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ANOTACE

Prace se zabyva studiem stanoveni polyfenolickych latek. Pozornost je vénovana ptedevsim
pfipravé amperometrickych biosenzori vyuzivajicich polyfenoloxiddzovych enzymu ke
stanoveni obsahu polyfenolickych latek v ¢okoladé. Prace také obsahuje vycet pouzivanych
enzymu slouzicich ke konstrukci biosenzorii. Také zaméiuje na obsah fenolickych latek

v riznych fazich vyrobniho procesu ¢okolady a hlavné na jejich biologickou aktivitu.
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TITLE

Possibilities for determination of total phenolic content in chocolates

ANNOTATION

The thesis is about study of polyphenolic compounds. It mainly focuses on preparation of
amperometric bisensors using polyphenoloxidase enzymes for determination of polyphenolic
compounds in chocolate. The thesis also contains summary of enzymes used for construction
of biosensors. It also considers the phenolic content in different phases of the chocolate

production and mainly portraits their bioactivity.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

AV p-anisidinové Cislo

BIA amperometrie ve vsadkovém usporadani
CAT katalaza

CD ¢islo konjugovanych dienti

CNTs uhlikové nanotrubice

COX katecholaza (katechol oxidéaza)

CPE uhlikové pastova elektroda

DPPH metoda stanoveni aktivity radikald zaloZena na 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

FIA pritokova injekéni analyza

FRAP parametr Zeleza redukujici schopnosti plazmy
GSHPx glutathion peroxidaza

HAT metody pfesunt atomu vodiku

HPLC vysoceucinna kapalinova chromatografie
iINOS Indukovatelnd NO-syntaza

LAC laké4za

L-DOPA L-3,4-dihydroxyfenylalanin

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat (protonovany)

NOS NO-syntaza

ORAC parametr absorp¢ni kapacity kyslikovych radikala
pH zaporn¢ vzaty logaritmus aktivity vodikovych ionti
PPO polyfenoloxidazy

PUFA polynenasycené mastné kyseliny

PV peroxidové Cislo



RNS

ROS

SET

SIA

SOD

TBARS

TEAC

TPC

TRAP

TYR

reaktivni dusikové radikaly

reaktivni kyslikové radikaly

metody piesunu jednoho atomu vodiku

sekvencni injek¢ni analyza

superoxid dismutazu

¢islo reaktivnich substanci kyseliny thiobarbiturové
troloxovy ekvivalent antioxida¢ni kapacity

celkovy obsah fenolickych latek

celkovy antioxidaéni parametr zachytu radikalt

tyrozindza



UvoD

Tato prace pojednava o urceni celkového obsahu fenolickych latek v cokolddach
avyuziti rtiznych analytickych technik k jejich pfesnému stanoveni. Pfed tvodni ¢asti
se nachazi seznam zkratek zakladnich latek, enzyml a parametrl, jenz jsou zde pouzity

a slouzi Ctenafi k lepsi orientaci v textu.

Zacatek prace je vénovan pripravé polyfenoloxidazovych biosenzorid. Obsahuje vycet
enzymt, jejich zékladni charakteristiku a pfedevSim zaméieni na jejich biologickou aktivitu.
Kapitola pokracuje rozdélenim rtiznych modifikaci uhlikovych pastovych elektrod, kterych
je vyuzivano jako detekéniho média. Nasledn¢ jsou zde rozebrany nejcastéji pouzivané
metody méfeni za pomoci amperometrickych biosenzorti vyuzivajicich polyfenoloxidazovych

enzymu k detekci analytu.

Vyzkum navazuje standardni diferenciaci fenolickych latek  vyskytujicich
se v ¢okoladach. Duraz je kladen hlavné na rozde¢leni téchto sloucenin dle jejich rozpustnosti

ve vodném prostiedi a s tim souvisejici volbou vhodné metody stanoveni.

Dalsi cast souvisi s méfenim antioxidacni kapacity a fyziologickymi schopnostmi
antioxidantl likvidovat volné radikaly vznikajici pfi biochemickych procesech v lidském téle.
Tyto latky jsou vyznamné v posileni obranyschopnosti téla proti riznym onemocnénim

spojenych s oxidativnim stresem.

Zavérem by nemél byt opomenut hlavni predmét vyzkumu, ¢imZ je v tomto ptipadé
cokolada. MliZzeme se zde seznamit s procesem vyroby pocinaje kakaovymi boby a findlnimi
produkty jejich zpracovani, a také s vyskytem konkrétnich latek béhem tohoto procesu.
Neméné dilezitou soucasti je 1 pfiprava Cokoladdy k samotné analyze pomoci extrakcnich

metod uvedenych na konci této prace.
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1 Polyfenoloxidazové biosenzory na bazi pastovych elektrod

Tato kapitola zahrnuje vycet enzymii ze skupiny polyfenoloxiddz, jejich zékladni
charakteristiku a moznosti vyuziti jejich katalytickych vlastnosti pfi pfipravé analytickych
zafizeni. Pfevaznd cCast teoretické prace popisuje piipravu a vlastnosti amperometrickych
biosenzort, které byly laboratorné¢ ptipraveny vhodnou modifikaci pastovych uhlikovych
elektrod (CPE). Celd prace je zaméfena na moznosti pouziti téchto elektrochemickych
senzortl v analyze ¢okolad a vyrobcich z ni pfipravenych. Diskuze zahrnuje vybér vhodného

enzymu, pracovniho elektrolytu, extrakci fenolickych latek z cokoldd atd.

1.1 Polyfenoloxidazové enzymy

Enzymatické zhnédnuti ovoce a zeleniny je pfi¢inou mechanickych a fyzikélnich vliva,
které jsou doménou poskliziiového procesu a skladovani. Tato reakce je z vétSiny
uskute¢néna pomoci skupiny polyfenoloxiddz (PPO, EC 1.10.3.1), coz je intracelularni
o-difenol oxiddza hojn¢ ptfitomna ve vysSSich rostlindich a houbéach. Tato méd’ obsahujici
oxidoreduktaza katalyzuje oxidaci polyfenolickych substrati na chinony, které nasledné
polymeruji v hnédé pigmenty neenzymatickou reakci. Vysledkem toho je nejen vyrazna
zména zabarveni a degradace antioxidantl, ale také organoleptické a nutriéni ztraty kvili
konjugaci chinonit s jinymi slouCeninami, jako jsou aminokyseliny, proteiny, fenoly
a sacharidy. Urovei zhnédnuti je spojena s mnoha fyzikalng-chemickymi parametry jako jsou

substratova specifita, pH, teplota okolniho prostiedi atd.

Vétsina zivych systémt vyuziva proti zhnédnuti fyzikalni a chemické metody inhibice
polyfenoloxiddzové aktivity. Tepelné technologie jsou nejvice vyuzivané fyzikalni
konzervacnimi systémy pii zpracovani §tav, pyré, nektaru, konzervovanych ovoci a zelenin.
Konven¢ni zahiivani mikrovlnami nebo oSetfeni ohmickym ohfevem se ukdzaly jako
efektivni pfi kontrole polyfenoloxiddzové aktivity. Jeji tepelnd inaktivace je z hlavni ¢asti
ovlivnéna teplotou a casem. Nékteré studie, ale uvadi negativni dopad tepelné upravy na

organoleptické a nutri¢ni hodnoty.

Chemické metody kontroly enzymatického zhnédnuti v poskliziovém procesu zahrnuji
dva rizné postupy. V prvnim procesu se ovoce a zelenina namaci do vodnych roztokl se
syntetickymi aditivy. Zadruhé dojde k pfidéani latek proti zhnédnuti ve formé jedlého povlaku.
Tradi¢ni potravinové konzervanty, které jsou pouzity jako inhibitory polyfenoloxiddz mohou
byt rozdéleny do ¢ty skupin podle cilové latky a mechanizmu akce. Prvni skupina jsou

reduk¢ni Cinidla, kterd neptimo inhibuji PPO a zapficinujici redukci o-chinonti na bezbarvé
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difenoly, mezi tyto latky patii napfiklad slouceniny s obsahem siry nebo cysteinu. Druhou
skupinou jsou okyselujici prosttedky, které¢ jsou nespecifickymi enzymovymi inaktivatory
pusobicimi mechanizmem snizeni pH pod optimalni hodnotu pH pro enzym, piikladem je
naptiklad kyselina citronova. Treti skupinou jsou komplexni Cinidla jako cyklodextriny,
jejichz hydrofobni jadro jim umoziuje vytvaiet komplexy s mnoha molekulami, jako jsou
naptiklad fenolické substraty. Ctvrtou skupinou jsou chelataéni &inidla, ktera inaktivuji
polyfenoloxidazy tim, ze zachyti jejich méd’naty iont v aktivnim misté enzymu, ptikladem je
(EDTA) a kyselina stavelova. Uméla aditiva mohou byt smichdna dohromady nebo pouzita

ve spojeni s tepelnou upravou pro synergistické ptisobeni v inhibici PPO aktivity.

