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Souhrn

Tato bakalarska préce se zabyva latkami obsazenymi v ¢okolédé a zejména jejich pozitivnimi
a negativnimi U¢inky na lidské zdravi. V Gvodni ¢asti jsou uvedeny latky bez pozitivniho
vlivu na lidsky organismus, dalSi ¢ast je vénovana latkam s pozitivnim vlivem na organismus,
zejména pak na latky patiici do skupiny flavonoida, které vykazuji antioxidacni vlastnosti, a
tim jsou dulezitymi faktory v ochrané zdravi a zvladté kardiovaskularniho systému. V préci
jsou rozebrany jednotlive 1&tky s ohledem na jejich strukturu a biochemii. Posledni ¢ast prace
je vénovana metodam stanoveni vybranych I&tek, zejména flavonoidu.

Kli¢ova dova:
Cokolada
Flavonoidy

Stanoveni fenolickych I&tek



Summary

This thesis is considered on chocolate composition and especially its positive and/or negative
influence of human health. In the first part is aimed to substances without any positive effect
to organism, the next part is focused on substances with positive influence of human health,
particularly on flavonoids which act as antioxidants. They play an important role in health
protection especially cardiovascular system. The substances are described with respect to their
structure and biochemistry. The last part is devoted to the methods which could be used for
analysis of chocolate, mainly for determination of selected fenolic compounds presented in
chocolate.

Keywords:
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Determination of phenolic compounds
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1 Uvod

V podedni dob¢ ¢okoldda budi ¢im dé vice pozornogti a to kvali lakam v ni
obsazenym. Cokolada neobsahuje jen zdravi neprospédné tuky, cukry, methylxantiny,
biogenni aminy, N-acetylethanolaminy, které potencidlné zpasobuji vznik nadvéhy a
z&vislost, ale hlavné latky, které mohou byt zdravi prospédné, a to minerdly, vitaminy a
polyfenoly. Mezi polyfenoly patii flavonoidy, stilbeny, lignany a fenolové kyseliny. Tato
bakal&isk& préce se zabyva vedle vySe zminénych latek zejména flavonoidy, mezi které
fadime flavonoly, flavony, isoflavony, flavanony, anthocyanidiny a flavanoly. Tyto latky
puasobi ptiznivé na nas organizmus jako tzv. antioxidanty. Antioxidanty ni¢i volné radikaly,
které vznikaji v naSem organizmu ptisobenim mnoha faktora jako napi. stres, koureni,
Spatnd Zivotospréva, pobyt ve zneci&téném prostiedi a v neposledni fadé prostym
starnutim organismu. Volné radikdly oslabuji n&S organizmus tim, Ze napadaji biologicky
vyznamné slouceniny, piedevsim bilkoviny, lipidy a nukleové kyseliny, pozmeénuji
strukturu bunék a v kone¢ném dasledku mohou vést ke zhoubnému nédorovému bujeni.
Oxiduji LDL cholesterol, jenZ se usazuje v cévéch jako estery cholesterolu a tim podporuje
vznik aterosklerosy. HDL cholesterol, ktery vznik& pasobenim nasycenych mastnych
kyselin, inhibuje oxidaci LDL cholesterolu a tim bréni vzniku aterosklerosy a také
kardiovaskularnich nemoci. Stanoveni flavonoidu je zavislé na pouzité metode, napr.
kolorimetrickou metodou byly ziskany mnohem vysSi vysledky nez pii HPLC, ale také na
pouzitém standardu: katechin, kyselina galova nebo jiné Iatky.

2 Historie ¢okolady

Pavodni ¢okoldda pochézi z Mexika, kde Majove, Olmekove a Aztékoveé pestovali
kakaovy strom (Theobroma Macao) a jeho plody nabizeli Boham. Cokolédu jako
samotnou povazovali za afrodiziakum a byla dostupna jen vladnouci tride [1].

Kakaové boby (KB) se téz pouzivaly jako platidlo, napt. za 10 KB Slo poridit krélika
aza 100 KB otroka|2].

Dulezitym meznikem pro ¢okoladu se stal rok 1502. Tehdy se s ni setkal Kry&tof
Kolumbus. Sice mu nechutnala (asi proto, Ze se tam piidavala kukuri¢na mouka, rizné

koteni jako vanilka a chilli [3]) piesto se rozhodl vzit kakaové boby do Evropy. A kdyz
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mexické misionarky pridaly cukr, vznikl sladky napoj, jehoz popularita zacala prudce
stoupat [3].

Ackoliv zndme mnoho raznych typu, z péstitelskéno hlediska délime kakaové boby
na 3 z&kladni: Criollo, Forastero a Trinitario [1]. Criollo je povaZzovano za kvalitngjsi,
avSak za méné odolnéjSi a narocnéjSi na pudu. Je také podgatné drazsi. Mezi dnesni
péstitele criolla patii hlavné Venezuela, Madagaskar, Sri Lanca a Indonésie. Forastero se
dnes péstuje hlavné v Brazilii a zapadni Africe [3]. Trinitario je ptirodni hybrid odrad
Criollo a Forastero. Sviij ndzev ziskalo podle ostrova Trinidad, odkud pochézi [4].

V roce 1847 vznikla prvni tuh& ¢okoléda smichanim kakaového méasla, kakaoveého
présku a pridanim cukru, ktera se tala levnéjsi a véem spolecenskym vrstvam dostupnéjsi.

Prvni mlééna cokoladda byla vyrobena v roce 1875 pridanim kondenzovaného
miékal3].

