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STRESZCZENIE

Praca badawcza miata na celu ocene jakosci miazg kakaowych i wyprodukowanych z nich czekolad gorz-
kich pochodzgcych od siedmiu producentdéw z pieciu krajéw swiata, w oparciu o wyniki analizy iloScio-
wej steroli. W materiale badanym stwierdzono obecnosc trzech fitosteroli: B-sitosterolu, stigmastero-
lu, kampesterolu. Wyniki pracy wykazaty duze zréznicowanie miazg kakaowych i czekolad gorzkich. Naj-
wiekszg zawartoscia steroli ogdétem cechowata sie miazga CM-3 z Ghany (203,35 mg/100 g) oraz wy-
konana z niej czekolada (122,78 mg/100 g). Najmniejsze ilosci steroli oznaczone w miazgach to 57,92
mg/100 g (CM-1), a w czekoladach 35,97 mg/100 g (CH-5). Najlepszg jakoscig cechowaty sie miazgi
i czekolady oznaczone numerami 3, 6 i 7. Czekolady ze wzgledu na niska wtasng zawartosc steroli, ale
wysoka ttuszczu, stanowig dobrg matryce do wzbogacania w fitosterole.

Evaluation of chocolates and cocoa masses quality based
on sterols composition
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ABSTRACT

The objective of this research was to assess the quality of cocoa masses and produced from them bitter
chocolates, originating from seven manufacturers of five countries, based on the results of quantitative
sterols analysis. Test material revealed the presence of three phytosterols: B-sitosterol, stigmasterol,
campesterol. Results showed a high diversity of cocoa masses and chocolates. The highest content of
total sterols was in CM-3 cocoa mass from Ghana (203.35 mg/100 g) and made from it CH-3 chocolate
(122.78 mg/100 g). The smallest quantity indicated in cocoa masses was 57.92 mg/100 g (CM-1), and
chocolates 35.97 mg/100 g (CH-5). Cocoa masses and chocolates characterized by the best quality were
marked with numbers 3, 6 and 7. Chocolate because of its low own sterols content but high in fat, are
a good matrix for enrichment in phytosterols.

ABID 2/2014 147



1. WPROWADZENIE

Fitosterole to bioaktywne sktadniki zywnosci zna-
ne przede wszystkim z wiasciwosci obnizania po-
ziomu cholesterolu we krwi cztowieka. W litera-
turze swiatowej opisano dotychczas wiecej niz
250 typow fitosteroli [1]. NajczesSciej spozywane
sterole w ramach diety przecietnego konsumen-
ta to sitosterol, kampesterol, stigmasterol, brassi-
kasterol, A5-avenasterol i A7-avenasterol. Sterole
w zywnosci mogg wystepowaé nie tylko w formie
wolnej, ale takze w postaci estréw kwasow ttusz-
czowych, potgczone z resztami cukrowymi (gliko-
zydy) lub kwasami fenolowymi [2, 3]. Doskona-
tym zrédtem fitosteroli sg oleje roslinne i emulsje
ttuszczowe takie jak majonez i margaryna. Nalezy
pamietac, ze zrodtem fitosteroli sg takze owoce
i warzywa oraz przekaski typu nasiona, orzechy,
czekolada [2, 4].

Ttuszcz kakaowy — kluczowy sktadnik czekolady
— jest bardzo charakterystycznym ttuszczem ro-
$linnym, nie tylko ze wzgledu na wtasciwosci or-
ganoleptyczne, ale i sktad zwigzkéw biologicz-
nie czynnych. Ttuszcz kakaowy, nazywany row-
niez mastem kakaowym, zawiera okoto 98% tria-
cylogliceroli, 1% wolnych kwaséw ttuszczowych,
0,3-0,5% diacylogliceroli i 0,1% monoacyloglice-
roli. Oprécz acylowanych gliceroli, w ttuszczu ka-
kaowym wystepujg rowniez sterole (0,2%), fosfo-
lipidy (0,05-0,13%), tokoferole (150-250 mg/kg)
oraz duzo zwigzkdéw lotnych ksztattujgcych aro-
mat [5]. WSréd steroli obecnych w ttuszczu ka-
kaowym przewazajgcy udziat stanowig sterole
w postaci wolnej, natomiast estry stanowig oko-
to 11,5% ogdlnej zawartosci [6, 3]. Literatura po-
daje, ze w ttuszczu kakaowym dominujg trzy ste-
role: B-sitosterol, stigmasterol i kampesterol [2,
7-9]. Pozostate wykrywane sterole to brassikaste-
rol, A5-avenasterol, cholesterol i stanole (sitosta-
nol, kampestanol) [2, 6].

