy jsou ptilozeny (viz Graf 20 a Graf 21).
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Graf 20: Analyza hlavnich komponent — projekce vysledkii méreni vybranych tékavych latek
do faktoroveé roviny komponent F1 a F2.
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5. ZAVER

Tato diplomovéa prace je zamétfena na tékavé latky v kakaovych bobech, kakaovém prasku
a ¢okoladach.

Teoreticka cast popisuje biologii a fyziologii rostliny, zpracovani kakaovych bobt, chemii
hlavnich Zivin a jejich zmény béhem procesu zpracovani kakaovych bobti, vliv poskliziiovych
uprav plodiny a technologického zpracovani na vyvin té¢kavych latek.

V praktické Casti byly analyzovany vzorky kakaovych bobli z Tanzanie, Madagaskaru, Haiti,
Ekvadoru a Peru, ¢okolddy vyrobené znich, kakaovy prasek a dalsi komercné dostupné
cokolady. Cilem bylo zjistit, zda existuji rozdily mezi vzorky v zavislosti na geografickém
ptivodu kakaovych bobt, piip. zda se lisi od vzorki komerc¢nich.

Tekavé latky byly stanoveny pomoci metody HS-SPME-GC-MS. Celkem bylo identifikovano
86 tekavych latek, z nich 18 esterti, 15 dusikatych sloucenin (pfedevsim pyraziny), 15 alkoholt,
10 terpenit (z nich 8 terpenovych uhlovodikti, 1 terpenovy keton a 1 terpenovy alkohol),
6 aldehydi, ketonti a kyselin, 3 furany, 2 alkany a alkeny a ostatni. Skupina latek oznacend jako

vvvvvv

jednoznacné zatadit do skupiny.

Podle charakteru viing 1ze rozd¢lit identifikované latky do 7 skupin: kvétinové, ovocné, sladké,
c¢okoladové/ofechové, zemité, sviravé/kyselé aroma a skupina neuréenych, které zahrnuji latky
predevsim doposud neidentifikované viin€ ¢i viing, kterd nepatii do zadné uvedené skupiny.
Nejpocetngjsi skupinou jsou latky s ovocnymi tony (17), dale ofechové a cokoladové (16),
sviravé a kyselé (12), neurcené (14), sladké a medové (10), zemité (9) a kvétinove (8).

Byla provedena transformace dat do 2D grafu pomoci analyzy hlavnich komponent podle
vybranych rozliSujicich proménnych (2-metylbutan-1-ol, 3-hydroxybutan-2-on, heptan-2-ol,
kyselina octova, tetrametylpyrazin, butan-2,3-diol, 2-metylbutanova kyselina, 2-fenyletanol, 2-
metylpropylacetat). Byla tak potvrzena rozdilnost t€kavych latek kakaovych bobti v zavislosti
na geografickém ptivodu.
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6. PRILOHA

Ptiloha 1: Chromatogram — té¢kavé latky ve vzorku kakaovych bobt Tanzanie.
Ptiloha 2: Chromatogram — té¢kavé latky ve vzorku kakaovych bobt Peru.
Ptiloha 3: Chromatogram — té¢kavé latky ve vzorku kakaovych bobu Haiti.

Ptiloha 4: Chromatogram — tékavé¢ latky ve vzorku kakaovych bobti Madagaskar.
Ptiloha 5: Chromatogram — tékavé latky ve vzorku kakaovych bobu Ekvador.

Ptiloha 6: Chromatogram — t¢kavé latky ve vzorku ¢okolady Madagaskar.
Ptiloha 7: Chromatogram — t¢kavé latky ve vzorku ¢okolady Peru.
Ptiloha 8: Chromatogram — te¢kavé latky ve vzorku ¢okolady Ekvador.
Ptiloha 9: Chromatogram — t¢kavé latky ve vzorku ¢okolady Tanzanie.
Ptiloha 10: Chromatogram — t¢kavé latky ve vzorku ¢okolady Haiti.
Ptiloha 11: Chromatogram — té¢kavé latky ve vzorku kakaového prasku.

Ptiloha 12: Chromatogram — t€kavé latky ve vzorku cokolady 50 %.
Ptiloha 13: Chromatogram — tékavé latky ve vzorku ¢okolady 70 %.

Ptiloha 14: Chromatogram — tékavé latky ve vzorku ¢okolady 78 %.
Ptiloha 15: Chromatogram — tékavé latky ve vzorku ¢okolady 90 %.

Ptiloha 16: Chromatogram — t€kavé latky ve vzorku cokolady Criollo 70 %.
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Priloha 1: Chromatogram — tekavé latky ve vzorku kakaovych bobii Tanzanie.
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Priloha 2: Chromatogram — tekavé latky ve vzorku kakaovych bobii Peru.
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Priloha 3: Chromatogram — tékavé latky ve vzorku kakaovych bobu Haiti.
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Priloha 4: Chromatogram — tékavé latky ve vzorku kakaovych bobii Madagaskar.
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Priloha 5: Chromatogram — tékavé latky ve vzorku kakaovych bobui Ekvador.
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Priloha 6: Chromatogram — tékaveé latky ve vzorku cokolady Madagaskar.
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Priloha 7: Chromatogram — tékaveé latky ve vzorku cokolady Peru.
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Priloha 8: Chromatogram — tékavé latky ve vzorku cokolady Ekvador.
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Priloha 9: Chromatogram — tékavé latky ve vzorku cokolady Tanzanie.
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Priloha 10: Chromatogram — tekavé latky ve vzorku cokolady Haiti.
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Priloha 11: Chromatogram — tékavé latky ve vzorku kakaového prasku.
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Priloha 12: Chromatogram — tekavé latky ve vzorku cokolady 50 %.
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Priloha 13: Chromatogram — tekavé latky ve vzorku cokolady 70 %.
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Priloha 14: Chromatogram — tekavé latky ve vzorku cokolady 78 %.
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Priloha 15: Chromatogram — tekavé latky ve vzorku cokolady 90 %.
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7. SEZNAM ZKRATEK

HS-SPME-GC-MS ,Head-space Solid Phase Microextraction Gas Chromatography Mass
Spektrometry*

PCA ,,Principal Component Analysis*

POP 1,3-dipalmitoyl-2-oleoylglycerol

SOS 1,3,-distearoyl-2-oleoylglycerol

POS 1-palmitoyl-2-oleoyl-3-stearoylglycerol
PRPP fosforibosylfosfat,

SAM S-adenosylmethionin

SAH S-adenosylhomocystein

GAE kyselina gallova

GC-MS ,,Gas Chromatography Mass Spectrometry* Plynova chromatografie s hmotnostni
spektrometrii

GC-FID ,,Gas Chromatography Flame Ionization Detector Plynova chromatografie
s plamenovym ionizatorem

SIFT-MS ,,Selected Ion Flow Tube Mass Spectrometry*

SAFE ,,Solvent Assisted Flavour Evaporation*
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