Bohuzel toto spojeni usti v n¢které nezadouci efekty jako je nizkd stabilita vici kysliku
a vodég, redukce obsahu bioaktivnich slozek, nezddouci zména organoleptickych a nutricnich
vlastnosti celkové potraviny. V souvislosti s tim byla sulfitovd a antioxidac¢ni aditiva
zakézéna v potravinach a napojich kvili vedlejsim efektim jako dermatitida, kopfivka,
hypotenze, bolest na hrudi, prijem, Zivot ohrozujici anafylaktické a astmatické reakce. Novy
vyzkum proti fenoloxiddzovych systémi je zaméfen na jemnéjsi alternativy konvencnich
uprav, které by mohly zvysit nutricni vlastnosti potravin a zlepSit miru dopadu na zdravi

konzumenta.

PPO enzymy lze charakterizovat jako skupinu metaloproteinli obsahujici ve svém
aktivnim centru atomy meédi koordinovanych atomy dusikii z pfitomnych aminokyselin,
nejcastéji histidiny. Typickou vlastnosti vSech téchto enzymi piedstavuje jejich rozpustnost
ve vod¢, aktivita ve vodném prostiedi (n€které 1 vryze nevodném), oxidacni katalyza
fenolickych latek na chinoidni slouceniny v pfitomnosti vzdusného kysliku za vzniku vody.
Ve volné ptirodé¢ jsou tyto enzymy soucasti mnoha organismi, jmenovit¢ bakterii, hub,
rostlin, vySSich zivo€icht, ¢i ¢lovéka. Mezi tyto enzymy piedev§im fadime tyrozinazu (EC
1.14.18.1), lakdzu (EC 1.10.3.2) a katecholdzu (EC 1.10.3.1) [1]. Zakladni charakterizace

a rozdily mezi t€émito enzymy jsou popsany v nasledujicich odstavcich.

1.1.1 Tyrozinaza (EC 1.14.18.1)

Tyrozindza (TYR) je oxidazovym enzymem s molekulovou hmotnosti 119,5 kDa,
skladajici se ze dvou dvojic subjednotek (tetramer). Aktivni centrum enzymu tvoii dva atomy
médi, které jsou vazany k Sesti (v nékterych ptipadech 1 sedmi) histidinovym reziduim
a jednomu cysteinovému reziduu [2]. Optimalni katalytické aktivity dosahuje pii pH =6 — 7.

Z tohoto divodu se vétSina méteni provadi ve fosfatovém pufru za laboratornich podminek.
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Aktivita u komeréné dostupné tyrozindzy izolované z houby Agaricus bisporus se pohybuje

kolem 1000 U mg™! pevné latky. Doporuduje se skladovat v suchu pii teploté -20°C [3].

TYR ma v ptirodé dvé zékladni tlohy, a to ortho-hydroxylaci monofenolti na difenoly
pomoci kreolazové aktivity a naslednou oxidaci difenoll na pfislusné chinony katecholazovou
aktivitou, a s tim souvisejici redukci molekuldrniho kysliku na vodu (Obrazek 1). To je
divod, pro¢ také disponuje Sirokym spektrem substratl pro rtizné fenolické latky. Zde jsou
uvedeny jen né¢které, jmenovité L-tyrozin, L-DOPA, katechol, kyselina kavova, tyramin,
fenol, p-aminofenol, kresol, p-kresol, dopamin, 4-hydroxyanisol, L-isoproterenol,
4-ethoxyfenol, 4-butylkatechol, pyrogallol, atd. Vzhledem ke své vyuzitelnosti a velkému
poc¢tu moznych substratl je mozné tyrozinazu vyuzit v mnoha riiznych oborech. Napftiklad je
studovana pro biologické CiSténi kontaminace fenolickymi latkami, dale také k sestaveni
biosenzort, které by se daly vyuzit pfi nemocni¢nich diagnézach a zaroven pro detekci
aromatickych latek v jidle. Jednou ze zajimavych aplikaci je tfeba vyuziti enzymu ve
zdravotnictvi, kde je vyuZivan k produkci L-3,4-dihydroxyfenylalaninu (L-DOPA), coz je

bézny 1¢k na Parkinsonovu chorobu [4].

3H NJs. f N0z,

o

N/ Cu cu’ N

o]
( ’ ‘ ~fh- l ‘\\\\\ /jlh" A
\ (CU Cu; monophenolase cycle
met N \0/ \N

Cu ‘Cu it
HOD N( \O/ \N

HO D-met

N/itn. ‘Cu Cu’ |l\\‘|N

2H

Obrazek 1. Katalyticka aktivita tyrozinazy [5].
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1.1.2 Lakaza (EC 1.10.3.2)

Jak uz bylo vySe zminéno, i lakaza (LAC) ptfedstavuje méd’ obsahujici enzym, ktery patii
do skupiny oxidaz. Tento enzym katalyzuje jednoelektronové oxidacni procesy rtznych
fenolickych latek, a dokonce i1 aromatickych amint souvisejicich s redukci kysliku. Pro
ilustraci je mechanismus katalytické oxidace hydrochinonu uveden na Obrazku 2. Nejcastéji
se nachazi v riznych typech hub, ale je pfitomen také ve vysSsich rostlindch, a bakteriich. Ve

srovnani s TYR obsahuje LAC c¢tyfi atomy médi a ptitom jsou velikostné srovnatelné [6].

Podobné jako TYR, tak i LAC katalyzuje oxidaci ortho-difenoli. Nicméné, para-
substituované difenoly lze povazovat za vyhodnéjsi substraty. LAC vykazuje svoji optimalni
aktivitu v lehce kyselém prostiedi, kdy se acetatovy pufr (pH = 4.,5) povazuje za vhodné
pracovni prostiedi. Vzhledem k relativné nizké aktivité (>0,5 U mg™!), biosenzory obsahujici

LAC maji delsi zivotnost, nezli v ptipadé¢ TYR [7].

Mimo jeho analytické aplikace jako biorekognizacniho prvku a soucasti bioelektrickych
¢lankl, hraje LAC vyznamnou roli v papirenském, potravinaiském a farmaceutickém
pramyslu. V soucasné dob¢ zacinaji byt LAC biosenzory stale vice vyznamné v odvétvich
jako je tfeba analyza potravin a monitorovani zivotniho prostiedi. Diky jejich vlastnostem
jako jsou rychla odezva, nizk4 cena, nizkd spotieba reakénich cinidel, ale hlavné kvuli

moznosti jejich vyuziti jsou idedlni v téchto primyslovych oblastech [6]. Za zminku stoji

uvest, Zze LAC biosenzor byl jiz vyvinut a pouZit pfi stanoveni tatrazinu v ¢okolade [8].
0O ] O
Laccase (4¢7)
ﬁ 4
0, 2 H,0
OH | o)

L} Polymerization ‘J

OH

Laccase (4¢’)
4 4

0, 2 H,0

OH

Obrazek 2. Reak¢ni mechanizmus lakazy [9].



1.1.3 Katecholaza (EC 1.10.3.1)

Tento enzym znamy také jako katechol oxidaza (COX) mé rovnéz aktivni misto typu 3
a katalyzuje oxidacni reakci katecholi na o-chinony (Obrazek 3) ve vyssich rostlinach. Od
TYR se lisi tim, ze nedisponuje kreoldzovou aktivitou. COX obsahuje obdobné jako TYR
pouze dva atomy médi, které jsou koordinovany tfemi histidinovymi atomy dusiku, jez

zaujimaji skoro tvar trigonalni pyramidy.

Z literatury se lze dozveédét, Ze existuji dveé zdkladni cesty oxidace katecholu. V té prvni
dochdzi ke generaci molekul o-chinonu a vody. Existuje mnoho enzymovych modelt, které
sleduji tuto cestu reakce. Mnoho méd’natych enzymu ale tuto cestu neupiednostiiuje a mimo

to oxiduji 3,5-diterc-butylkatechol alternativni cestou za vzniku peroxidu vodiku [10].
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Obrazek 3. Reakéni mechanizmus katechol oxidazy [11].