3 L éc¢iva ¢okolada v historii

V 17. a18. doleti se cokoléda prodavala v 1é&kérnach a vétilo se, Ze je lékem narazné
nemoci. Podle Iékaia prodluzovala Zivot, pusobila proti nespavosti, procistovala krev,
snizovala horecky a méla spoustu dalSich ucinki. Dokonce mnoho Iékarskych autorit 18.
stoleti trvalo na tom, Ze c¢okoldda je celkové prospesna, pokud ji neni piilis.
Cokoléda mize také I&it deprese, pocit podrézdénosti a zlepSovat naladu [5]. Evropané
vetili, Ze cokoldda ma priznivy vliv na srdce, jatra, zazivani, anemii, tuberkul6zu, horecku,
dnu adélalidi Sastngjsi [6].

4 Slozeni ¢okolady

4.1 LATKY BEZ POZITIVNIHO BIOCHEMICKEHO VLIVU

41.1 CUKR A TUK

Ackoli navykové chovani je obecné spojeno s uzivanim drog a akoholu nebo
nutkavé sexudni aktivit¢, ¢okolada muze vyvolavat podobné psychologické reakce u
citlivych osob jako napt. drogy [1].

Podle védeckych zavéra cukr a tuk vyvolévaji smyslové uspokojeni a pusobi na
hormonalni mechanismus a zpasobuje zavislost [7].
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Suchy kakaovy bob obsahuje 50% aZz 57% kakaového mésla, které je odpovédné za
vlastnosti ¢okolady. PrevaZzuji nasycené mastné kyseliny (stearova 35% a palmitova 25%)
mononenasycené (olejova 35%), zbyvajici tuk je predevSsim polynenasycena mastna
kyselina linolova (3%). Obecné |ze tici, Ze nasycené mastné kyseliny stearova a palmitova
zvy8uji riziko vzniku ischemické srdecni choroby a rozvoj trombdzy, nebot zvysuji

hladinu lipida a lipoproteini v plazme [6].

4.1.2 METHYLXANTHINY

Dalsi Iaky objevujici se v ¢okolddé jsou akaloidy methylxantinu (viz obr. 1),
piedevSim se jednd o kofein a theobromin [1]. Kofein stimuluje centrdni nervovou
soustavu a srdecni ¢innost [8], theobromin mé podobné Uginky jako kofein, ale v mnohem
mensSim meétitku [9].

Kakao a cokoladové vyrobky mohou byt toxické nebo smrtici pro psy a jina domaci
zvitata, jako jsou kong, protoZe tato zvirata travi theobromin pomaleji nez lidé [9].

O | - O (|:H3 . |
\\N\‘ O 2 3 \N)‘IN N
){3 dl l:ft% O)\T ‘ N> QA\N t N

) |
= CH, CH,
XANTHINE CAFFEINE THEOBROMINE

Obr. ¢. 1: Struktury methylxanthini ( prevzato z[10] )

4.1.3 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy jsou nizkomolekulérni organické dusikaté béze (viz obr. 2) a jsou
ptitomny ve vSech Zivych organismech [11]. Biogenni aminy jsou latky endogenniho
ptivodu, pusobici jako sympathomimetikum. V ¢okoladé nalezneme zvla&té pak tyramin a
fenyletylamin (PEA). PEA ptsobi jako neuromodulétor a strukturné i farmakologicky je
podobny katecholaminu a amfetaminu. Né¢kolik studii ukédzalo, Ze PEA je dileZity
modulétor nalad, a Ze nizka hodnota mize zpusobovat patologické deprese. PEA v tkénich
mazZe zpusobovat sniZzeni depresi. V ¢okoladé je obsah této I&ky 0,4-6,6 ng/g a nekteri
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experti tvrdi, Ze touha po ¢okol&dé je zpusobena pravé touhle latkou na zlepSeni nalady.

PEA je v téle velmi rychle rozlozen, jeho polocas rozpadu je 5 — 10min. [1].

MH

- 2

MH4
HO

fenyletylamin tyramin
Obr. ¢. 2: struktury biogennich amina ( prevzato z [11, 12] )

4.1.4 N-ACETYLETANOLAMINY

Mezi N-acetylethanolaminy svy3im zastoupenim v ¢okolddé jsou N-
oleylethanolamin a N-linoleylethanolamin. Neaktivuji cannabinoidni receptor, ale G¢inng
inhibuji rozpad anandamidu. Naznacuje to, Ze tyto latky mohou prispivat k neodolatelné
touze po cokoladé tim, Ze zabranuji rozpadu anandamidu a ten se v mistech jeho G¢inku
hromadi [1, 14, 15].

Anandamid (arachidonoylethanolamid; AEA) je endogenni cannabinoid, nebot’ se v
mozku véZe na receptory, na které se véZe také psychotomimeticky aktivni (-)-trans-A°-
tetrahydrocannabinol, rostlinny cannabinoid z Cannabis sativa (hasis, marihuana). Naléza
se v n¢kterych zvirecich a lidskych organech, predevsim pak v mozku. Anandamid funguje
bud’ jako neuromodul&tor nebo jako neurotransmiter. Tato informacni molekula hraje roli v
bolesti, depresi, chuti k jidlu, paméti a plodnosti [1, 14, 15, 16].

Vzhledem k jeho nizkému obsahu v ¢okoladé jsou v3ak uvedené neurochemické
efekty nevyznamne [1].