Naukowcy na catym swiecie donoszg o wielu funk-
cjach i zaletach zywieniowych fitosteroli. Przede
wszystkim jest to obnizanie wchtaniania choleste-
rolu z pozywienia, ale tez dziatanie przeciwzapal-
ne, przeciwnowotworowe, wzmagajgce odpor-
nos$¢ immunologiczng, obnizajace ryzyko wysta-
pienia choroby wiericowej serca [10-12]. Aby zin-
tensyfikowaé korzystne oddziatywanie fitostero-
li na organizm przecietnego konsumenta, podej-
mowane sg liczne proby zaprojektowania zywno-
$ci wzbogacanej w te zwigzki. Dotyczy to rowniez
wyrobéw czekoladowych, ktdre w ten sposdéb po-

wiekszajg asortyment tzw. zywnosci funkcjonal-
nej [13-15].

Sktad steroli obok kompozycji kwasow ttusz-
czowych i triacylogliceroli jest wcigz jednym ze
wskaznikdéw wykorzystywanych do analizy jako-
Sciowo-ilosciowe] ttuszczéw innych niz kakaowy
zawartych w wyrobach czekoladowych [3, 8, 16-
18]. Badana jest nie tylko zawartos¢ dominuja-
cych steroli, ale takze tych wystepujacych w $la-
dowych ilosciach. Stanowig one swoiste marke-
ry obecnosci mieszanek ttuszczow roslinnych (np.
brassikasterol, A5-avenasterol, cholesterol) lub
ttuszczu mlecznego (cholesterol). Klasyczna ana-
liza iloSciowa steroli czesto nie pozwala na pew-
ng ocene ttuszczu w wyrobach czekoladowych.
Sktad surowcowy oraz modyfikacje niektdrych
rodzajow alternatyw ttuszczu kakaowego (CBA)
powodujg istotne zmiany chemiczne m.in. znisz-
czenie struktury steroli. W wyniku przetwarzania
CBA czyli poddania procesom dezodoryzacji i wy-
bielania, wolne sterole oraz estry ulegajg czescio-
wej degradacji do sterenéw [16]. Analiza iloScio-
wa sterendéw znalazta zastosowanie do skrinin-
gowej metody wykrywania obecnosci przetwa-
rzanych ttuszczéw roslinnych w czekoladach [16,
17]. Réwniez oznaczanie jakosciowo-ilosciowe
samych estréw fitosteroli mozna wykorzysta¢ do
oceny ttuszczu kakaowego [3].

Uwzgledniajgc powyzsze aspekty, celem niniej-
szej pracy byfa ocena jakosci miazg kakaowych
réznego pochodzenia geograficznego i wyprodu-
kowanych z nich czekolad na podstawie zawarto-
Sci steroli ogdétem, oznaczonych z wykorzystaniem
metody GC-MS. Podjeto prébe oceny mozliwosci
wykorzystania badanych czekolad w diecie czfo-
wieka jako zrédta steroli.