1.2 Polyfenoloxidazami modifikované pastové elektrody

Z hlediska jednoduché laboratorni pfipravy uhlikovych patovych elektrod (CPEs) a jejich
nasledné modifikaci (pfimichéni) pomoci pletiv rostlin (¢asti plodli) obsahujicich PPO nebo
¢istym enzymem lze tyto jednoduché katalytické biosenzory povazovat za vhodné analytické
zafizeni pro monitorovani celkového obsahu fenolickych latek v potravinach. JelikoZ vzorky
éokolédy S Vysok}'/m obsahem kakaa obsahuji vysoké mnozstvi téchto latek, nebylo cilem této

vvvvvv

nachazi své uplatnéni spiSe v klinické analyze.
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V poslednich dekadach je velky zajem o elektrochemické biosenzory pro jejich vyuziti
v mnoha polich vyzkumu. Enzymové elektrody jsou zafizeni vyuzivajici vysoké specifity
v biokatalytickych procesech a vyhod elektrochemického transduktoru. CPEs jsou ucinné
vyuzivany jiz 60 let a dokazuji, Ze jsou velmi uziteCcnym nastrojem k pfipravé riznych
biosenzorti. Tento material vykazuje vyhody, jako jsou nizky proud pozadi a Siroké
potencidlové okno. Za zminku stoji uvést i velmi nizké ndklady na vyrobu, kdy postaci

grafitovy praSek a vhodné pojivo, nejcastéji parafinovy ¢i silikonovy ole;.

Modifikace CPE katalytickymi oxidy ptfechodnych kovll a uhlikovymi nanocasticemi
(CNTs) si ziskalo nemalou pozornost. Nékteré kovy jako jsou napiiklad rhodium, zlato ¢i
iridium se ukazaly byt vybornymi katalyzitory oxidace a redukce peroxidu vodiku,
umoziujici rychlou a vysoce selektivni kvantifikaci biologicky aktivnich latek. Oxidy
ruthenia byly také vyuzity k ptipravé bioelektrody pro fenoly a katecholy, zalozené na
katalytickém efektu kovu redukovat chinon, vznikly enzymatickou ¢innosti PPO. Pfi volbé
iridia jako katalytického centra ziskdvame jisté vyhody oproti vyuZiti naptiklad paladia nebo
platiny. Iridium umoziuje pracovat za podminek vyborné selektivity 1 v pfitomnosti vysokého
nadbytku lehce oxidovatelnych sloucenin jako jsou kyselina askorbova a kyselina mocova, jez

jsou béznou soucasti biologickych vzorki [12].

1.2.1 Tkanémi modifikované elektrody

Tkéanémi modifikované biosenzory jsou analyticka zatizeni, kterd vyuzivaji Zivé buiky
jako rozpoznévaciho média spolu s fyziologicko-chemickym pievodnikem (transduktorem)
k detekci mnoha latek. Tyto senzory prosly v poslednich desetiletich k modernizaci a jsou
hojné vyuZivany pro testovani Skodlivych latek v potravinach, polutantl Zivotniho prostfedi
a farmaceutickych ptipravkd. Pti vyrobé téchto biosenzorti mohou byt pouzity bunky vyssich
zivocichd, celé mikroorganismy (bakterie a kvasinky), Casti rostlin, atd. Diky vSeobecnému
zastoupeni v pfirod¢, rychlému ristu, snadné kultivaci, nizkych nékladech, snadné genetické
manipulaci a jejich schopnosti metabolizovat Sirokou Skalu chemickych latek byvaji bakterie
a kvasinky velmi oblibené. Bylo zaznamenano nékolik védeckych praci, které vyuzivaly
prave ptitomnost mikroorganizmi pro stanoveni antioxidantli. Lyzaty bun€k bohaté na celou
fadu enzymil nachdzeji rovnéz své vyuziti v pfipravé biosenzort.

Nékteré tyto biosenzory mohou slouZit i ke studiu vlivu antioxidanti (polyfenolickych

v

latek) na pfitomné buiiky. Nejriznéj$i imobiliza¢ni technologie, vyuZzivajici nanomateridly
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s dobrou biologickou kompatibilitou, hraji kliCovou roli v zachovéani zdkladni bunécné

morfologie, tudiz vylepSuji stabilitu a senzitivitu kone¢ného biosenzoru.

Bylo dokazano, ze zmény v intraceluldarnim oxidativnim stresu mohou byt vyhodnoceny
nepiimo v zavislosti na stanoveni produkce volnych kyslikovych radikali. Antioxidativni
kapacita analytu mtze byt stanovena stimulaci buiiky produkujici peroxid vodiku, ktery lze
elektrochemicky detekovat. Vysledkem je nariist oxida¢niho proudu odpovidajici mnozstvi

generovaného peroxidu vodiku [13].

Jako pftiklad poslouzi modifikovand CPE, kterd obsahovala 7 % (w/w) nerafinované
bandnové tkanég, 72 % (w/w) grafitového prasku a 21 % (w/w) parafinu. Homogenizace se
provadéla postupnym smichanim vSech téchto komponent v tfeci porcelanové misce po dobu
30 minut. Nejdiive byl grafitovy prasek smisen s parafinem, a poté byla pfiddna bananova
tkan. Tato smés byla dale rozemleta v hmozdifi az do vzniku uniformni pasty (Obrazek 4).
Modifikovana pasta byla uchovana v lednici pii teploté 4°C po dobu 24 hodin. Pted vlastnim
meéfenim byla pasta vimeéstnana do dutiny teflonového elektrodového drzaku, jenz byl opatien

kovovym trnem umoziujici elektricky kontakt [14].
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Obrazek 4. Rizné kroky procesu analyzy pii pouziti CPE [15]

Kromé ¢asti bananu byly vyuzity pro pfipravu amperometrickych PPO biosenzorh ¢asti
ovoce (Persea americana [16]) a (Pyrus communis [17]), zeleniny (lpomoea batatas [18]
a Dioscorea bulbifera [19]), hub (Agaricus bisporus [20]), a celé bakterie (Streptomyces
glaucescens [21]). Vyhodou téchto typl biosenzort je rychléd ptiprava bez vétsich finan¢nich
nakladi. Co se tyCe citlivosti, je nutné podotknout, ze se pohybuje tfadové v desitkach

mikromolll na litr, coz v pfipadé analyzy ¢okoldd s vysokym obsahem kakaa nemuselo byt
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ptekazkou. Z literatury se lze dozvédét, ze jako standardni latky pro stanoveni celkového
obsahu fenolickych latek (TPC) se pouzivaji jednoduché slouceniny jako hydrochinon,

katechol, kyselina kdvova, kyselina gallova atd.

1.2.2 Enzymy modifikované elektrody

V soucasné dobé bylo izolovano a charakterizovano vice nez 2000 riiznych enzymd.
Izolovani genetické sekvence vytvari prostor pro charakterizaci vSech enzymit daného
organizmu na genomové urovni. Nejmen$i zndmy organizmus, Mycoplasma genitalium
obsahuji pfiblizn¢ 470 genli z nichz 145 jsou geny spojené s replikaci a transkripci. Kvasinky
obsahuji ptiblizn¢ 7000 genid kodujicich asi 3000 enzymi. Jsou znamy tisice riznych variant
pfirodnich enzymii. Pocet 3-dimenzionalnich enzymovych struktur se rapidné zvySuje,
naptiklad v roce 2000 jich byla znama struktura pouze 1300 riznych proteint. Byl zaveden
list zalozeny na numerické notaci enzymu s ¢islem EC, ktery vytvofila komise pro enzymy

Mezinarodni unie biochemie a molekularni biologie v roce 1961 [22].

Zvyse uvedenych skute¢nosti vyplyva, ze existuje né€kolik typu TYR ¢i LAC v zavislosti
na organismu, ze kterého byl dany enzym izolovan. Tyto enzymy maji téméf totoznou
katalytickou funkci. Nicméné jejich aktivita mize byt zcela odliSna, napt. v zavislosti na
teploté prostfedi. TYR izolovand z houby Agaricus bisporus vykazuje svoji biologickou
aktivitu v Sirokém teplotnim rozsahu od 30 do 60°C (s optimem pii 35°C). Na rozdil TYR
1zolovana z houby Trichoderma reesei mé maximalni katalytickou aktivitu pii 30°C. Za
zminku stoji uvést TYR z houby Lentinula boryana majici optimalni katalyzu pti 40°C

[23-26].

