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Einleitung

Die aktuellen Entwicklungen in den Lebensmittel- und Ernährungswissenschaften lassen ein wachsendes Interesse an ernährungsphysiologisch wirksamen „funktionellen Lebensmitteln“ mit dem Aspekt einer präventiven Gesundheitsförderung erkennen. Insbesondere wird in diesem Zusammenhang der Entwicklung und Evaluierung von antioxidativ bzw. als Radikalfänger wirkenden Lebensmitteln und Lebensmittelkomponenten, die aus natürlichen pflanzlichen Rohstoffen gewonnen werden, vorrangige Bedeutung beigemessen. 

Kakao und Kakao-Produkte, insbesondere Schokolade, enthalten beachtliche Mengen an polyphenolischen Substanzen, die aufgrund ihrer potentiellen antioxidativen Aktivität und Radikalfänger-Eigenschaften von grundlegender funktioneller ernährungsphysiologischer Bedeutung sein können. In umfangreichen Studien wurde dokumentiert, dass die antioxidativen Eigenschaften von Kakao und Kakaoprodukten einen positiven Einfluss auf die Gesundheit ausüben. Dazu zählen unter anderem die Verbesserung des Blutflusses, die verbesserte Elastizität der Arterien, die Anregung der Stickstoffoxid-Synthase, Entzündungshemmung, sowie die Senkung des Blutdrucks und der Thrombozytenaggregation. (KEEN et al., 2005; SEMI et al., 2008). Verschiedene Forschungsgruppen konnten nachweisen, dass der Konsum kakaoreicher Schokolade bei gesunden Menschen, sowie auch bei Patienten, welche kardiovaskulären Risiken ausgesetzt waren, endothelabhängige Relaxationen verbessert und die Aktivierung der Thrombozyten hemmt. (VAZQUEZ et al., 2011; HERMANN et al., 2006). Bei regelmäßigem Konsum von Kakao und Kakaoprodukten wurde eine blutzuckersenkende Wirkung sowie eine Verbesserung der Glukosetoleranz und eine Erhöhung der Insulin-Sensitivität insbesondere beim Verzehr von dunkler Schokolade bei gesunden Menschen und Hypertonikern nachgewiesen (RUZAIDE et al., 2009; GRASSI et al., 2005; CIENFUEGOS-JOVELLANOS et al., 2009).
Das Ziel dieser Studie lag in der vergleichsweisen Evaluierung des Gehalts an Gesamtpolyphenolen, Flavonoiden, Catechinen und Proanthocyanidinen sowie der antioxidativen Aktivität und Radikalfänger-Eigenschaften von Kakaopulver und verschiedenen in Österreich hergestellten und im Handel vertriebenen Schokolade-Produkten mit unterschiedlichen Kakao-Anteilen. 

MATERIAL UND METHODIK
Die Kakao- und Schokolade-Produkte mit unterschiedlichen Kakao-Anteilen wurden aus dem Handel bezogen und der Gehalt an Gesamt-Polyphenolen, Flavonoiden, Catechinen und Proanthocyanidinen mit standardisierten photometrischen Methoden bestimmt. Die antioxidative Aktivität wurde sowohl mit der DPPH*-Radikalfänger-Methode („Inhibition Concentration“ IC50) als auch mit der ABTS-Radikal-Assay („Trolox Equivalent Antioxidant Capacity“ TEAC) analysiert.  
Kakao- und Schokoladenprodukte
Ausgewählte Kakao- und Schokolade-Produkte mit unterschiedlichem Kakao-Anteil wurden untersucht:

Kakaopulver (100% Kakao-Anteil)
Trinkschokolade (32% Kakao-Anteil)

Koch- und Übergußschokolade (59% Kakao-Anteil)

Zartbitterschokolade (62% Kakao-Anteil)

Edelbitterschokolade (85% Kakao-Anteil)

Probenaufarbeitung

Die zerkleinerten und homogenisierten Kakao- und Schokoladenprodukte wurden mit n-Hexan entfettet und anschließend die polyphenolischen Substanzen mit 20% Methanol/Wasser extrahiert.
Bestimmung der Gesamt-Polyphenole
Der Gehalt an Gesamt-Polyphenolen wurde photometrisch nach der Folin-Ciocalteu-Methode bestimmt und in Gallussäure Äquivalenten ausgedrückt (SINGLETON u. ROSSI, 1965).
Bestimmung der Flavonoide

Die Bestimmung des Gehalts an Flavonoiden erfolgte photometrisch als Aluminiumchelatkomplex. Als Referenzsubstanz wurde Quercetin herangezogen (BAHORUN et al., 2004).
Bestimmung der Catechine

Die Gehaltsbestimmung der Catechine wurde photometrisch nach der Reaktion mit DAC (Dimethylaminozimtaldehyd) durchgeführt. (+)-Catechin wurde als Referenzsubstanz herangezogen (BELSZAK et al., 2009).
Bestimmung der Proanthocyanidine

Der Gehalt an Proanthocyanidinen wurde photometrisch nach Depolymerisation im sauren Milieu bestimmt. Die Ergebnisse wurden in Cyanidin-Äquivalenten ausgedrückt (RÖSCH et al., 2003).
Bestimmung der antioxidativen Aktivität und der Radikalfänger-Kapazität

