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ZUSAMMENFASSUNG

wickelt und angewandt.

Kakao und Schokolade erfreuen sich nicht nur aufgrund ihres guten Geschmacks und Aromas grofiter
Beliebtheit. Auch der Wandel in der Beurteilung sekundéarer Pflanzenstoffe wie den Polyphenolen, die
vor nicht allzu langer Zeit noch als unbedeutend galten, machen Kakao zu einem wertvollen Rohstoff und
Schokolade zu einem geschatzten Lebensmittel. Die gesundheitsférdernde Wirkung bestimmter Kakao-
inhaltsstoffe wurde im Jahr 2013 im Rahmen der Zulassung eines sogenannten Health Claims fiir bestimmte
Kakaoerzeugnisse mit hohen Gehalten an Kakaoflavanolen dokumentiert. Im Lebensmittelchemischen
Institut (LCI) des Bundesverbandes der Deutschen SiBwarenindustrie (BDSI) wurde eine Analysen-
methode zur Uberpriifung der Voraussetzungen zur Verwendung dieses Gesundheitsversprechens ent-

EINLEITUNG

Schon Olmeken, Maya und Azteken interessierten
sich fiir Kakao und daraus hergestellte Erzeugnisse,
die jedoch anders waren als wir sie heute kennen.
Bereits 1000 v. Chr. gab es kakaohaltige Getrédnke,
wie chromatographische Analysen von Tonscherben
aus Honduras (Mittelamerika) durch den Nachweis
von Theobromin zeigten [1]. Die Autoren, die die
Scherben aus dem Dorf Puerto Escondido im unte-
ren Rio Ulda Tal untersuchten, vermuten aufgrund
der Form und der Verzierung, dass es sich um ein
alkoholhaltiges Getrank handelte, das aus dem
Fruchtfleisch des Kakaobaumes hergestellt und zu
besonderen Anldssen getrunken wurde. In dieser
Zeitentstand in Mittelamerika die Kultur der Olmeken.
Das Wort ,,cacao” leitet sich aus dem olmekischen
»kakawa“ ab und wurde spater von den Maya iber-
nommen. Neueste Untersuchungen von Archdologen

der University of Calgary und der University of British
Columbia belegten im Oktober 2018, dass in Ecuador
bereits vor mindestens 5.300 Jahren — und damit
wesentlich frither als bisher angenommen — Kakao
als Lebensmittel verwendet wurde. Die Forscher
konnten auf Tonscherben aus einem Mayo-Chin-
chipe-Dorf im oberen Teil des Amazonasbeckens
Spuren von Kakao-DNA nachweisen [2].

Die heute gdngige taxonomische Bezeichnung des
Kakaobaumes Theobroma cacao, eine Kombina-
tion aus griechischer und mayanischer Etymologie,
stammt von dem schwedischen Botaniker Carl von
Linné aus dem Jahr 1753 und bedeutet ,,Speise
der Gotter“. Mit der Eroberung des Aztekenreiches
(heute Mexiko) 1519 durch Hernando Cortéz kam
der Kakao letztendlich nach Europa. Wahrend der
spanischen Kolonialzeit wurden Kakaobohnen
wegen ihres bitteren Geschmacks nicht verzehrt,
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sondern zundchst hauptsdchlich als Zahlungs-
mittel genutzt, bis das Kakaogetrdank durch den
Zusatz von Rohrzucker geniebar und die heilen-
den Eigenschaften des Kakaos erkannt wurden.
Schriften aus dem 16.—19. Jahrhundert beschreiben
iber 100 medizinische Anwendungen fiir Kakao
(-bohnen) und Schokolade, aber auch fiir andere
Bestandteile wie die Bliiten des Kakaobaumes. Der
Verzehr sollte beispielsweise bei Fieber, Schwache-
gefiihl, Herzleiden und Magenschmerzen helfen [3].