Enzymy modifikované CPEs se laboratorné ptipravuji zcela stejné jako ty v predchozim
ptipad¢, kdy je zapotfebi mnohem mensi obsah biologicky aktivni latky. VétSinou se uvadi
mnozstvi modifikatoru do 5 % (w/w). Diivodem je mnohem vyssi katalyticka aktivita ¢istych
enzymu, nezli téch obsaZenych v tkdnich. Oproti tkdnémi modifikovanymi CPEs, tyto
biosenzory poskytuji o fad nizsi detek¢ni limity, a tudiz 1 menSi spotieba vzorku je pro né
typickd. Obecné plati, Ze enzymy obsaZené uvnitt tkdn€ nebo 1 ty Cisté enzymy byvaji uvnitt
uhlikové pasty chranény pfed okolnimi vlivy, zejména piitomnosti oxidacnich €inidel, proto

nedochazi k degradaci enzymi (proteintl), coZ ma za nasledek relativné dlouhou Zivotnost.

Za hlavni nedostatky téchto typid biosenzorGi je mozné povazovat velkou spotiebu
enzymu, kdy jen ta ¢ast na povrchu (a navic spravné orientovand) se podili na katalytické

oxidaci polyfenolickych latek. Pokud si uvédomime, ze vSechny PPO jsou ve vodé rozpustné
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proteiny, je ziejmé, ze bude dochézet k vyplavovani molekul enzymu do pracovniho roztoku.
Aby byla zarucena reprodukovatelnost namétenych analytickych dat, je zapotiebi mit
dokonale homogenné rozptylen enzym v uhlikové pasté, kdy po kazdém otfeni pracovniho

povrchu, bude zarucen stejny obsah enzymu na povrchu elektrody [22].

1.3 Amperometrické polyfenoloxidazové biosenzory

Vétsinou  rozliSujeme  tii  typy elektrochemickych  pfevodnikli, jmenovité
potenciometricky, amperometricky a konduktometricky. Potenciometrické PPO biosenzory
funguji principiadln€ na méfeni pH pracovniho roztoku. V tomto ptipadé lze pouzit komercni
pH mérnou elektrodu pokrytou tenkou membranou obsahujici PPO enzymy, nebot’ katalyticka
oxidace polyfenoli probihd za tucasti protonid. Z tohoto divodu Ize potenciometrické
pfevodniky povazovat za univerzalni. Nicméné je nutné podotknout, ze citlivost takto

ptipravenych biosenzort neni nijak uspokojiva.

V nyné&jsi dobé predstavuji amperometrické techniky nejpouzivanéjsi ptistup v oblasti
vyvoje PPO biosenzori. Uvédomime-li si ze oxidace fenolickych latek je uskutecnéna
ptitomnym kyslikem, kdy se celkova pfeména fenolu skladd ze dvou naslednych krokt
zahrnujicich molekuldrni kyslik. V prvnim kroku je monofenol hydroxylovan na jeho
pfislusny o-difenol (hydroxyldzova aktivita), difenol je v dal§im kroku oxidovén na pfislusny
o-chinon a tim je enzym oxidovan molekuldrnim kyslikem zpét do své zdkladni formy
(katecholazova aktivita). Principidln€ se zde nabizi moznost pfimého méfeni spotieby kysliku
amperometrickym ¢idlem, téZ znamym jako Clarkova elektroda [23]. Dale je mozné
elektrochemicky detekovat (redukovat pii konstantnim zaporném potencialu) vzniklé
chinoidni slouceniny. Mnozstvi vznikajicich publikaci naznacuje, ze tento piistup dominuje

pii vyvoji amperometrickych PPO biosenzorii [24].

Hlavnim problémem vétSiny PPO  biosenzori je nedostatek potifebné operacni
a skladovaci kapacity dilezité pro komercni vyuziti. Nestalost TYR biosenzorti v roztocich
Cistych standardl je predevSim nasledkem vysoké reaktivity chinonii ve vodé a tvorbou
meziproduktovych radikdli v enzymatickych 1 elektrochemickych reakcich, které jsou
schopny reagovat a polymerovat na polyaromatické slouCeniny. Polyaromaty poté mohou
inaktivovat enzym a zdroven znecistit elektrodu. Nékteré studie popisuji zakomponovani
riznych aditiv a modifikaci TYR biosenzor pro ovlivnéni stability a aktivity TYR
biosenzoril. Bohuzel pii analyze skutecnych vzorkl naptiklad povrchovych ¢i odpadnich vod

se projevi dalsi faktory, které ovlivni u¢innost senzoru. Tyto faktory jsou hlavné vyskyt latek
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inhibujicich TYR a znecCisténi elektrody latkami usazujicimi se na jejim povrchu. Toto by
mohlo vést k tradi¢nimu kroku ptedc¢isténi pred kazdym métenim, kdy CPEs se nabizi jako
nejjednodussi varianta [27].
1.3.1 Amperometrie ve vsadkovém usporadani

Systém amperometrie ve vsadkovém uspotadani byl poprvé predstaven v roce 1991.
Stejné jako tomu je u pritokové injekéni analyzy je amperometrie ve vsadkovém uspoiradani
(BIA) schopna ziskani gausovskych modelti pomoci injekce malych objemi roztoku (vétSinou
v fadu od 10 az 150uL). Toho vSeho je mozné doséhnout bez pouziti hadicek a spojeni (bez
uniku kapaliny a bez vzduchovych bublinek), tlakovych systému, a ddvkovacl. VSechny tyto
komponenty jsou nahrazeny mikropipetou (vétSinou elektronickou). Proto je vétSinou
kompletni vsadkova analyza zaloZena pouze na elektrochemické mérmé cele a elektronické
mikropipeté. Pokud se jednd o velky vnitini objem amperometrické cely, mize byt pfi
analyze provedeno velké mnozstvi méteni (vysoké zfedéni uvniti cely) bez nutnosti upravovat
elektrodu nebo ménit roztok elektrolytu uvniti cely (vyhodné u ptfenosnych méfeni).
Transport analytu k enzymu situovanému na povrchu elektrody se provadi prostfednictvim
michani pracovniho roztoku magnetickym michadlem [28]. Pro ilustraci, jak muze vypadat
zdznam z amperometrického meétfeni v sddkovém uspotaddni na TYR biosenzoru, je nize

uveden Obrazek 5.
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Obrazek 5. Amperometricky zdznam kalibra¢nich méteni pro tfi rizné fenolické latky (a)

s prisluSnymi kalibra¢nimi kiivkami (c) obdrZzenych na TYR biosenzoru [29].

1.3.2 Prutokova injek¢ni analyza
Metoda priatokové injekéni analyzy (FIA) je pfedev§im urcena k automatické chemické

analyze organickych latek, kterymi mohou byt kontaminanty Zivotniho prostfedi, farmaka,
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potraviny, atd. Obecné¢ plati, ze prutokové systémy zajist'uji vysoky ptesun hmoty do detekcni
cely obsahujici PPO biosenzor, a tim padem dostacujici citlivost. Protoze dochazi
nepfetrzittmu omyvani pracovnich elektrod, nedochdzi k usazovani vzniklych chinoidnich

polymert, a tak FIA ma ve srovnani s BIA lepsi reprodukovatelnost vysledkii.

Pro zvysSeni citlivosti, pfedev§im pro klinické aplikace, je tato technika kombinovana
s pastovymi  uhlikovymi elektrodami, elektrodami ~ modifikovanymi  uhlikovymi
nanotrubicemi, molekulové natisknutymi polymery, grafémem nebo kvantovymi teckami.
Tato kombinace vytvari hodnotné systémy, které se mohou svou selektivitou a citlivosti
vyrovnat svym chromatografickym alternativaim, ale s tou vyhodou, Ze tyto systémy jsou
pfenosné a snadné k pouziti a umoziluji tak in-sifu analyzu v redlném case. Nevyhodou, jako
u vSech biosenzord, je schopnost stanovit vzdy pouze jednu latku nebo uzkou skupinu latek
ve smesi, proto byva FIA doménou farmaceutické analyzy [30]. Ukézka dvou riiznych typi

pratokovych cel pouzivanych ve FIA jsou uvedeny na Obrazku 6.

Obrazek 6. Prutokové detekéni cely pro FIA [31,32].

1.3.3 Sekvenc¢ni injek¢ni analyza

Metoda sekvencéni injekéni analyzy (SIA) je nejnovéjsi metodou v oboru priatokovych
technik. Je zaloZena na zavadéni vzorku a roztokl ¢inidel do civky zpisobem separovanych
z6n, nasledovanych pfesunem zon k detektoru skrze reakéni civku (Obrazek 7). Vyhodami
této techniky oproti konvencni FIA jsou ptfedev§im snizend spotieba cinidel, moznost
nastaveni chemickych a instrumentalnich operacnich parametrii, jednoduchost kalibrace
a adaptivnost a jednoduchost diky jednokanélové sestavé. Moznosti detekce v piipadé SIA
(tak 1 FIA) je mozny pomoci UV-Vis spektrofotometrie, IR spektrometrie, atomové absorpcni

spektroskopie, amperometrie a potenciometrie. Bylo demonstrovano ze, metoda SIA je
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idedlni pro techniky ptedupravy, oSetfeni pfed méfenim nebo pro fazi koncentrovani vzorku
pfed méfenim jako jsou enzymatickd a imunologicka stanoveni, extrakce pevnou fazi atd.