2. MATERIAL | METODY BADAN

Materiat do badan stanowity prébki siedmiu
miazg kakaowych, pochodzacych z pieciu kra-
jow swiata oraz wyprodukowane na ich bazie cze-
kolady naturalne gorzkie (Tab. 1). Ttuszcz z pro-
bek ekstrahowano heksanem, odwirowywano
w wiréwce laboratoryjnej (5000 obr/min przez
10 min.), a nastepnie supernatant przesgczano
i odparowywano w strumieniu azotu. Do ozna-
czenia zawartosci steroli wolnych i estréw pobie-
rano 0,1 g prébki ttuszczu i rozpuszczano w 2 ml
heksanu. Nastepnie dodawano standard wewne-
trzny — betuline (0,4 mg/ml, Sigma Aldrich) i do-
ktadnie mieszano (Vorteks) przez 30 sekund.
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Roztwér poddawano zasadowej transestryfika-
cji w obecnosci 0,5 ml 2N KOH w metanolu przez
30 min w fazni ultradzwiekowej. W schtodzonych
do temperatury pokojowej probkach neutralizo-
wano odczynnik metylujacy 1% kwasem cytryno-
wym. Niezwtocznie po wyklarowaniu sie faz, 1 ml
frakcji heksanowej przenoszono do 1,5 ml wial-
ki i odparowywano rozpuszczalnik w strumieniu
azotu. Sililacje probki przeprowadzano poprzez
dodanie 100 pl pirydyny oraz 100 pl BSTFA z 1%
TCMS i szczelnie zakrecano wialke. Probke wytrza-
sano przez 30 sekund i prowadzono reakcje dery-
watyzacji w temperaturze 50°C przez okres 2 go-
dzin. Nastepnie dodawano 1 ml heksanu, ponow-
nie zakrecano wialke i doktadnie mieszano [7-9].

Tabela 1 Pochodzenie miazg kakaowych
i czekolad gorzkich
Table 1 Cocoa mass and chocolates

geographical origin

Analize ilosciowg wykonano z wykorzystaniem
chromatografu gazowego sprzezonego ze spek-
trometrem masowym Shimadzu GCMS-QP
2010S. Chromatograf wyposazono w kolum-
ne kapilarng arylenowg ZB-5MS (5%-fenyl-95%-
dimetylopolisiloksan) o wymiarach 20 m x 0.18
mm x 0.18 um (Phenomenex). Temperatura ko-
mory nastrzykowej wynosita 230°C. Nastrzyki wy-
konano w trybie bezdzielnikowym. Temperatura
pracy kolumny: poczgtkowa 50°C przez 2 min, na-
stepnie wzrost temperatury z szybkoscig 15°C/
min do 250°C, utrzymywanie izotermy przez 1
min. Ponowny wzrost temp. z szybkoscig 3°C/
min do 310°C i utrzymywanie izotermy koricowej
przez 10 min. Gazem nos$nym byt hel, a jego prze-
ptyw wynosit 1,00 ml/min. Temperatura linii ta-
czacej GC/MS wynosita 300°C, temperatura zroé-
dta jondw — 240°C, widma masowe przemiatane
w zakresie 100-600 m/z przy zastosowaniu ener-
gii jonizacji wynoszacej 70 eV.

Miazgi bochodsenie Czekolady Analizy kazdej probki wykonano w trzech powté-
kakaowe gorzkie rzeniach, w trybie monitorowania wybranych jo-
CM-1 Ekwador CH-1 néw selektywnych (SIM), charakterystycznych dla
M2 Dominikana CHo2 po§zczegolnych steroli (RYS. 1).,Identyﬁkaq| s.te-
roli dokonano na podstawie poréwnania czasu ich
CM-3 Ghana CH-3 s . .
retencji z dostepnymi standardami oraz na pod-
CM-4 Wybrzeze Kosci Stoniowej CH-4 stawie jonéw charakterystycznych. Do obliczen
CM-5 Ghana CH-5 ilosciowych zastosowano technike dodatku stan-
CM-6 Peru CH-6 dardu wewnetrznego (betulina). Analiza staty-
e Shana ha styczna zostata przeprowadzgna za pomocg pro-
gramu STATGRAPHICS Centurion 15.1. Wykonano
analize wariancji (one-way-ANOVA) z uzyciem te-
stu Tukeya HSD przy poziomie istotnosci p <0,05.
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Rysunek 1 Rozdziat poszczegdlinych steroli i standardu wewnetrznego w trybie SIM

Figure 1 Separation of individual sterols and internal standard in SIM mode
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Do obliczen wykorzystano zawartosci ttuszczu
w miazgach i czekoladach podane przez produ-
centow w specyfikacji lub na opakowaniu. Wszyst-
kie badane préby znajdowaty sie w okresie przy-
datnosci do spozycia okreslonym datg umieszczo-
na na etykiecie. Zadna z badanych czekolad nie
posiadata adnotacji o uzyciu ttuszczéw innych niz
kakaowy.

3. OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJA

3.1 Sterole w miazgach kakaowych

Zawartosc¢ fitosteroli zidentyfikowanych w mia-
zgach kakaowych przedstawiono na Rysunku
2. Zgodnie z literaturg [2, 6-9] sterole obecne
w wyekstrahowanym ttuszczu pod wzgledem ilo-
Sciowym wystepowaty w nastepujacej kolejno-
Sci: B-sitosterol > stigmasterol > kampesterol.
B-sitosterol stanowit srednio 61,4 + 1,7% udzia-
téw steroli ogétem, stigmasterol 30,5 + 2,4%,
a kampesterol 8,1 + 2,8%. Jest to bardzo charak-
terystyczna dla ttuszczu kakaowego kompozycja
steroli, gdyz znakomita wiekszos¢ olejow roslin-
nych oraz orzechdéw, ktére moga znalezé zasto-
sowanie do produkcji czekolad, posiada odmien-
ng ich proporcje. Pod wzgledem udziatéw [-si-
tosterol dominuje, lecz drugi w kolejnosci zamiast
stigmasterolu jest kampesterol [2, 6, 19]. Jaki-
kolwiek dodatek wspomnianych produktéw do
ttuszczu kakaowego powoduje zaburzenie row-
nowagi udziatow steroli, co wykorzystywane jest
do wykrywania ewentualnych zafatszowan goto-
wych produktéw. W zadnej z miazg nie wykry-
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Rysunek 2 Zawartos$¢ steroli w miazgach kakaowych
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Figure 2 Sterols content in cocoa masses [mg/100 g]

to cholesterolu oraz nasyconych steroli. ROwniez
w pracach innych badaczy obserwuje sie natural-
ne wystepowanie tych zwigzkéw w bardzo ma-
tych ilosciach [2, 6].
Najwiekszg zawartoscig steroli ogétem cechowata
sie miazga CM-3 z Ghany (203,35 mg/100 g + 9,41
mg). Stanowity one 0,2% masy miazgi. Kolejne co
do wielkosci zawartosci fitosteroli wystepowaty
w miazgach CM-6 (172,83 mg/100 g + 8,10 mg)
i CM-7 (156,06 mg/100 g + 7,34 mg) pochodza-
cych odpowiednio z Peru i Ghany. Tu zawarto$é
steroli stanowita 0,17% i 0,16% catkowitej masy.
Pozostate miazgi oznaczone jako CM-1, CM-2,
CM-4 i CM-5 zawieraty $rednio 62,53 mg/100 g +
5,63 mg steroli (sr. 0,06% masy).
Analiza statystyczna wykazata istotne rdznice
w zawartosSciach steroli przebadanych prébek
miazg kakaowych (dla p <0,05). Jedynie miazgi
pochodzace od jednego z producentéw z Gha-
ny oraz z Ekwadoru nie réznity sie miedzy soba
statystycznie istotnie. Poszczegdlne miazgi zo-
staty sklasyfikowane nastepujgco: Ghana (CM-3)
> Peru > Ghana (CM-7) > Dominikana > Wybrze-
ze Kosci Stoniowej > Ghana (CM-5) = Ekwador.
Wsréd badanego materiatu znalazty sie proébki
od trzech réznych plantatorow Republiki Ghany
(Tab. 1). Przy maksymalnej 4% rdznicy w zawar-
tosci ttuszczu miedzy analizowanymi prébami,
pomimo zblizonego pochodzenia geograficzne-
go odnotowano miedzy nimi statystycznie istotne
réznice pod wzgledem zawartosci steroli. Zaréw-
no dane literaturowe [2, 3, 6, 17], jak i powyzsze
wyniki wskazujg, ze na zawarto$¢ steroli w mia-
zgach kakaowych mogg mieé wptyw nastepujgce
czynniki:
e odmiana kakaowca,
e pochodzenie geograficzne (kontynent, region)
i warunki sSrodowiskowe,
e sezon uprawy i zbiorow (mogy by¢ dwa,
a w sprzyjajacych warunkach nawet trzy se-
zony),
rodzaje i parametry procesow zastosowanych
do obrébki surowego ziarna kakaowego,
sposéb magazynowania ziarna oraz warunki
i sposdb transportu,
* rodzaje i parametry procesdw zastosowanych
do wytworzenia miazgi kakaowe; .