Erndhrungsphysiologisch wurde Schokolade lange
Zeit keine besondere Aufmerksamkeit geschenkt.
Doch in den letzten Jahren erinnerte man sich wie-
der daran, dass Kakao als ein ,,Heilmittel* galt und
versucht seine Wirkungen naturwissenschaftlich zu
belegen. Hierbei konzentriert sich die Forschung auf
eine Stoffgruppe, die auch in Rotwein, Rotkohl und
anderen Kohlsorten, fast allen Obstsorten, Tee und
vielen anderen Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft
vorkommt: die Polyphenole.

Insbesondere in den letzten zehn Jahren konnte
anhand verschiedener Studien gezeigt werden,
dass ein Zusammenhang zwischen dem Konsum von
Schokolade — beziehungsweise allgemein zwischen
polyphenolreichen Lebensmitteln — und kurz- sowie
langerfristigen positiven Effekten auf die menschli-
che Gesundheit, wie die Reduzierung kardiovasku-
larer Erkrankungen, besteht [4]. Bereits in friiheren
Ausgaben des Wissenschaftlichen Pressedienstes
»Moderne Erndhrung heute* wurde {iber gesund-
heitliche Aspekte polyphenolreicher Lebensmittel
wie Kakaoprodukte berichtet [5,6]. Im Jahr 2013
veroffentlichte die Europdische Behorde fiir Lebens-
mittelsicherheit (European Food Safety Authority,
EFSA) sogar einen Health Claim (,Gesundheitsver-
sprechen®) fiir Kakaoflavanole [7]. Damit einher
ging, dass auch die Entwicklung bzw. Etablierung
von Methoden fiir eine qualitative und quantitative
Bestimmung von Polyphenolen in Lebensmitteln
wichtig wurde. Die Verfiigharkeit von geeigneten
validierten Methoden stellt nicht nur die Grundlage
der Forschung dar, sondern ermdoglicht es auch, den
Anforderungen von Verbrauchern, Industrie und
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Lebensmittelrecht in Bezug auf eine angemessene
klare Kennzeichnung gerecht zu werden [8].

WAS SIND POLYPHENOLE?

Polyphenole bilden eine der zahlenmafig gréfiten,
mengenmaflig wichtigsten und sehr weit verbreite-
ten Verbindungsklassen in der Natur[9]. Sie machen
rund 30 % der Gesamtbiomasse aus, was vor allem
auf Lignin als Bestandteil von Holz oder auch auf
Huminsduren als Abbauprodukt abgestorbener
Pflanzenteile zuriickzufiihren ist. Polyphenole wer-
den von Pflanzen als sekunddre Pflanzeninhalts-
stoffe (Sekundarmetabolite) produziert und sind
mit Blick auf die essbaren Teile vor allem in den
Blattern und Friichten zu finden [10]. Im Gegensatz
zu den Primdrmetaboliten, zu denen beispiels-
weise Kohlenhydrate und Aminosduren zahlen,
sind Sekundadrmetabolite Verbindungen, die in der
Pflanze nicht essentiell fiir die Entwicklung oder
das Wachstum einzelner Zellen sind. Den Pflanzen
dienen sie als Abwehrstoffe gegen Schadlinge, Farb-
pigmente beispielsweise in Bliiten, aber auch als
Lockstoffe fiir Insekten. AuBerdem schiitzen sie die
Pflanze vor schadlicher UV-Strahlung [11].

Der Mensch nimmt etwa 10g Polyphenole pro Tag
mit der (pflanzlichen) Nahrung auf. Zu den Lebens-
mitteln, die besonders reich an Polyphenolen sind,
gehdren neben Kakao beispielsweise auch griiner
Tee, Kaffee, Apfel, Zwiebeln, Kohlgew&chse und
Tomaten [10]. Schadtzungsweise kommen bis zu
10.000 polyphenolische Verbindungen in Lebens-
mitteln vor [11].