4.2 LATKY S POZITIVNIM BIOCHEMICKYM VLIVEM

Mezi laky spozitivnim vlivem obsaZzené v ¢okoladé patii polyfenoly, ale i
nenasycene kyseliny (olejova 35% a linolova 3%), které se od nasycenych (stearova 35% a
palmitova 25%) lisi tim, Ze nezvy3uji hladinu cholesterolu v krvi a tim potencionalné
zabranuji vzniku aterosklerosy [17].
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42.1 POLYFENOLY

Jgjich piitomnost byla zjisténa ve vysSich rostlinach. Tyto molekuly jsou sekundarni
metabolity rostlin a jsou obvykle zapojeny do obrany proti ultrafialovému zéreni nebo
agresivnim patogenam. Tyto slouceniny mohou byt zarazeny do raznych skupin v
z&vislosti na poc¢tu fenolovych kruhi, které obsahuji konstrukéni prvky vazané na tyto
kruhy jako napi. hydroxylové skupiny. Rozdily jsou tedy mezi fenolovymi kyselinami,
flavonoidy, stilbeny a lignany. Flavonoidy maji spolecnou zékladni strukturu a mezi né

patti: flavonoly, flavony, isoflavony, flavanony, anthocyanidiny a flavanoly [18].

4.2.1.1 Elavonoidy

Flavonoidy jsou velk& skupina latek, které obsahuji flavanovy skelet. Flavanovy
skelet sestava ze dvou benzenovych jader (krajni) a prostiedniho pyranového cyklu.
Znaceni kruhi je zleva doprava A, C, B (viz obr. 3). Prostfedni pyranovy cyklus s
kyslikem je zodpovédny za typické reakce flavonoidi. Fenyl B muzZe byt napojen v takove
pozici jako je uvedeno 3 (tzv. norméni flavonoidy, mezi néz patii vétSina flavonoidnich
barviv) ¢i na druhé strané¢ dvojné vazby (tzv. isoflavonoidy) a nebo je napojen na uhlik
¢islo (tzv. neoflavonoidy). Podle stupné oxidace pyranosového cyklu flavonoida existuji
podskupiny [19].

Obr. ¢. 3: Zakladni struktura flavonoidu (prevzato z [20])

4.2.1.1.1 Flavony

Struktura flavonu je nejjednodussi ze vSech flavonoidu, jelikoZz neobsahuje Zadné
postrani hydroxilové skupiny (viz obr. 4). V poslednich letech, védecky i vefejny zgem o
flavony enormné vzrostl diky jejich prospésnému Gcinku proti aterosklerose, osteoporose,
cukrovce a neékterych druhi karcinogennich onemocnéni [21].
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Obr.¢. 4: Struktura flavonu (prevzato z [21])
4.2.1.1.2 Flavonoly

Kvercetin

Struktura Kvercetinu je podobna strukture flavonu, ale na nékterych uhlicich jsou
navézany hydroxidové skupiny (viz obr. 5). Kvercetin je jednim z nejsilngjSich biologicky
aktivnich latek flavonolu a nachézi se v ovoci, zeleniné a cokoladé. Zabranuje poskozeni
bunééné DNA a pusobeni enzymu, které podnécuji rast nadoru. Kvercetin pasobi i proti
zénétam, bakteridinim, myotickym a virovym infekcim. Uginkuje i tak, Ze pomoci
modulace imunitniho systému tlumi alergické reakce (potlacuje uvolnéni histaminu z
bunék). Kvercetin je chemicky podobny Cromolynu, antialergickému Iéku, ktery blokuje
histamin. Kvercetin pasobi proti tromboze tim, Ze pomdh& branit vzniku krevni
srazeniny [22].

Kvercetin usnadnuje absorpci a udrZeni hladiny vitaminu C, zvysuje silu kapilar,
reguluje jejich prostupnogt, predchazi krvaceni a protrzeni kapilér, pojivové tkéng, posiluje
cévni oblast oka [23]. Hlavni zdroje kvercetinu jsou Zlutd a ¢ervena cibule (ne v&ak cibule
bild), cervené hrozny (ne v&ak hrozny bilé), brokolice a italska Zluté tykev. Cesnek, blizky
piibuzny cibule, kvercetin neobsahuje. Kvercetin se tepelnou pripravou nebo mrazenim
nenic¢i [22].

Obr.¢. 5: Struktura kver cetinu (prevzato z [24])

15



4.2.1.1.3 Flavanoly

Do této skupiny patii katechin, procyanidin (polymerni flavanol) [6]. Zatim toho neni
moc zndmo o polyfenolech v ¢okoladé, ale jsou zndmé jiné zdroje katechinu a
procyanidinu jako napi. zeleny a cerny ¢gj, cervené vino. Nejvice flavanolt obsahuje kira

stromu Pinus maritima[25].

Katechin a epikatechin

Katechiny (viz obr. 6) jsou hlavni antioxidacni sloZzkou ¢aje. Proto se o nich mluvi
jako o ¢&agovych flavonoidech. Caj Gginkuje svymi katechiny protektivng proti
kardiovaskularnim nemocim, proti karcinogennimu onemocnéni [26], sniZzeni poskozeni
DNA zpusobené zérenim a chemoterapii. Studie rovnéZz ukazuji, Zze zeleny ¢a miaze
Na z&klad¢ experimentu in vitro a na zviratech vykazuje ptiznivy vliv na imunitni systém,
na shlukovani desticek a na nekteré enzymové systémy [26]. Katechiny spolu
s proantocyanidy brzdi oxidaci LDL cholesterolu a tim budouci vznik aterosklerosy [28].
Artsakol. (1998) m¢tili obsah nejdulezitéjSich katechini v potravinach pomoci RP-HPLC
sUV detekci (270 nm) [29] a zjitili, Zze tmava ¢okoldda mé nejvysSi obsah celkovych
katechini: 53,5 mg/100 g, mlécna jen 15,9 mg a ndlev z ¢erného ¢aje ma 13,9 mg na 100
ml. Typy katechini v &aji a v ¢okoladé jsou trochu odlisné. Cokoléda ma pouze (+)-
katechin a (-)-epikatechin (viz obr. 6), zatimco v ¢aji je spektrum katechina SirSi.
Antioxidatni G¢innost tim ovlivnéna neni [26].