[33].

sV
re2  c- carrier liquid

rc - reaction column

c — W mv - multiposition valve
s1 -sample 1
d - detector
w - waste

—t w

sv - solenoid valve

Obrazek 7. Instrumentélni sestava SIA [34].
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2 Polyfenolické latky v ¢okoladach

V této kapitole se bude pojedndvat o tom, jaké polyfenolické latky se v Cokoladé
nachdzeji. Dale je popsan ptuvod a charakteristika téchto latek. Klasifikace polyfenolickych
latek v Cokolade je taktéz obsazena v této kapitole. Diiraz je kladen pfedevs§im na vyuzitelnost

PPO enzymu pii konstrukei bio-elektrochemickych senzort.

2.1 Klasifikace polyfenolickych latek v cokoladach
z jednodussich fenolickych latek. Z hlediska rozpustnosti je lze rozdé€lit na rozpustné ¢i
nerozpustné ve vod€. Nize jsou popsany jednotlivi vyznamni zastupci fenolickych

a polyfenolickych slou¢enin obsazenych v ¢okoladé.

2.1.1 Rozpustné fenolické latky

Rozpustné fenolické latky nevykazuji tak vysokou biologickou aktivitu jako ty
nerozpustné, jelikoz dochazi k jejich ¢astenému nebo tplnému rozkladu jesté pred absorpci
ve stiev€. V rostlindch se nachédzi ve volné nebo esterifikované formé obvykle vazané na
néjakou cukernou jednotku [35]. Z hlediska analytického stanoveni pomoci PPO biosenzorti
je nutné konstatovat, ze prave tyto jednoduché fenolické latky se daji stanovit, protoze vétSina
PPO enzyml neni aktivni ve vodné organickych smésich. Navic u méné rozpustnych
polyfenolickych latek muize dochazet k adsorpci na povrch CPE, jelikoZ povrch tvofi

nepolarni kompozitni materidl (disperze uhliku v oleji).

2.1.1.1 Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny obsahuji ve své molekulové struktufe vzdy jeden fenolovy kruh
a alespoit jednu karboxylovou skupinu, bud’ pfimo na aromatickém kruhu, nebo na
alifatickém fetézci. Tyto kyseliny se predevSim vyskytuji vrostlinach a predstavuji
nejjednodussi zastupce fenolickych latek. V souvislosti s po¢tem karboxylovych skupin se
pfirodni fenolové kyseliny déli na dvé zékladni skupiny: hydroxybenzoové
a hydroxyskoficové (Obrazek 8) [36]. Mezi vyznamné zastupce téchto fenolovych kyselin,
které jsou obsazeny v Cokolad¢, patii kyselina gallova, protokatechova, chlorogenova, atd.
V zévislosti na poctu a poloze hydroxy skupin na benzenovém jadie je mozné uvazovat jaky
typ PPO enzymu by bylo vhodné pouZit jako bio-rozpoznavaci prvek. Napiiklad pro
protokatecholovou kyselinu se vice hodi TYR, protoze obsahuje hydroxy skupiny v ortho
poloze. Na rozdil v ptipad¢ kyseliny gentisové, majici hydroxy skupiny v para poloze, bude

lepsi pouzit LAC.
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Obrazek 8. Strukturni rozdil hydroxybenzoovych a hydroxyskoficovych kyselin.

2.1.1.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou polyfenolické latky (Obrazek 9), které se hojné vyskytuji v rostlinnych
zdrojich. Jejich zékladni strukturou jsou dvé benzenova jadra (A kruh a C kruh), kterd jsou
spojena heterocyklickym kruhem obsahujicim kyslikovy atom. Déle na vyse zminény C kruh
je napojen dalsi benzenové jadro obsahujici hydroxy ¢i methoxy skupiny (B kruh). Zakladni

rozd¢leni flavonoidu je popsan na Obrazku 9.

Tyto latky jsou pfitomny hlavné v ovoci, zelening, €aji nebo tmavé ¢okoladé. Neékteré
¢asti, jako naptiklad slupka, obsahuji vice téchto sloucenin nez casti jiné [37]. Béhem
zpracovani kakaovych bobu (fermentace, suSeni, prazeni a mleti) dochazi k jejich degradaci,
1 tak jsou stale hojné zastoupeny predevsim v hotkych ¢okoladach a téch s vysokym obsahem

kakaa.

U flavonoidi odvozenych od pelargonidinu a epigeninu je TYR schopna katalyzovat
syntézu hydroxy skupiny do volné ortho polohy (kreolazova aktivita) a dale katalyzovat
oxidaci této dvojice hydroxy skupin, jako v pfipad¢ katechinli, na o-chinony (katecholdzova
aktivita), které je mozné elektrochemicky redukovat, a tedy stanovit. Z této skutecnosti
vyplyva, ze B kruh se zcastituje biochemickych reakci a vétsSina flavonoidi by mohla byt

stanovena amperometrickym TYR biosenzorem.
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Obrazek 9. Strukturni vzorce flavonoidu [38].

2.1.1.3 Stilbeny

Stilbeny jsou polyfenolické latky, které jsou piirodné soucasti potravin, jako jsou
napiiklad ovoce, hroznové vino, bortvky, burské ofiSky nebo pravé kakao. Historie jejich
nalezeni je spojena s objevem obrannych mechanizmil rostlin v reakci na externi podnéty.
Nejvyznamngj§im stilbenem, ktery se nachdzi v ¢okolddach, je resveratrol. Tato latka
piedstavuje substrat pro TYR enzym. Cely mechanismus katalytické oxidace resveratrolu az

na o-chinon je zobrazen na Obrazku 10 [39]
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Obrazek 10. Katalyticka oxidace resveratrolu.

2.2.1 Nerozpustné polyfenolické latky

Nerozpustné polyfenolické latky jsou kovalentné vazany na strukturni komponenty
bunécné stény jako je naptiklad pektin, celuléza, hemiceluldza, lignin, arabinogalaktan nebo
strukturni proteiny. Konvencni extrakéni metody nejsou piilis efektivni pro uvolnéni

vazanych fenolickych latek z téchto strukturnich komponent. V mnoha in vitro antioxida¢nich
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meéfenich vykazovaly vazané fenolické slouceniny vyznamné vyssi antioxidacni aktivitu

oproti rozpustnym polyfenoltim [34]

2.2.1.1 Oligomerni proanthokyanidiny

Proanthokyanidiny jsou znamé také jako kondenzované tfisloviny. Jednd se
o polyfenolické latky o vysoké molekulové hmotnosti ziskané polymerizaci flavan-3-olu. Ke
spojeni jednotlivych monomernich jednotek probiha mezi uhlikem C-4 a C-8 a obcas také
mezi uhlikem C-4 a C-6 tento typ proanthokyanidini je oznaCovan jako B-typ (Obrazek 11).
V nékterych ptipadech se zde nachéazi etherové spojeni mezi uhlikem C-2 a kyslikem O-5

jedno z nejpocetnéjsich zastoupeni z polyfenolickych latek viibec [40].

I pfesto, ze proanthokyanidiny obsahuji ve své polymerni struktuie jednotky flavan-3-
olu, ktery lze povazovat za substrat TYR, tak i LAC, neni mozné tyto latky pfimo stanovit
PPO biosenzory kviili jejich nizké rozpustnosti ve vod¢. Protoze neni mozné méteni provadet
ve vodné-organickych smésich, nezbyva nez provést predupravu vzorku a rozbit polymerni

strukturu, at’ uz chemickymi ¢inidly nebo dalSimi enzymy z fad hydrolaz.

Obrazek 11. Strukturni vzorec proanthokyanidinu A2 [41].
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2.2.1.2 Trisloviny

Ttisloviny, téz znamé jako taniny, jsou Ctvrté nejvice zastoupené slozky extrahované
z biomasy po celuléze, hemicelulézach a ligninu. Jejich zastoupeni je vysoké v pidnich
i vodnich Zzivotnich prostfedich. V nékterych suchozemskych rostlinach nalézame opravdu
vysoké koncentrace jako naptiklad u Acacia mearnsii (kira ¢erné mimozy), quercus spp
(dubova kura) a Castanea sativa (difevo kaStanovniku). Dal$imi vyznamnymi zdroji jsou
rizna semena napiiklad kakaovniku nebo guarany. Ve vodnim prostfedi se vyskytuji

v mensich mnozstvich a jsou doménou zejména riznych druhti fas.