DIE VORTEILE VON POLYPHENOLEN IN DER
MENSCHLICHEN ERNAHRUNG

Polyphenole weisen zwei besondere Eigenschaf-
ten auf: Zum einen sind sie antioxidativ wirksam,
wodurch sie als Radikalfanger und Chelatbildner
fur Metallionen fungieren sowie einen Schutz
vor Lipid-(LDL)-Peroxidation und vor oxidativen
Schdden an der DNA bieten. Zum anderen entfal-
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ten sie antikanzerogene bzw. antigenotoxische
Eigenschaften, indem sie die Bildung von Entgif-
tungsenzymen induzieren, die Aktivierung von Pro-
karzinogenen hemmen und DNA-Bindungsstellen
fiir Karzinogene maskieren [11]. Obwohl es sich um
Verbindungen ohne Nahrstoffcharakter handelt,
werden Polyphenole, insbesondere aufgrund ihres
antioxidativen Potenzials, mit vielfdltigen positiven
Wirkungen auf die menschliche Gesundheit in Ver-
bindung gebracht. Aus epidemiologischen sowie
klinischen Studien geht hervor, dass Polyphenole
unter anderem fiir eine Verringerung von Herz-Kreis-
lauf-Erkrankungen wie beispielsweise Schlaganfall
sowie zur Senkung erhdhten Blutdrucks, Verminde-
rung von Entziindungsmarkern im Blut, Erh6hung
der Blutflussgeschwindigkeit und fiir eine Verbesse-
rung der kognitiven Leistung sorgen kdnnen[10, 12].

Die spdter in diesem Artikel detailliert beschrie-
benen Aspekte des sog. Health Claims fiir
Kakaoflavanole zielen auf die positiven Eigenschaf-
ten der Kakaoflavanole auf den Blutfluss ab. Alle
Lymph- und BlutgefdBe bestehen aus einer Lage
von Endothelzellen. Sie dienen der Regulation des
Stoffaustauschsund des Blutdrucks, vermindernden
oxidativen Stress an den GefdaBwanden und sorgen
fur die Freisetzung vasodilatierender (gefaBerwei-
ternder) Substanzen, zu denen zum Beispiel Stick-
stoffmonoxid (NO) zahlt. AuRerdem beeinflussen sie
den Blutfluss durch Hemmung und Aktivierung von
Gerinnungsprozessen. Eine Funktionsstorung des
Endothels (endotheliale Dysfunktion) kann daher
oftmals als Ursache fiir kardiovaskuldre Erkrankun-
gen, wie die Entstehung von Atherosklerose, ange-
sehen werden. Charakteristisch fiir eine Dysfunktion
ist demnach eine beeintrdchtigte flussvermittelte
Vasodilatation (flow-mediated vasodilation, FMD),
die sich durch verringerte NO-Bioaktivitat dufert
und mittels hochauflésenden Ultraschalls an der
Arteria brachialis (Oberarm-Arterie) gemessen
werden kann. In Studien konnte gezeigt werden,
dass der Verzehr flavanolreicher Kakaoprodukte,
insbesondere monomere und oligomere Flavanole
wie die Catechine und Procyanidine, zu einer
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Steigerung der Stickstoffmonoxid-Produktion und
somit zur Aufrechterhaltung der Endothelfunktion
beitragt [13-14].

Einteilung der Polyphenole
Polyphenole lassen sich in drei grof3e Stoffklas-
sen gliedern [16-18]:

Phenol(carbon)sduren

Dazu zdhlen zum einen die Hydroxybenzoe-
sauren, wie beispielsweise Gallussdaure und
zum anderen die Hydroxyzimtsduren, wie bei-
spielsweise Kaffeesdure.

Flavonoide

Bisher konnten iiber 5.000 Flavonoide identi-
fiziert werden. Diese lassen sich abhangig von
Struktur und Oxidationsgrad des ungesattigten
Pyranrings in acht Unterklassen gliedern. Dazu
zdhlen beispielsweise die Flavanole; sie werden
auch Catechine genannt und spielen vor allem
in Kakao und Tee eine Rolle. Zu den Flavano-
nen zdhlen viele Bitterstoffe, wie das Glykosid
Naringin in Grapefruit. Anthocyanidine kom-
men als pH-abhdngige Bliitenfarbstoffe oder
Pigmente in anderen Pflanzenteilen sowie als
Farbstoffe in verschiedenen Obst- und Gemii-
sesorten ubiquitdr vor.