Katechiny a epikatechiny v tmavé cokolade zlepsuji vysoky krevni tlak a maji vliv na
cévni funkce [27].

P
= - R:g
OH B
By = H, ®y= O = [ +}catechin
Ry~ OH, By = H = {-epicatechia

Obr. ¢. 6: Struktura katechinu (prevzato z [25])
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Proantocyanidiny

Proantocyanidin je polymerni fetézec tvoieny katechinem (viz obr. 7) [30]. Cokolada
obsahuje fadu polyfenola zvanych flavonoidy, zvla&é procyanidiny, které vyznamné

zpomaluji oxidaci LDL cholesterolu, procesu spojeného s ucpavanim cév [31].

Procyanidin {43->-8)-Dimers

Obr. ¢. 7: Struktura proantocyanidinu (prevzato z [25])

4.2.1.1.4 Flavanony

Struktura flavanonu je podobna flavonu, ale na nékterych uhlicich jsou napojeny
razné skupiny (viz obr. 8). Flavanony jsou bezbarvé az svétle Zluté pigmenty a v
potravinéch jsou rozSireny pomérné malo a jako barviva nemaji témet Zadny vyznam.
Jejich obsah v ¢okolade je zanedbatelny. Ve vysSich koncentracich se nachazeji pouze v
citrusovém ovoci [32]. Obsah flavonoidnich glykosida v roglinnych plodech narasta v

prab¢hu zrani [32].

R1
HO 0 ‘

R2
R3

Obr. ¢. 8: Zakladni struktura flavanonu (prevzato z [ 33])
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4.2.1.1.5 lzoflavony

|zoflavony patii do skupiny fytoestrogenti [34] vyskytuji se napi. cerveném jeteli
nebo v plodech soji. 1zoflavony (viz obr. 9) jsou strukturné podobné Zenskému pohlavnimu
hormonu estrogenu. Vzhledem k té&o podobné struktuie, mohou zasahovat do ¢innosti
estrogenu napi. vazat se na stejné estrogenové receptory na bunkéch a tim regulovat
mnoZstvi estrogenu a snizovat priznaky menopauzy [35].

Estrogenové receptory: a-receptory se nachazeji prevazné v prsni a délozni tkani,
varlatech a jétrech. p-receptory maji ptiznivy vliv na zdravi, 1ze je nalézt v krvinkach,
plicich, prostaté a kostech. Tady izoflavony snizuji hladinu estrogeni tim, Ze se navézi na
jegjich misto [35].

Tyto polyfenoly maji antioxidacni G¢inky, které zastavuji rust rakovinnych bunek
progtiednictvim inhibice replikace DNA a snizenim aktivity riznych enzymi. Dale
poméhaji vytvorit nové kosti atim bojuji proti osteoporose [35].

Obr. ¢. 9: Struktura izoflavonu (prevzato z [33])

4.2.1.1.6 Antokyany

Béhem kvaSeni kakaovych bobi jsou antokyany hydrolyzovany na antokyanidiny a
ty spolu skatechiny vytvéii slozité taniny [36]. Jsou to ve vodé rozpustné pigmenty
obsaZzené v bunééné stave vakuol. Zbarvuji kvéty a listy rostlin podle reakce bunééné
Savy vakuol, tj. jeji kyselosti ¢i zésaditosti. Méni se barva antokyani, kyselé roztoky
antokyani byvaji ¢ervené, neutrdini fialoveé a zésadité modré [37].

Antokyany se vyskytuji v ¢aji, medu, vinu, ovoci, zelening, ofechéch, olivovém oleji,
kakau a obilovinach. Casto jsou oznacovany jako bioflavonoidy, protoze maji priznivy vliv
na lidské zdravi. Antokyany v potravinéch jsou obvykle poZity jako soucésti komplexnich
smési flavonoidi. Bioaktivni vlastnosti antokyani jsou zavislé na chemické struktuie
(poloze, poctu atypu substituentu) (viz. obr. 10). Denni prijem se odhaduje od 500 mg aZ 1
g, ale mize byt aZ nekolik g/d, pokud jsou uzivany dopliiky s flavonoidy Ginkgo biloba
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nebo pycnogenol. Antokyanidy mohou poskytovat ochranu pred Stépenim DNA,
ovliviiovat estrogenni ¢innosti (vyvoje hormoni), enzymoveé inhibice, zvySovat produkci
cytokina (reguluji imunitni reakce), maji anti-zanétlivé Gcinky, snizuji kapilarni
bunééné proliferace a inhibuji nddorového bujeni. Strava bohatd na antokyany zlepSuje
nervové a behaviordini funkce (pamét a motorické funkce). Déle bylo zji&éno, Ze
antokyany jsou vysoce aktivni v endotelialnich bunkach, které hraji roli v prevenci
aterosklerosy. Antokyany véetné prevence tvorby volnych radikali, snizuji oxidaci LDL
cholesterolu, otok dinivky brisni a také hladinu cukru v mo¢i a krevnim séru [38, 40, 41,
42, 43].

Obr. ¢. 10: zakladni struktura antokyanu (pievzato z [44])

422 HLAVNI VYZNAM POLYFENOLU

Flavonoidy maji antioxidacni schopnosti, jeZ chréni lidské zdravi [25].