3.2 Sterole w czekoladach

Zawartosc fitosteroli zidentyfikowanych w czeko-
ladach przedstawiono na Rysunku 3. Zgodnie z li-
teraturg [2, 6-9] oraz wynikami uzyskanymi dla
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miazg kakaowych, sterole obecne w wyekstraho-
wanym ttuszczu pod wzgledem ilosciowym wy-
stepowaty w nastepujgcej kolejnosci: B-sitosterol
> stigmasterol > kampesterol. B-sitosterol sta-
nowit srednio 61,9 + 1,9% udziatéw steroli ogo-
tem, stigmasterol 30,0 + 2,7%, a kampesterol 8,0
+2,5%. W zadnej z czekolad nie wykryto choleste-
rolu oraz nasyconych steroli. Podobnie jak w przy-
padku miazg doniesienia naukowe potwierdzajg
ich obecnos$é¢ w niewielkiej ilosci do 5 mg/100 g
[2, 6].
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i z Ghany, oznaczone jako CH-3 (122,78 mg/100 g
+ 5,15 mg), CH-6 (108,03 mg/100 g + 4,19 mg),
i CH-7 (93,60 mg/100 g * 3,84 mg). Tu zawartos¢
steroli stanowita odpowiednio 0,12%, 0,11%
i 0,09% catkowitej masy. Natomiast pozostate
dwie grupy: CH-2 i CH-4 oraz CH-1 i CH-5 zawie-
raty fitosterole ponizej 50 mg/100 g, co stanowi-
to 0,04% catkowitej masy. Badane czekolady roéz-
nity sie zawartoscig ttuszczu maksymalnie o 3%.
Uwzgledniajgc ten czynnik oraz zblizong do siebie
zawartos¢ ttuszczu w badanych miazgach, zaob-
serwowano dos¢ regularny spadek zawartosci fi-
tosteroli (Sr. 37,2%) w czekoladach w poréwnaniu
do miazg, z ktérych powstaty (Tab. 2). Rowniez
proporcje poszczegdlnych steroli zostaty zacho-
wane (Tab. 3). Uzyskane wyniki nie dajg wiec zad-
nych przestanek o mozliwosci zastosowania w ba-
danych czekoladach ttuszczy innych niz kakaowy.

Tabela 2 Procentowy spadek zawartosci fitosteroli CH/CM
Table 2 Percentage decrease of phytosterol content

5 CH/CM
kampesterol | stigmasterol | B-sitosterol
CH-1/ CM-1 35,7 39,8 35,8
® B-sitosterol/ W stigmsterol/ M campesterol/ CH-2/ CM-2 403 441 328
B-sitosterol stigmasterol kampesterol ’ ’ ’
Rysunek 3 Zawarto$¢ steroli w czekoladach [mg/100 g] CH-3/ CM-3 39,4 40,5 39,2
Figure 3 Sterols content in chocolates [mg/100 g] CH-4/ CM-4 32,8 28,4 31,1
CH-5/ CM-5 34,9 39,0 38,9
Na podstawie jednoczynnikowej analizy warian-
cji badane prébki czekolad sklasyfikowano pod CH-6/ CM-6 37,9 34,9 38,9
wzgledem zawartosci steroli do pieciu homoge- CH-7/ CM-7 38,4 40,6 39,9
nicznych grup. Tak jak w przypadku miazg naj- ,
. y grup . ,J . przyp g J Srednia 37,1 38,2 36,7
wiecej tych zwigzkdéw posiadaty czekolady z Peru
Tabela 3 Udziaty procentowe zidentyfikowanych fitosteroli
Table 3 Identified phytosterols percentage shares
Materiaf kampesterol | stigmasterol B-sitosterol Materiaf kampesterol | stigmasterol B-sitosterol
badany R = badany B =
CH-1 8,11 31,87 60,01 CM-1 8,29 30,48 61,23
CH-2 9,82 30,20 59,98 CM-2 9,28 26,77 63,95
CH-3 6,57 32,21 61,22 CM-3 6,60 31,74 61,66
CH-4 13,44 25,71 60,85 CM-4 13,03 26,55 60,42
CH-5 5,47 29,57 64,96 CM-5 5,81 29,44 64,75
CH-6 6,49 32,82 60,69 CM-6 6,45 34,18 59,36
CH-7 6,64 31,25 62,10 CM-7 6,83 30,95 62,22
Srednia 8,08 30,52 61,40 Srednia 8,04 30,02 61,94
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3.2 Czekolada jako zrédto fitosteroli