Tannine

Dabei handelt es sich um polymere Kon-
densationsprodukte, die durch autoxidative
oder enzymatische Polymerisierung aus den
Flavan-3-ol-und Flavan-3,4-diol-Einheiten gebil-
det werden. Sie weisen einen hohen Hydroxy-
lierungsgrad auf und kénnen unldsliche Kom-
plexe mit Kohlenhydraten und Proteinen bilden.

In Abbildung 1 (siehe Seite 5) ist die Einteilung

der Polyphenole in die drei genannten Klassen
mit den zugehdrigen Unterklassen dargestellt.
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Abbildung 1: Einteilung der Polyphenole in die drei Klassen Phenol(carbon)sduren, Flavonoide und Tannine mit
ihren entsprechenden Unterklassen und strukturellen Grundgeriisten fiir die verschiedenen Flavonoide (nach [17])
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POLYPHENOLE IN KAKAO

Die Polyphenole der Kakaobohne sind in den Pig-
mentzellen der Keimblatter (Kotyledonen) gespei-
chert. Die Farbe dieser Pigmentzellen, auch Poly-
phenol-Speicherzellen genannt, ist vom Gehalt an
Anthocyanen (Glycoside der Anthocyanidine, eine
Untergruppe der Flavonoide) abhadngig und reicht
von weif3 bis hin zu dunkelviolett [16].

Jede Kakaobohne enthilt eine signifikante Menge
von ca. 50 % Fett in Form der sogenannten Kakao-
butter. In der fettfreien Kakaotrockenmasse (FFKTM)
machen die Polyphenole einen Anteil von 12 bis
18% aus [19].

OH
OH

HO O _ .«

“OH
OH

(-)-Epicatechin

Procyanidin B2
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Beim Kakao spielen vor allem Catechine, insbeson-
dere (-)-Epicatechin, sowie Proanthocyanidine eine
Rolle. Die Catechine machen von der gesamten Poly-
phenolfraktion in der Kakaobohne etwa 37 % aus,
Anthocyane etwa 4 % und Proanthocyanidine sogar
etwa 58%. Sie sind nicht nur fiir die typische Far-
bung, sondern auch fiir den Geschmack von Kakao-
und Schokoladenerzeugnissen verantwortlich [12].
Insbesondere die Bitterkeit durch Interaktionen mit
den Bitterrezeptoren kann den Flavonoiden zuge-
schrieben werden. Zudem wirken sie durch Fallung
von Speichelproteinen in hohen Konzentrationen
adstringierend, das heif3t sie sorgen fiir ein raues,
pelziges Mundgefiihl [10, 20].

OH
OH

(+)-Catechin

OH
OH

OH

Procyanidin C1

Abbildung 2: Strukturformeln der Flavonoide (-)-Epicatechin, (+)-Catechin, Procyanidin B2 und Procyanidin C1.
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Neben den vier Flavonoiden Epicatechin, Cate-
chin sowie dem dimeren Procyanidin B2 und dem
trimeren Procyanidin C1 (sieche  Abbildung 2,
Seite 6) wurden in Kakaobohnen noch weitere
Polyphenole identifiziert: Zur Proanthocyanidin-
beziehungsweise Procyanidinfraktion zdhlen die
dimeren Procyanidine B1, B3, B4, Bs, das tetra-
mere Procyanidin D, bestehend aus vier Epicate-
chin-Einheiten, sowie hdherpolymere Procyanidine
bis Polymerisierungsgrad 18. Auf’erdem wurden
in Kakaobohnen die Anthocyane Cyanidin-3-&-L-
Arabinosid und Cyanidin-3-B-L-Galactosid sowie
die glycosidischen Flavonole Quercitin-3-0O--D-A-
rabinosid und Quercitin-3-0-B-D-Glucopyranosid
gefunden. Die Catechine (+)Gallocatechin und
(-)-Epigallocatechin sind ebenfalls in Spuren vor-
handen [16].