4.2.2.1 Antioxida€ni vlastnosti

Mnohé flavonoidy funguji jako ,,u¢inné lapace* volnych radikald. Krome toho jsou
nékteré také schopny vézat do komplexa ionty piechodnych kovi a tak menit jejich
dostupnost jako katalyzatort redukéné-oxidagnich reakci. Antioxidacné pusobici Iatky
napr. chréni pred poskozenim vystelky cév. Nékteri autofi prévé vyraznym rozdilem
obsahu antioxidacné puasobicich I&ek v narodni stravé vysvétluji skute¢nost, Zze Francouzi
trpi kardiovaskuléarnimi chorobami mén¢, nez je v zemich stak vysokou Zivotni Urovni
obvyklé. Vyznamnym zdrojem antioxidanta ma byt pro Francouze podle téchto hypotéz

jejich z8libav ¢astém piti ¢erveného vina[19].
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4.2.2.2 Volné radikaly

Volné radikdly pasobi na biologicky vyznamné slouceniny, piedevSim lipidy,
bilkoviny a nukleové kyseliny, pozménuji jejich strukturu a tim modifikuji jejich funkci.
Reakce iniciované radikaly vedou k ndslednym zméndm ve strukture bunék, poskozeni
celych tkani, organu [45].

4.2.2.3 Vznik volnych radikalt

Volnéradikaly vznikaji z molekul tiemi zpusoby:
- homolytickym &tépenim kovalentni chemické vazby, piicemz kazdy fragment ziska
jeden nepérovy elektron
- ptidanim jednoho elektronu k normélni molekule (redukce)
- ztré&ou jednoho elektronu (oxidace)

Mezi reaktivni formy kysliku se fadi napi. superoxidovy radikdl (O;*) vznikajici
prijetim jednoho elektronu molekulou kysliku: O, + € — O,*. Pokud superoxidovy
radikal prijmedalsi elektron, dojde k redukci na peroxid vodiku : O,*+ € + 2H" — H,0s.
Vznikly peroxid vodiku se miZe vlivem dalSiho elektronu rozpadnout na vodu a
hydroxylovy radikd (HO®) a ten opét reaguje sjednim elektronem za vzniku
hydroxidového anionu (OH") (viz. obr. 11). Tato ¢tyrelektronova redukce molekulového
kysliku na dvé molekuly vody je nezbytnou reakci pro aerobni zpisob Zivota a probihé v
dychacim fetézci mitochondrii v aktivnim centru enzymu cytochromoxidazy viz. obr. 12.
Vznikly hydroxylovy radikdl neni ve vazbé s enzymem 3kodlivy. Za jiné situace, v tzv.
Fentonové reakci (viz rce 1), vznika z peroxidu vodiku v reakci s dvojmocnym Zelezem
Fe** vysoce toxicky hydroxylovy radikdl HO®, ktery v Zivé hmoté okamZité reaguje s
okolnimi molekulami, a jako extrémné silné oxida¢ni ¢inidlo vytrhuje elektron
z nenasycenych mastnych kyselin a atakuje baze nukleovych kyselin [45].

Fentonova reakce: H,0, + Fe?* ® HO® + OH + Fe** (Ree 1)
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Vznik volnych radikald
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Obr. ¢. 11: Vznik volnych radikala (pievzato z [46])

4.2.2.4 Oxidaéni stres

Za normalnich okolnosti existuje v organismu rovnovéha mezi tvorbou volnych
radikdlt a pasobenim antioxidacniho obranného systému. Tato rovnovaha je Zadouci,
protoZe prevaha jednoho &i druhého mize vést k vaznému poskozeni organismu. Castéji se
vyskytuji stavy s vyssim vyskytem volnych radikai. Ty mohou nastat jejich zvySenou
produkci nebo snizenim antioxidacni obrany, v Gvahu prichézi i kombinace obou téchto
stavi. Prevaha volnych radikali se nazyva oxidaéni stres[47].

Nekteré volné radikaly jsou béZnou soucasti zdravého metabolismu, jiné se objevuji
nebo se jejich mnozstvi zvysuje v prabéhu nemoci ¢i psychicke a fyzické zééze. Volné
radikdly zptsobuji rychlé opotiebovéavani tkanovych bunek, piedevsim, kdyz se jejich
mnozstvi v téle zvySuje Spatnou vyZivou a pobytem ve znecisténém prostiedi (viz.obr.11).
Volnym radikdlam, které vznikaji in vivo a maji fadu fyziologickych funkci, se v

soucasnosti vénuje velka pozornost a deduje se jejich negativni pusobeni [45].
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Prevaha antioxidantt je pro organismus rovnéz skodliva. Muze blokovat Zivotné
dulezité acinky volnych radikalt, coz maze vést k poruSe imunity nebo k naruSeni signélni
funkce. MuZe také paradoxné zvySovat oxidacni stres, napt. nadbytek vitaminu C
zpusobuje redukci Fe * na Fe * aumozni tim Giast Zeleza ve Fentonové reakci [45, 47].

Oxidacni stres vede Kk poskozovani raznych biomakromolekul v organismu.
Poskozeni lipidd muze negativné ovlivnit fluiditu  membran, miZze vést ke zmeéné
propustnosti pro ionty, k ovlivnéni enzymi vézanych na membranach. Poskozenim
bilkovin dochézi ke ztrét¢ jejich enzymove, signani ¢i transportni funkce. NaruSeni DNA
se maZe projevit jako napi. translagni chyba, inhibice proteosyntézy, mutace, kter4 maze
vést i ke karcinogenezi. Vlivem volnych radikalt dochazi takeé k disregulaci nitrobunééné
signalizacni sité. PoSkozeni oxidacnimi procesy se v kone¢ném dasledku muze projevit
zmeénou ve fungovani bunky nebo jejim zanikem [45,47].