Kategorizace tfislovin zdvisi na jejich strukturnich aspektech a chemickych
charakteristikach. Tradi¢né jsou tfisloviny rozdéleny do dvou hlavnich skupin, jmenovité
kondenzované a hydrolyzovatelné tfisloviny. Chemicky jsou kondenzované tfisloviny
definovany jako polymerni flavonoidy. Mohou se ale také objevovat jako oligomery,
v piipad€ ze jsou sloZeny ze dvou aZ deseti monomernich jednotek. Ve formé& polymernich
flavonoida disponuji malou nebo zadnou rozpustnosti ve vod¢, zatimco v oligomerni podob¢
jsou ve vod¢ rozpustné. Tyto oligomerni tfisloviny by mohli byt pfimo stanoveny pomoci
PPO biosenzorti, nebot’ podléhaji katalytické oxidaci. Vzhledem k jejich velikosti, je moZné
predpokladat, Ze jejich katalytickd oxidace bude mnohem pomalejSi nezli v ptipadé

jednoduchych fenolickych latek.

Vzhledem ke skupindm flavonoidii jsou kondenzované tfisloviny oznacovany jako
flavanoly, protoze flavan-3-ol je jejich zdkladni stavebni jednotkou. Flavan-3-olové jednotky
mohou zobrazovat rizné struktury v zavislosti na pfitomnosti kruhti A a B. Prvné¢ uvedeny
kruh mutze vystupovat jako floroglucinol nebo resorcinol. B kruh zaujima rozlozeni
katecholovych ¢i pyrogallolovych jednotek. Tyto kombinace vedly k formaci nékolika

monomerl kondenzovanych tfislovin (Obrazek 13) [42].
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Obrazek 12. Zakladni rozdé€leni tiislovin [43].
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3 Biologicka aktivita fenolickych latek

Obecné jsou fenolické latky zndmy pro svou antioxida¢ni aktivitu, nebot’ ochotné reaguji
s volnymi radikaly za vzniku pro zdravi Clovéka méné Skodlivych adukti. V kratkém
¢asovém obdobi jsou schopny nahradit i biologické funkce kyseliny askorbové, oznatované
jako vitamin C. Jak tyto latky reaguji s volnymi radikaly, je vysvétleno v nasledujicich

kapitolach.

3.1 Volné radikaly

Bézné biochemické reakce €i vysoky piijem xenobiotik v potravé ma za nasledek vznik
reaktivnich kyslikovych radikald (ROS) a reaktivnich dusikovych radikald (RNS). ROS
a RNS jsou zodpovédné za oxidativni stres pii riznych patofyziologickych stavech. Bunécné
komponenty naseho téla, které jsou preménény béhem oxidativniho stresu, mohou zapficinit
vazna onemocnéni. Oxidativni stres mize byt efektivné neutralizovan posilenim bunécnych
obrannych mechanizmii pomoci antioxidantii. Nekteré latky vystupuji jako antioxidanty
in-vivo, tim ze zvysuji hladiny endogenni antioxidacni obrany. Také exprese genti kodujicich
enzymy superoxid dismutdzu (SOD), katalazu (CAT), glutathion peroxidazu (GSHPx) ma za

nasledek zvySeni hladiny endogennich antioxidantt.

Proces generace ROS zacina rychlou spotiebou kysliku spolu s aktivaci NADPH oxidazy
vzniké superoxidovy radikal. ROS mohou reagovat dvéma na kysliku zavislymi mechanizmy
vyust'ujicimi zni¢enim mikroorganizmi ¢i cizorodych latek. Reaktivni slouceniny mohou byt
také generovany myeloperoxidazovymi systémy. Enzym myeloperoxiddza (MPO) se nachazi

v neutrofilnich cytoplazmatickych granulech.

RNS se generuji pomoci enzymu NO-syntdzy (NOS), piikladem je tfeba radikal oxidu
dusnatého vznikajici z argininu. Indukovatelna NO-syntdza (iNOS) je schopna neptetrzité
vytvaret velké mnozstvi radikalli oxidu dusnatého, ktery ptsobi jako lapa¢ superoxidovych
radikald. Spojenim téchto dvou radikdlli vznikd peroxynitrilovy radikél. Peroxynitrilovy
radikdl je jednim z nejsilnéjSich oxidacnich ¢inidel v lidském téle, velmi dobie reaguje
napiiklad s aromatickymi aminokyselinovymi zbytky, coZ nakonec miiZze vést k inaktivaci
enzymtl. Navzdory negativnim efektiim je radikal oxidu dusnatého vyznamnym efektorem
v obrang proti rakovinnym builkdm, plisnim a mykobakteriim. Dal§imi vyznamnymi zdroji
volnych radikald jsou reakce lipooxygenace, peroxidace lipidli, metabolismus xenobiotik

a UV radiace.
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Oxidativni stres zptsobeny ROS je predev§im spojovan s chronickymi onemocnénimi,
jako jsou rakovina, chronicka zanétlivd stfevni onemocnéni, koronarni srde¢ni choroby
(infarkt myokardu a mozkova piihoda) a osteopordza. Volné radikdly reaguji se vSemi
hlavnimi tfidami biomolekul, hlavné pak s polynenasycenymi mastnymi kyselinami (PUFA)
obsazenych v bunéénych sténach. Oxidativni porucha PUFA, tézZ zndma jako peroxidace

lipidd, je zejména destruktivni poruchou protoze Usti v fetézovou reakci [44].

At uz ROS nebo RNS, oba tyto typy volnych radikala jsou pro lidské zdravi skodlivé,
a proto pravidelny pfijem latek s antioxidacni aktivitou by mél byt samoziejmosti. Neni proto
nahodou, ze narody, které tradi¢né konzumuji potraviny bohaté na antioxidanty, mén¢ trpi na

civilizacni onemocnéni nezli ty ze stfedni a vychodni Evropy.

3.2 Akéni mechanizmus fenolickych latek

Antioxida¢ni potencidl fenolickych sloucenin zdlezi na poctu a usporddani
hydroxylovych skupin. Tyto latky jsou schopny poskytnout vodikové atomy lipidovym
radikalim a timto zptisobem jsou schopny vytvofit lipidové derivaty a antioxidacni radikaly,

které jsou vice stabilni a tim padem odolnéjsi ke spusténi autooxidace.

Ptenos vodiku na volny radikél se zrychluje, protoZe je to energeticky vyhodné&jsi, kdyz
dochazi ke sniZzeni vazebné energie vodiku ve volném radikalu. Kazdé sloucenina, ktera ma
redukéni potencidl nizsi, nez je ten volného radikdlu je schopna poskytnout atom vodiku
volnému radikélu, tedy jen pokud neni reakce kineticky neuskutecnitelnd. Napiiklad volné
radikdly a-tokoferolu (E°” = 500 mV), coZ je redukcni potencial niz§i nez u peroxylového
radikalu (E°” = 1000 mV) jsou schopny poskytnout vodik peroxylovému radikalu za vzniku
peroxidu vodiku. Fenoxylovy radikal je stabilizovan delokalizaci neparovych elektront
v aromatickém kruhu, jenZ pfispivaji k terminacni reakci. Substituce v para pozici
s ethylovou nebo n-butylovou skupinou spiSe vylepSuje aktivitu antioxidantu nez skupina
methylova. Zaroven pfitomnost rozvétvenych alkylovych skupin naopak snizuje aktivitu
antioxidantu. Efekt antioxida¢nich koncentraci na autooxida¢ni hodnoty zévisi na struktufe
antioxidantu, podminkach oxidace a na povaze vzorku, ktery je oxidovan. Casto se stava, ze
fenolické antioxidanty ztraci svoji aktivitu ve vysokych koncentracich a stavaji se
prooxidanty. Proto by mély byt antioxidanty pfidavany do potravin, co nejdiive to je mozné,
aby byla zajiSténa maximalni ochrana proti oxidaci. Pro nazornost, je reakce kvercetinu

s volnymi radikély popsana na Obrazku 13.
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Obrazek 13. Mechanismus reakce superoxid anionového radikalu s kvercetinem [44].