HEALTH CLAIM FUR KAKAOFLAVANOLE

Bereits im Jahr 2011 wurde von der Firma Barry
Callebaut, einem weltweit fiihrenden Hersteller von
qualitativ hochwertigen Kakao- und Schokoladener-
zeugnissen mit Hauptsitz in Zirich (Schweiz), der
Antrag fiir einen Health Claim (dt. gesundheitsbe-
zogene Angabe) bei der EFSA eingereicht. Mit dem
positiven Gutachten der NDA (Panel on Nutrition,
Novel Foods and Food Allergens) der EFSA wurde
Barry Callebaut im Juli 2012 als erstem kakaoverar-
beitendem Unternehmen in der EU die Nutzung des
folgenden Gesundheitsversprechens zugestanden:

»Cocoa flavanols help maintain endothelium-
dependent vasodilation, which contributes to
normal blood flow*

(,Kakaoflavanole helfen die Endothelabhdn-
gige Elastizitdt der Blutgefdfie aufrechtzuer-
halten und tragen damit zu einem normalen
Blutfluss bei“)

Die entsprechende Zulassung erteilte die EU-Kom-
mission dem genannten Unternehmen im Septem-
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ber 2013 mit Beschrankung auf fiinf Jahre. Nach
Ablauf dieser fiinf Jahre — sprich im September 2018
—ist das exklusive Nutzungsrecht des Claims been-
det. Das Gesundheitsversprechen kann nun — unter
der Voraussetzung, dass die Nutzungsbedingungen
des Claims erfiillt sind — auch von anderen Unter-
nehmen verwendet werden.

Um die versprochene Wirkung zu erlangen, wird
laut EFSA eine tdgliche Aufnahme von 200mg
Kakaoflavanolen empfohlen, was mit einem Konsum
von 2,5g flavanolreichem Kakaopulver oder 10g
flavanolreicher dunkler Schokolade erreicht werden
kdnne. Beides kdnne — entsprechend den Ausfiih-
rungen der EFSA — im Kontext einer ausgewogenen
Erndhrung konsumiert werden. Unter dem Begriff
»Kakaoflavanole“ werden entsprechend den Ausfiih-
rungen der EFSA insbesondere monomere (vor allem
Epicatechin) und oligomere Flavanole (verschiedene
Procyanidine) mit Polymerisierungsgrad (DP, degree
of polymerization) 1 bis 10 verstanden [7]. Im Jahre
2015 wurde des Weiteren im Amtsblatt der EU Kom-
mission die Verordnung (EU) 2015/539 veroffent-
licht. Hiernach gilt der Health Claim auch fiir Kapseln
und Tabletten, die Kakaoextrakte mit einem hohen
Gehalt an Kakaoflavanolen enthalten [21].

METHODE ZUR UBERPRUFUNG DER NUTZUNGS-
BEDINGUNGEN DES HEALTH CLAIMS

Um uberpriifen zu kdnnen, ob fiir ein Kakao- oder
Schokoladenerzeugnis mit diesem Health Claim
geworben werden darf, ist die Quantifizierung der
Polyphenole mit Polymerisierungsgrad (DP) 1 bis
10 notwendig. Im LCI konnte eine fiir die Routine-
analytik angepasste Methode erfolgreich etabliert
werden. Diese Analysenmethode ist bestens geeig-
net, die Einhaltung der Anforderungen an die Ver-
wendung des Health Claims bei Kakao- und Schoko-
ladenerzeugnissen zu {iberpriifen.