Oxidacni stres se muze podilet na vzniku onemocnéni, ¢asto viak byva jen
doprovodnym jevem, ktery miZe mit vliv na zhorSovani prabéhu onemocnéni nebo maze

zptsobovat komplikace [47].

4.2.2.5 Oxidace LDL cholesterolu a aterosklerosa

Jak bylo zmin¢no v predeslych kapitolach (4.2.1.1.3, 4.2.1.1.6), kakaovy prések je
bohaty na polyfenoly, u kterych bylo prokézano, Ze brzdi oxidaci LDL a tim mohou
piedchézet vzniku aterosklerosy. [28]

Volné radikdly oxiduji LDL, které se usazuji v cévach jako estery cholesterolu atim
vzniké aterosklerosa (viz obr. 12). HDL cholesterol inhibuje oxidaci LDL a tim brani
vzniku aterosklerosy ataké kardiovaskularnich nemoci [28].

S. Baba a kol. (2007) provedli studii, které se z¢astnilo 160 jedinct rozdélenych do
4 skupin, ktefi konzumovali po 4 tydny 2x denné stravu bohatou na polyfenoly
v kakaovém présku (13, 19 a 26 g/d)a jedna skupina dostévala placeblo v kakaovém
préSku. Po 4 tydnech byla odebrana krev a méfila se koncentrace oxidovanych LDL
cholesterolu. Bylo zji&téno, Ze u prvnich tfi skupin koncentrace oxidovanych LDL poklesly
aHDL cholesterol se zvysil. [28]

Jiné studie zjistily, Ze ptijem 105 g/d mlécné ¢okolady za 14 d rovnéz zpusobuji
pokles LDL cholesterolu v plazmé o 15% ve srovnani s vychozimi hodnotami. [28]
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Obr. ¢. 12: Vznik aterosklerosy (prevzato z [48])

4.2.3 STANOVENI POLYFENOLU

V&chny ¢okolady nejsou standardizovangé, rozdily 1ze vysvétlit riznym mnozstvim
tuku, polyfenolt v kakaové susiné nebo postupem vyroby, protoZe suroviny podiéhaji
zménam behem jednotlivych kroki zpracovani kakaa. Napt. béhem procesu kvaseni je
pokles epikatechynu 10% — 20%. Nicméné ziskané vysledky jsou velmi zavislé spiSe na
pouzité metode, napi. kolorimetrickou metodou byly ziskéany mnohem vysSi vysledky nez
pri HPLC (viz tab. 1) [36].

Tab. ¢. 1. obsah polyfenolu v kakaovém prasku, horké cokoladé a mlécné ¢okolade
podle pouzitych metod. (pievzato z [36])

zdroj Extrakéni PouZta metoda | vysledky Cislo odkazu
¢inidlo
K akaovy 95% metanol Folin- 20 mg/g [49]
prasek Ciocalteau vSechny
(gallova polyfenoly
kyselina jako
standard)
K akaovy Kyselina Folin- 65 + 19 mg/g [50]
prasek chlorovodikova | Ciocalteau vSechny
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(odtuénéna) v metanolu (katechinjako | polyfenoly

standard)
K akaovy 70% metanol Folin- 58 mg/g [51]
prasek Ciocalteau vSechny

(gallova polyfenoly

kyselina jako

standard)
K akaovy 70% metanol Folin- 6.46x2.44 mg/lg | [51]
prasek Ciocalteau vSechny
(instantni) (gallova polyfenoly

kyselina jako

standard)
K akaovy Kyselina RP-HPLC 2.96-3.27 mg/g | [50]
prasek chlorovodikova | (katechinjako | katechina

v metanolu standard) epikatechin

K akaovy 75% aceton RP-HPLC 3mg/g [51]
prasek (epikatechin epikatechin

jako standard)
K akaovy 75% aceton RP-HPLC 0.26+0.05 mg/g | [51]
prasek (epikatechin epikatechin

jako standard)
Horka 95% metanol Folin- 8.4mg/g [49]
¢okoldda Ciocalteau vSechny

(gallova polyfenoly

kyselina jako

standard)
Horka Kyselina Folin- 36.5+ 5 mg/g [50]
¢okolada chlorovodikova | Ciocalteau vSechny

v metanolu (gallova polyfenoly

kyselina jako

standard)
Horka 70% metanol Modifikovana | 1.7+ 0.08 mg/g | [52]
¢okoldda NP-HPLC vSechny
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(procyanidin procyanidiny
jako standard)
Horka 70% metanol RP-HPLC 0.5mg/g [29, 53]
¢okolada (katechinjako | katechina
standard) epikatechin
Hoika Kyselina RP-HPLC 0.48-1.37 mg/g | [50]
¢okolada chlorovodikova | (katechinjako | katechina
v metanolu standard) epikatechin
Horka 70% aceton Modifikovana | 0.8+ 0.08 mg/g | [52]
¢okoldda NP-HPLC katechin a
(procyanidin epikatechin
jako standard)
Horka Neni uvedeno Neni uvedeno 2mg/g [54]
¢okoldda
MIlétna 95% metanol Folin- 5mg/g vSechny | [49]
¢okolada Ciocalteau polyfenoly
(gallova
kyselina jako
standard)
MIlétna Kyselina Folin- 15+ 5.8 mg/g [50]
¢okolada chlorovodikova | Ciocalteau V&echny
(odtuénény) v metanolu (katechin jako | polyfenoly (a)
standard)
MIlétna 70%aceton Modifikovana | 0.7+ 0.17 mg/g | [52]
¢okoldda NP-HPLC vSechny
(procyanidin procyanidiny
jako standard)
MIlétna 70% metanol RP-HPLC 0.16 mg/g [29, 53]
¢okolada (katechinjako | katechina
standard) epikatechin
MIlétna Kyselina RP-HPLC 0.15-0.16 mg/g | [50]
¢okolada chlorovodikova | (katechinjako | katechina
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v metanolu standard) epikatechin
Mlétna 70%aceton Modifikovana | 0.2+ 0.05mg/g | [52]
¢okoldda NP-HPLC katechin a
(procyanidin epikatechin
jako standard)