3.2.1 Zdravotni G¢inky antioxidanta

Denni davka fenolickych latek je z velké Casti zavisla na stravovacich navycich jedince.
Doporucend denni davka je pfiblizn€¢ 1 g na osobu. Hlavnimi zdroji polyfenoll jsou ovoce
a zelenina a népoje z nich pfipravené. Jednoduché fenolické latky jako jsou fenolové kyseliny
a flavonoidy vykazuji velky rozsah antioxidac¢nich schopnosti in vitro. Tyto latky maji
vyznamny obranny efekt proti rakoviné a kardiovaskularnim onemocnénim. Oxidativni stres
vyvolavany reaktivnimi kyslikovymi radikaly (ROS) hraje vyznamnou roli v patofyziologii

asociované s neoplazii (vznik novotvaril), ateroskler6zou a neurodegenerativnimi chorobami.

PrestoZze je znamo, Ze tyto latky pfimo reaguji s volnymi radikaly, mohou nékteré
antioxidanty v8ak vykazovat prooxida¢ni aktivitu za urcitych podminek, a tim padem zvysit
potencidlni riziko vzniku rakoviny. Z tohoto divodu se uZzivani velkych davek jednoho

antioxidantu nedoporucuje.

V soucasné dob¢ je vyskyt rakoviny uzce spojen s doplilkky stravy bohatymi na vice
ruznych antioxidantli nez na ty s obsahem pouze jednoho. Kombinace antioxidanti s rliznymi
typy ucinku je cestou zvyseni efektivity a sniZzeni toxicity. Synergistické efekty potravinovych
fytochemikalii ziskanych zovoce a zeleniny jsou nejspiSe vice odpovédné za
antikarcinogenni pisobeni s vyssi efektivitou nez dopliiky stravy. Bylo zjisténo Ze, kombinaci
jablek, pomerancii, hroznového vina a bortivek dochazi k synergistickému ptsobeni, protoze
maximalni efektivni koncentrace (ECso) in vitro je pfi jejich individualnim pouziti pétkrat
vys$i. Pfijimani extraktu z pomerancové kury, extraktu z Cerného Caje a kofeinu potravou

meélo protiobezitni efekt diky potlaceni pfibytku télesné hmoty a tvorbé adip6zni tkang.
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Dulezité¢ je si uvédomit, ze poziené polyfenolické latky jsou vystaveny hydrolyze
a degradaci ve stfevech pomoci enzymii sttevni mikroflory. Konjugované polyfenoly jsou
pritomny v mens$ich kvantitdch nez produkty jejich rozkladu a naslednym metabolizovanim

vvvvvv

mén¢ rozpustné polyfenolické latky, které se v téle poté rozlozi na reaktivni subjednotky.

Experimentalni a epidemiologické studie ukazaly pozitivni efekt isoflavoni proti
chronickym onemocnénim jako naptiklad rakovina prsu, prostaty, kolorektalni karcinom,
arakovina plic. Ddle isoflavony redukuji vznik osteopordzy, kardiovaskularnich chorob

a oddaluje symptomy menopauzy.

Zaroven bylo zjisténo ze, vysoky pfijem flavonoidi a isoflavonii miize byt spojen
s redukci vyskytu alergického zanétu nosohltanu. Se strukturni podobnosti isoflavonti
a steroidnich estrogeni dochazi k vazani isoflavonli na beta-estrogenové receptory
zaptiCinlujici jejich transaktivaci. Resveratrol je dalSi latka s vyznamnou antioxidacni
aktivitou. Tato sloucenina se naléza v mnoha rostlinach, jako jsou naptiklad hroznové vino,
burské ofechy a bobulovité plody, ma pozitivni zdravotni vysledky u nemoci spojenych
s vékem jako jsou tfeba rakovina, diabetes druhého typu, kardiovaskuldrni onemocnéni

a neurologické problémy [45].

Fenolové kyseliny maji vyznamny antioxidacni, antimutagenni, antikarcinogenni,
protizanétlivy a antimikrobialni ucinek. Diky jejich biologickym vlastnostem jsou tyto
kyseliny schopny inhibovat riist mnoha patogennich bakterii a hub jako jsou naptiklad:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus, Aspergillus
flavus a Aspergillus parasiticus, a proto jsou vyuzivany jako ptirodni konzervanty potravin
[36]. Hlavni plsobeni tfislovin je odvozeno od jejich fenolického plvodu, tfeba jejich
antioxidacni kapacita je spojena s fenolovymi kruhy v jejich struktufe, ktera funguje jako
elektronovy lapa¢ volnych radikdlu a iontd. Proto je tfislovin hojné vyuZivano ve
farmaceutickém a potravindiském primyslu [42]. Spolu s vySe uvedenymi fenolovymi
kyselinami hraji proanthokyanidiny vyznamnou roli v prvni linii obrany organizmu proti
mikrobialnim patogenim inhibici riistu spor hub, nebo vycerpanim Zeleza v médiu, coz vede

k inhibici bakterialniho ristu [40].

Studie potvrdily také vysoké antioxidac¢ni Uc€inky stilbenll, a to zejména ve sméru

posileni stability téla vici stresovym faktorim vné&jSiho prostfedi. Zaroven také zlepSuji
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adaptivni schopnost nervového a imunitniho systému, poté piisobi pozitivné pro ochranu

srde¢niho svalu a ke snizovani lipidového obsahu v téle [39].

3.3 Méreni aktivity antioxidanta

Tato méfeni zajiStuji porovndni potravin a produktl, dodrzeni standardi kvality
a zdravotni nezavadnosti. Nejvice sledovana je oxidace lipidi, a to za pomoci zjisténi
peroxidového Cisla (PV), ¢isla reaktivnich substanci kyseliny thiobarbiturové (TBARS), Cisla
konjugovanych dien (CD) nebo anisidinového ¢isla (AV). Existuje mnoho metod k métfeni
aktivity antioxidantli, ty mohou byt klasifikovany do dvou skupin. Prvni skupina sleduje
schopnost antioxidantli k inhibici oxidace v modelovém systému monitorovanim zmén
pomoci fyzikdlnich, chemickych nebo instrumentdlnich postup. Radikélova vySetfeni
zahrnuji metody zalozené na prenosu atomu vodiku (HAT) nebo metody piesunu jednoho
elektronu (SET). Absorp¢ni kapacita kyslikovych radikald (ORAC), celkovy parametr
zachytu antioxidanti (TRAP) a krocinové bélici metody jsou hlavnimi metodami méteni
HAT. Trolox ekvivalentni kapacita antioxidanti (TEAC), Zelezo redukujici antioxidacéni sila
(FRAP) a stanoveni zachytu volnych radikalt pomoci 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH)
jsou metody v sekci SET. HAT metody vySetfuji zakladni schopnost antioxidantd zhaseni
volnych radikali poskytnutim vodikovych atomll. SET metody detekuji schopnost
antioxidantu k pfesunu jednoho elektronu a tim redukci néjaké slouceniny jako jsou tfeba

kovy, karbonylové skupiny a radikaly [45].

Drtiva vétSina vysSe uvedenych spektrofotometrickych metod jsou zaloZena na poklesu
absorbance relativné stabilniho radikalu, kdy naptiklad fialovy DPPH radikal pti reakci
s antioxidantem (polyfenolicka latka) se odbarvuje do zluta. Méfeni absorbance se provadi
u DPPH testu pfi 517 nm. U této metody se pouziva metanolicky roztok 0.0250 g 1! DPPH
radikdlu. Nebot' je tento radikdl na svétle labilni, provadi se inkubace (reakce

s antioxidantem) za tmy pii laboratorni teploté po dobu 10 min [46].

Kalibra¢ni méfeni se vétSinou provadi na Trolox, coz je vodné rozpustny analog
vitaminu E, odvozeny od jeho nejvySe aktivni biologické formy a-tokoferolu. Vysledky
analyzy jsou tudiZ potom piepoCteny na koncentracni ekvivalent pravé Troloxu. TEAC
hodnoty pro rtizné potraviny byvaji €asto tabelovany (USDA National Nutrient Database for
Standard Reference) [47].
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4 Vyroba ¢okolady

Cokolada je produktem, ktery si uZivaji viechny generace. Je bohata na tuk, proteiny,
karbohydraty (cukry), polyfenolické latky a jiné bioaktivni latky. Kakaové boby jsou hlavni
surovinou pro vyrobu cokolady. Proces produkce cokolady se sklada z fermentacniho
procesu, suseni, prazeni, mleti kakaovych bobti, michani vSech surovin (kakaova hmota, cukr,
kakaové maslo, emulzifikatory, aroma a mlécné slozky, pokud je tedy tieba), konSovani
a temperace. Hlavni chemické reakce probihaji béhem téchto procesii. Tyto reakce jsou
nejvice dulezit¢ pro organoleptické vlastnosti findlniho produktu. Fermentace kakaovych
bobl je proces, pfi kterém dochazi k rustu kvasinek a bakterii v duziné¢ a provadi se na
kakaovych plantaZich jako soucast produkce kakaovych bobt. V této fazi dochdzi k rozkladu
cukrl a slizovaténi, tento proces se sklada se ze tii fazi. V prvni fazi dominuji anaerobni
kvasinky a trva asi 24 — 36 hodin. Pii této fazi je udrzovan nizky obsah kysliku a nizké pH
(<4). V druhé fazi dominuji bakterie mlééného kvaseni. Jsou pfitomny od zacatku, ale za¢nou
byt aktivni mezi 48 — 96 hodinami. Tieti f4zi dominuji bakterie kyseliny octové, kdyz se
zvySuje okyseleni. Béhem této posledni faze dochézi k exotermické reakci (pfeména alkoholu
na kyselinu octovou), ktera je odpovédna za zvySeni teploty (50°C nebo vyssi). Fermentace je

klicovou fazi vyroby prekurzora pro vyvoj spravné ¢okoladové ving.