Die Probenaufarbeitung wurde in Anlehnung an

Robbins et al. [8] durchgefiihrt. Hierbei werden die
Polyphenole — nach Entfetten der eingewogenen
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’ Einwaage der Probe in ein Zentrifugenrohrchen J

-

‘ Entfetten durch Zugabe von n-Hexan J

Extraktion der Polyphenole durch
Zugabe von Aceton/H20/Essigsdure (70/29,5/0,5; V/v/v)
L

’ SPE-Aufreinigung des Probenextraktes

Membranfiltration in ein HPLC-Vial
und Messung mittels HPLC-FLD

Abbildung 3: Probenaufarbeitungsschema zur Bestimmung der Polyphenole DP 1-10 mittels HPLC-FLD

Probe mit Hexan — mit einem Losungsmittelgemisch
bestehend aus Aceton, Wasser und Essigsdure
extrahiert und anschlieffend (iber eine SPE-Saule
(engl. solid phase extraction, Festphasenextraktion)
aufgereinigt. Nach Membranfiltration kann der Pro-
benextrakt dann direkt mittels Hochleistungsfliis-
sigchromatographie-Fluoreszenzdetektion (HPLC-
FLD) analysiert werden [22]. In Abbildung 3 ist ein
Probenaufarbeitungsschema dargestellt.

MARKTANALYSE

Im LCI wurde eine Auswahl von 33 Kakao- und Scho-
koladenerzeugnissen mit Kakaogehalten zwischen
30 und 100% von insgesamt 16 Herstellern auf
Gehalte an Polyphenolen mit Polymerisierungsgrad
DP 1 bis 10 untersucht. Bei den mittels HPLC-FLD
untersuchten Proben handelte es sich iberwiegend
um Schokoladen und Kuvertiiren. In Abbildung 4 ist
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Abbildung 4: HPLC-FLD-Chromatogramm einer Schokoladenprobe (Kakaogehalt 60 %) mit einem Gesamtpolyphenolgehalt (Summe DP 1-10)
von 522,91 mg/100 g. Der vergrofierte Ausschnitt stellt das entsprechende Chromatogramm einer 1:10 verdiinnten Losung dar.
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Abbildung 5: Gesamtpolyphenolgehalte (DP 1-10) der 33 untersuchten Kakao- und Schokoladenerzeugnisse sortiert
nach aufsteigenden Kakaogehalten (Anteile an DP 1, 2, 3 und 4—10 sind farblich gekennzeichnet)

ein Beispiel-Chromatogramm einer Schokoladen-
probe (Kakaogehalt 60 %) dargestellt.

Abbildung 5 zeigt die Gesamtpolyphenolgehalte
der untersuchten Proben als Summe der Polyphe-
nole DP 1 bis 10 in der Einheit mg pro 100g sowie
deren Verteilung auf die jeweiligen Polyphenole
mit DP 1, DP 2, DP 3 und DP 4—10 in Abhadngigkeit
von den Kakaogehalten der analysierten Proben
in Prozent. Erwartungsgemaf ist ein signifikanter
Anstieg der Gesamtpolyphenolgehalte mit anstei-
genden Kakaogehalten zu beobachten. Ferner ist
der farbigen Darstellung der Polyphenolverteilung
auf die einzelnen Polymerisierungsgrade DP 1, 2, 3
sowie 4—10 in Abbildung 5 zu entnehmen, dass die
monomeren und dimeren Polyphenole mit DP 1 und
DP2inder Summe (blau und griin markiert) bei allen
33 untersuchten Proben iiber 50% der gesamten
Polyphenole DP 1—10 ausmachen. Trimere Polyphe-
nole (DP 3, gelb markiert) haben einen Anteil von
8 bis 16 % der Gesamtpolyphenole DP 1—10 und die
Summe der DP 4-10 (rot markiert) liegen bei 11 bis
34 % der Gesamtpolyphenole.

Trotz den mit zunehmendem Anteil an Kakaobe-
standteilen nachgewiesenermaen sehr hohen
Flavanolgehalten in den untersuchten Kakao- und
Schokoladenerzeugnissen gibt es auf dem deut-
schen Markt bisher nach unserer Kenntnis keine
Schokolade, die den beschriebenen Health Claim
tragt. Nichtsdestotrotz ist bei Kakao- und Scho-
koladenerzeugnissen ab einem Kakaogehalt von
ca. 70 % die Wahrscheinlichkeit grof3, dass es sich
um eine sehr flavanolreiche Schokolade handelt,
die die Nutzungsbedingungen des Health Claims
erfiillen wiirde.
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