4.2.4 METODY STANOVENI

4.2.4.1 Extrakce

Extrakce je separacni technika zaloZena na distribuci 1&ky mezi dvé nemisitelné faze
Pri extrakci se snaZime prevést co nejvétsi podil latky do féze organické, odkud miZe byt
izolovana, nebo kde miZe byt stanovena. Ve vétdiné pripadt vytézek z jediné extrakce
neni postatujici, proto extrakci opakujeme, vzdy s cerstvym rozpoudédiem jako napi.
methanol, aceton... (viz tab. 1). Volba rozpou&édla se fidi charakterem l&tek, které maji
byt extrahovany. Pro extrakci nepolérnich latek budeme pouZivat nepolarni nebo mélo
polarni 1atky. Extrakce z tuhé féze (vyluhovani) je vyuzivana predevSim v potravinéiském
pramyslu (napt. extrakce rostlinnych oleji a tuki z rtiznych, prevézné rostlinnych surovin)
[55, 23, 49, 50, 51, 52].
Idedlni extrakéni metoda by meéla byt rychld, jednoduchd, levnd, s minimalni
spotiebou organickych rozpouédel. [55]

4.2.4.1.1 Extrakce nadkritickou tekutinou (supercritical fluid
extraction-SFE)

Jednd se o metodu extrakce raznych |atek z ¢aje, kakaa, chmele, tabaku, koieni a
olejnatych semen. [55]

Mé&li plyn teplotu vysSi neZ je jeho teplota kritickd, nemtze byt zkapalnén zadnym
tlakem. Pri dostatecné velkém tlaku (desitky MPa) vsak piechédzi do stavu nadkritické
tekutiny. Nadkriticka tekutina je vhodna pravé pro extrakci z tuhych vzorki, protoze diky
nizkeé viskozit¢ dobre vzorkem pronik& Bézné je k SFE pouzivan CO,. Je nepolérni, proto
je vyhodny k extrahovani nepolarnich l&ek. Je vSak mozné jeho polaritu ovlivnit
piidavkem malych mnoZstvi poléarnich modifikatora (voda, methanol). Po skonéeni
extrakce lze nadkriticky CO, od extraktu snadno oddélit odparenim [55].
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Vytéznost této extrakce je 30% — 70% polyfenolt, ale predpoklada se, Ze kvercetin a
prokyanidiny budou mit nizsi hodnotu nez ve skute¢nosti, jelikoZ se pouziva methanol,
ktery sniZuje poléarni slozky kakaa [ 36, 56].

4.2.4.2 Vysokouc€inna kapalinova chromatoqgrafie (high-performace

liguid chromatography, HPLC)

HPLC je pokrocilou a instrumentdiné né&ocnou technikou kapalinové
chromatografie. V HPLC je dosahovano vysoké Gcinnosti pouZzitim kolon naplnénych
stacionarni fézi o malé a dobie definované velkosti ¢éstic. Separacni kolony pro HPLC se
vyznauji vysokou hustotou a homogenitou naplné stacionarni féze a tedy i velkym
hydrodynamickym odporem [55].

V praxi se vétSinou pouziva eluéni chromatografie, kdy se vzorek zavédi na kolonu
diskontinuadlné a jeho slozky jsou tedy z kolony eluovany v poradi velikosti sorpce na
stacionérni fazi a do detektoru dospgji v riuznych retencnich ¢asech [55].

Kapalinova chromatografie je vhodna pro separaci nepolarnich az iontovych, meng
tékavych a tepelné nestalych organickych Iatek, nebot’ je mozné pracovat za laboratorni
teploty bez nutnosti prevadét vzorek na plyn [55] (viz tab. 1).

Detektory délime na selektivni a univerzalni. Pro HPLC se obvykle pouzivaji
detektory spektrofotometrické, fluorescencni, refraktometrické, elektrochemické a
hmotnostni [55].

4.2.4.2.1 Chromatografie v systémech s normalnimi fazemi fazemi
(high-performace normal-phase liquid chromatography,
NP-HPLC)

Polarita mobilni faze v systému snormanimi fazemi je vzdy nizSi nez polarita
pouZitého absorbentu. Nejéastéji pouzivany polérni absorbent je silikagel s piesné
definovanymi vlastnostmi. Jeho povrch je slabé kysely, takZe prednostné zadrzuje bazické
latky [57].

VétSina rozpoustédel pouzivanych v systémech snorménimi fazemi ma velkou
tékavost, coz je vyhodné zejména v preparativni chromatografii. Na druhé strané mize
v prabé¢hu analyzy dochézet k jejich selektivnimu odparovani a tim ke zméné sloZeni
mobilni faze a k posunu retencénich ¢asi analyzovanych latek. Jako nepolarni slozka
mobilni faze se pouziva heptan nebo hexan, jako polérni propanol, acetonitril ajiné [57].
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Modifikovana NP-HPL C pouZiva pro detekci hmotnostni spektrometrii [36].