W swietle badan wykonanych w ramach niniejszej
pracy za zasadng uznano prébe oceny czekolady
jako zZrodta fitosteroli. Liczni autorzy sg zgodni, ze
fitosterole ze wzgledu na podobng budowe che-
miczng, konkurujg w przewodzie pokarmowym
z cholesterolem, obnizajgc tym samym jego po-
ziom we krwi cztowieka. Wedtug wynikéw badan
klinicznych podaz fitosteroli z przecietng dietg
konsumenta moze sie wahac¢ od 150 do 450 mg/
dzien i jest silnie zalezna od kultury zywieniowej
danej populacji [20-22]. Spozycie cholesterolu
plasuje sie ponizej 300 mg na dzieni i jest nadal za
wysokie wobec zalecanej wartosci 200 mg/dzien
[20]. Nalezy podkresli¢, ze poziom wchtaniania fi-
tosteroli z diety jest nizszy niz 5%, podczas gdy
cholesterolu wynosi okoto 56% [20-21]. Dlatego
czynione sg starania, aby opracowywac diety bo-
gate w fitosterole, wzbogacone w nie produkty
lub suplementy diety [13-15]. Program opraco-
wany przez amerykanskich naukowcéw USN-
CE (United States National Cholesterol Educa-
tion) rekomenduje spozywanie fitosteroli w daw-
ce 2 gramow dziennie, w celu efektywnej redukcji
cholesterolu LDL na poziomie 10% [20, 21]. Naj-
wieksza zawartosc fitosteroli oznaczona w niniej-
szej pracy w czekoladach to 122,78 mg/100 g +
5,15 mg (CM-3, Ghana). W porownaniu do innych
produktéw zywnosciowych spozywanych przez
przecietnego Europejczyka jest to zatem ubogie
zrodto fitosteroli, zwtaszcza jesli wezmie sie pod

uwage czestotliwosé spozywania [2-4, 13-15]. Na-
lezy pamieta¢ o wysokiej kalorycznosci czekola-
dy. Projektowane sg obecnie wyroby czekolado-
we wzbogacane w fitosterole, np. praliny, batony,
dostarczajgce w catej masie okoto 2 gramdw tych
zwigzkow [13-15].

4. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonej analizy stwier-
dzono w materiale badanym obecnos¢ trzech fi-
tosteroli: B-sitosterolu, stigmasterolu i kampeste-
rolu, w proporcji charakterystycznej dla ttuszczu
kakaowego. Wyniki pracy wykazaty gtebokie zréz-
nicowanie miazg kakaowych i czekolad gorzkich
pod katem zawartosci steroli. Na przyjetym po-
ziomie istotnosci p 0,05 wszystkich prébek miazg
tylko dwie nie réznity sie statystycznie istotnie
w tym aspekcie. W przypadku czekolad mozna
mowié¢ o duzym wptywie procesu produkcji i za-
stosowanej receptury na zawartos¢ steroli. Ba-
danie wykazato, ze miazgi i czekolady pochodza-
ce od trzech réznych plantatorow z tego same-
go regionu geograficznego, mozna rozrézni¢ na
podstawie zawartosci steroli, co jednak wyma-
ga potwierdzenia analizami z udziatem znacznie
wiekszej ilosci préb. W swietle wynikéw badan,
a takze danych literaturowych, z uwagi na niski
potencjat pokrywania dziennego zapotrzebowa-
nia cztowieka na fitosterole, rekomendowane jest
spozywanie funkcjonalnych wyrobéw czekolado-
wych wzbogacanych w te zwigzki.
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