Die antioxidative Aktivität und Radikalfänger-Kapazität wurde mit der DPPH*(2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl)-Radikalfänger-Methode bestimmt und durch ihrer „Inhibition Concentration IC50“ ausgedrückt (BRAND-WILLIAMS et al., 1995). IC50 stellt die benötigte Menge an Antioxidantien dar, um die Anfangskonzentration von DPPH* um 50% zu senken. Niedrige IC50-Werte zeigen eine hohe Radikalfänger-Kapazität. Des Weiteren wurden die antioxidativen Aktivitäten und Radikalfänger-Kapazitäten mit Hilfe der ABTS (2,2-Amino-di(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonsäure)-Radikalfänger-Methode bestimmt und die Ergebnisse in TEAC-Werten („Trolox Equivalent Antioxidant Capacity“) dargestellt (RE et al., 1999). Bei dieser Methode wird die antioxidative Aktivität mit Trolox, einem Vitamin E-Derivat, verglichen. Hohe TEAC-Werte drücken eine hohe antioxidative Aktivität aus. 
ERGEBNISSE UND DISKUSSION
Gehalt an Polyphenolen

Sämtliche Kakao- und Schokolade-Produkte zeichnen sich durch einen hohen Gehalt an Gesamt-Polyphenolen, Flavonoiden, Katechinen und Proanthocyanidinen aus, wobei Kakaopulver jeweils die höchsten Mengen aufwies, gefolgt von den Schokolade-Produkten in Reihenfolge ihres prozentuellen Kakao-Anteils. Der Gesamt-Polyphenolengehalt lag im Bereich von 6,9 und 23,1 mg/g. Signifikante Mengen an Flavonoiden (2,0 – 7,9 mg/g), Catechinen (1,0 – 2,6 mg/g) und Proanthocyanidinen (1,5 – 3,1 mg/g) konnten nachgewiesen werden. Prinzipiell ist eine gute Korrelation zwischen dem Kakaogehalt in den Produkten und dessen Gehalt an Polyphenolen erkennbar (Tab.1). 

Tab. 1: Gehalt an Gesamt-Polyphenolen, Flavonoiden, Catechinen und Proanthocyanidinen in Kakao- und Schokolade-Produkten

	Kakao- und Schokolade-Produkte (% Kakao-Anteil)
	Gesamt-Polyphenole (mg/g)
	Flavonoide (mg/g)
	Catechine (mg/g)
	Proanthocyanidine (mg/g)

	Kakaopulver
	23,1
	7,9
	2,6
	3,1

	Trinkschokolade (32%)
	8,2
	2,3
	1,0
	1,5

	Kochschokolade (59%)
	6,9
	2,0
	1,4
	1,5

	Zartbitterschokolade (62%)
	8,4
	2,1
	2,3
	1,7

	Edelbitterschokolade (85%)
	9,5
	3,3
	2,0
	1,5


Antioxidative Aktivität und freie Radikalfänger-Kapazität

Alle Kakao- und Schokoladenprodukte zeigen eine signifikante antioxidative Aktivität und Radikalfänger-Kapazität ausgedrückt als IC50- und TEAC-Werte (Tab 2). Niedrige IC50-Werte und hohe TEAC-Werte deuten auf eine hohe antioxidative Aktivität. Die höchste antioxidative Kapazität wurde im Kakaopulver beobachtet (IC50: 59 mg/l; TEAC: 396 µmol Trolox/g), gefolgt von den Schokoladenprodukten in der Reihenfolge ihres Kakao-Anteils (IC50: 104-207 mg/l; TEAC: 120-190 µmol Trolox/g). Eine enge Korrelation zwischen dem Gehalt an polyphenolischen Inhaltsstoffen und der Radikalfänger-Aktivität kann abgeleitet werden.
Tab. 2: Antioxidative Aktivität von Kakao- und Schokolade-Produkten (IC50, TEAC)

	Kakao- und Schokolade-Produkte (% Kakao-Anteil)
	Inhibition Concentration

IC50 (mg/l)
	Trolox Equivalent Antioxidant Capacity 

TEAC (µmol/g)

	Kakaopulver
	59
	396

	Trinkschokolade (32%)
	207
	120

	Kochschokolade (59%)
	194
	125

	Zartbitterschokolade (62%)
	129
	179

	Edelbitterschokolade (85%)
	104
	190


CONCLUSIO

Kakaopulver und Schokolade-Produkte insbesondere mit hohem Kakaogehalt sind Genussmittel mit einem bemerkenswert hohen Gehalt an Gesamt-Polyphenolen, Flavonoiden, Catechinen und Proanthocyanidinen sowie einer signifikant hohen antioxidativen Aktivität und Radikalfänger-Kapazität. Kakaopulver mit dem höchsten Gehalt an Polyphenolen besitzt auch die höchsten antioxidativen Eigenschaften, gefolgt von den Schokolade-Produkten in der Reihenfolge ihres Kakao-Anteils. 

Demnach kann gefolgert werden, dass Kakao und Schokolade-Produkte aufgrund ihrer signifikanten antioxidativen und Radikalfänger-Aktivität sowie ihres beträchtlichen Gehalts an polyphenolischen Substanzen als ernährungsphysiologisch effektives und gesundheitsförderndes funktionelles diätetisches Nahrungs-Supplement angesehen werden können.
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