Napi. Adamson a kol. (1999) pouzili jako SF aceton, vodu a kyselinu octovou a
jako MF pouzili Supelcocil LCSI, separace byla sledovana pri UV 280nm a vysledky jsou
uvedeny (viz tab. ¢. 1) [52].

4.2.4.2.2 Chromatografie v systémech s obracenymi fazemi (high-
performace reversed-phase liquid chromatography, RP-
HPLC)

V téchto systémech se pouZivaji nejcastéji nepolérni stacionérni faze a polérni
mobilni faze. Jako néplné kolon se pouZivaji pievazné chemicky vazané nepolarni faze na
silikagelu jako nosici. Na volné hydroxylove skupiny silikagelu se chemicky vézi alkylové
fetézce. Reakci prislusného alkylchlorsilanu se silikagelem vzniké kovalentni vazba Si-O-
Si-C, ktera je odoln& proti hydrolyze. Nepolarni uhlovodikova faze byva nejcastéji oktyl,
oktadecyl nebo alkyly sfenolovymi bifenylovymi skupinami, které maji mirné zvysenou
polaritu a vykazuji efektivni afinitu zejménak fenolim a aminam [57].

Jako mobilni féze se pouzivaji smési vody spridavkem poléarnich organickych
rozpou&edel (nizsi alkoholy, acetonitril, tetrahydrofuran, dioxin), ptipadné i s ptidavkem
pufru, soli nebo kyseliny. Pri pouZiti chemicky vézanych stacionérnich fazi na nosici
nedochézi k jejich vymyvéani z kolony ani vlivem rozpou&eéni v mobilni fézi, ani vlivem
eroze pri velkém pratoku eluentu, coz je prakticky vyhodnéjSi ve srovnani sfyzikélng
zakotvenymi kapalnymi fazemi [57].

V systémech sobrécenymi fazemi lze separovat jak méalo polarni laky (napt.
aromatické uhlovodiky), tak i l&ky stiedné a silné polarni (napt. fenoly, aminy, cukry).
Laky jsou tim vice zadrZzovany, ¢im niZsi je jejich polarita a ¢im vétsi je jeich
uhlovodikova ¢é&st. Retence se téZ zvy3uje srostouci polaritou mobilni faze a prodluzujici
se délkou alkylového retézce chemicky vazané faze [57].

Napt. Vinson a kol. (1999) pouzili jako SF C8 a jako mobilni fazi kyselinu octovou
ve vode, identifikace katechinu a epikatechinu byla provedena spektralnim skenovanim a
vysledky jsou uvedeny (viz tab. ¢. 1) [50].

4.2.4.3 Kolorimetrie

Metoda je zaloZena na spektrofotometrickém méteni barevnych produkti skupin

fenolickych sloucenin s ¢inidlem [59].
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Nejcastejsi kolorimetrické metody jsou tii: Folin-Ciocalteu, berlinskd modi a
Vanilin-HCI test. V3echny tyto metody lze pouZit pro kvantitativni odhad celkovych
polyfenoli [36] (viz tab. 1).
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5 Zaver

Vliv ¢okolady na lidské zdravi nelze poptit. Je obecné znamo, Ze v ¢okoladé se
vyskytuji latky s negativnim biologickym vlivem jako jsou cukry a nasycené mastné
kyseliny stearova a palmitova, které zvy3uji riziko vzniku ischemické srdecni choroby a
rozvoj trombézy, nebot’ zvySuji hladinu lipida a lipoproteina v plazmé. Co uz vSak neni
obecné znamo je fakt, Ze ¢okolada obsahuje celou fadu latek, které nejsou zdravi Skodlivé,
naopak, maji pozitivni vliv na lidsky organismus. Napt. polynenasycena mastna kyselina
linolova (3%) petti do l&ek s pozitivnim biologickym vlivem, jelikoZz zvySuje hladinu
HDL cholesterolu. HDL cholesterol inhibuje oxidaci LDL cholesterolu a tim brani vzniku
aterosklerosy a také kardiovaskularnich nemoci. Do latek s pozitivnim vlivem déle patti
flavonoidy: flavonoly, flavony, isoflavony, flavanony, anthocyanidiny a flavanoly, které
ovliviiuji nejen barvu, vini, chut, konzistenci, ale hlavné pusobi jako vyznamné
antioxidacni latky proti volnym radikalam, které vznikaji v naSem organizmu pasobenim
mnoha faktora jako napf. stres, koureni, Spatna Zivotospréava, pobyt v znegi&téném
progtiedi ¢i strnuti. Volné radikdly oslabuji naS organizmus, protoZe napadaji biologicky
vyznamné slouceniny, piedevSim bilkoviny, lipidy a nukleové kyseliny, pozménuji
strukturu bunék a v konecném dusledku mohou vést ke zhoubnému nédorovému bujeni.
Oxiduji LDL cholesterol, jenZ se usazuje v cévéch jako estery cholesterolu a tim podporuje
vznik aterosklerosy.

PredloZena prace poukazuje na latky v ¢okoladé, které posiluji imunitu, pasobi proti
zénétam, bakteridnim, myotickym a virovym infekcim. Uginkuji i tak, Ze pomoci
modulace imunitniho systému tlumi alergické reakce, piasobi proti aterosklerose,
osteoporose, cukrovce, zabranuji vzniku karcinogennich onemocnéni a ischemické srdecni
choroby, usnadnuji absorpci a udrZzeni hladiny vitaminu C, zvysuji silu kapilér, reguluji
jejich prostupnogt, predchazi krvaceni a protrzeni kapilar, posiluji cévni oblast oka.

Cokoléda tedy maZe byt i zdravi prospédna Stdle viak plati, Ze malém mnoZstvi a

jen kvalitni!
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