Suseni kakaovych bobil je provadéno po fermentaci kviili snizeni koncentrace vlhkosti
a k uplnému dokonceni oxidac¢nich procest vyvolaného béhem fermentace kakaovych bobu.
Po suseni maji kakaové boby 6-8 % vlhkosti. Nizky obsah vlhkosti zabranuje riistu plisni

a zajist'uje, Ze boby jsou stabilnéjsi pii preprave a skladovani.

Prazeni kakaovych bobli se obvykle provadi v tovarn¢ na cokoladu jako prvni faze
vyroby ¢okolady. Jedna se o vysokoteplotni proces, obvykle provadény pii teplotdch mezi
120 a 140°C, coz je dilezité pro vznik Maillardovych reakci, které ovlivituji senzorické
vlastnosti. Peceni snizuje obsah neZadoucich slozek, produkuje aroma a vini specifické pro
cokoladu a dekontaminuje kakaové boby. V této fazi reaguji vSechny prekurzory vytvorené

v ptedchozich fazich a vytvareji mnoho sloucenin.

Mleti a michani vSech Cokoladovych ingredienci je velmi dualezité pro dosaZzeni spravné
velikosti ¢astic vSech ingredienci. Hlavnimi sloZkami pouzivanymi piti vyrobé ¢okolady jsou
kakaovy likér (ziskany mletim kakaovych bobi), kakaové maslo (ziskané lisovanim
kakaového likéru), cukr a mléko (v piipadé¢ mlécné Cokolady). KonSovani je michani

a zahtivaci proces, kterym je zajiSténa produkce tekuté ¢okolady (vSechny pevné Castice jsou
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povleceny tukem), odpateni t¢kavych kyselin, dosazeni spravné viskozity, odstranéni
ptebyteéné vlhkosti a vytvoreni pozadované barvy. KonSovani je proces, kterym se ziska
stabilni produkt. Tento proces se provadi tepelné¢ a ma za nasledek stabilni a stejné krystaly

kakaového masla, které pak béhem chlazeni ovliviiuje rast stabilni krystalické sité [48].

4.1 Kakaovy prasek

Jak jiz bylo vySe uvedeno, kakaovy prasek (kakao) vznika pii mleti fermentovanych
a prazenych kakaovych bobil. Typickd hotka chut’ kakaa je zptisobena vysokou ptitomnosti
pravé polyfenolickych latek (tfislovin). V literatufe se uvadi, ze Ccisty kakaovy prasek
obsahuje nejvyssi koncentraéni troven polyfenolli ve srovnani s jinymi potravinafskymi
vyrobky, ve kterych je praSek aplikovan. Lze se tedy domnivat, ze Cokolady s vysokym
obsahem kakaa obsahuji vice polyfenolli nez ty mlééné [49]. Domnivam se, ze by mohly
pravé PPO biosenzory byt tim pravym analytickym néstrojem pro sledovani obsahu kakaa
v ¢okolddach. Z tohoto divodu, by bylo zapotiebi zjistit, zda existuje néjaka korelace mezi
deklarovanym obsahem kakaa a proudovym vytézkem. Pokud by se ukazalo, Ze jsou tyto
udaje tolerovatelné, mohl by TPC poslouzit jako biomarker pravosti cokolad, stejné jako tomu

je u teobrominu.

4.2 Kakaové maslo

Kakaové maslo, jakozto odpadni produkt vyroby kakaa, reprezentuje tuhy nazloutly
rostlinny tuk, ktery vznikd lisovanim rozdrcenych prazenych kakaovych bobt. Jak lze se
ptedpokladat, ziskédva se lisovanim. Kakaové maslo se nejcastéji uchovava v tuhé podobé.
Z kakaového masla se vyrabi ¢okoladové cukrovinky, pouziva se v kosmetice a farmacii. Ma
jemnou ¢okolddovou chut’ a viini. Tento produkt pfedstavuje hlavni ingredienci bilé Cokolady.
Jelikoz se jedna o tuk, obsahuje vétSinou ve vodé nerozpustné polyfenolické slouceniny, které
zabranuji Zluknuti a je moZzno jej uchovavat dva az pét let bez vyrazné zmény struktury. Mezi

tyto latky patii dimery prokyanidi, kvercetin a mnohé dalsi biologicky aktivni latky [50].

4.3 Kakaové slupky

Slozky kakaové slupky je celkem variabilni stejn€ jako sloZeni samotnych kakaovych
bobli. Bohuzel je 90 % alfa-amino dusikatych sloucenin siln€¢ vazano na oxidované
polyfenolické latky, proto bilkoviny obsaZené ve slupce jsou nevéazané asi jen z 1 %, z tohoto
divodu je také hloupost pokouset se extrahovat bilkovinny koncentrat jako doplnék stravy,
kdyz je ptitomno pouze tak malé mnoZstvi. Zpopelnénim slupky ziskame ptiblizné 7 % obsah

sodiku, 3 % obsah drasliku a 33 % uhli¢itanu sodného. Obsah rozpustnych cukri je
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zanedbatelny, coz je vyhodou produktu, protoze se jednd o snizenou kalorickou hodnotu.
Vléknina je naopak zastoupena hojné a predstavuje az 50 % celkového materialu. Obsazené
tuky se také hodné ¢asto lisi svym zastoupenim (20 — 185 g kg™") ve vysusené kakaové slupce

[51].

4.4 Polyfenolické latky obsaZené v riznych ¢astech procesu vyroby ¢okolady
Polyfenolické latky jsou produkty sekundarniho metabolizmu rostlin. Diky jejich
antioxida¢nim uc¢inkim potlacuji oxidativni stres a tim chrani bunééné komponenty pred
poskozenim. Je dobfe znadmo, Zze kakao a cokoldda jsou bohaté na polyfenoly.
Nefermentované kakaové boby obsahuji v priméru 12 — 18 % polyfenold v suSiné. Kakaové
polyfenoly se skladaji z piiblizné¢ 37 % flavan-3-old, 4 % anthokyani a 58 %
proanthokyanidin. Tyto slouceniny jsou wulozeny v polyfenolickych bunkach
v nefermentovanych bobech. V této podob¢ davaji nefermentovanym bobtim bilou az tmave
fialovou barvu. Katechiny tvoii piiblizné 29 — 38 % celkovych polyfenolli. V kakau
a cokoladé¢ jsou polyfenolické latky zastoupeny (-)-epikatechinem, (+)-katechinem,
(+)-gallokatechinem a (-)-epigallocatechinem, kdy (-)-epikatechin tvoii az 35 % celkovych
polyfenolt. Tyto latky jsou nezbytné pro vyvoj chuti a barvy bobt. Anthokyanidiny v kakau
jsou zastoupeny kyanidin-3-o-l-arabinosidem a kyanidin-3-p-d-galaktosidem. Prokyanidiny
jsou reprezentovany dimery, trimery a oligomery flavan-3,4-dioli. Epikatechin je hlavni
podjednotkou propojenou vazbami 4-8 nebo 4—6. Prokyanidiny mohou existovat ve formé¢ A
nebo B. VSechny tyto slouceniny ptispivaji k trpkosti a specifické hotkosti nefermentovaného

kakaa.

Ve fazi fermentace se polyfenolické buiiky nic¢i a polyfenoly vychazeji z bun¢k. B€hem
fermentace dochazi k aerobni oxidaci polyfenold. Tato reakce je fizena PPO, ktera je
uvolnéna diky zméndm v déloznich listkach zplsobenych fermentaci. Vysledkem tohoto
procesu je snizena hotkost a trpkost a vice hnéda barva. Béhem oxidace polyfenoly reaguji
s proteiny a pfeménuji se na nerozpustné formy. Obsah katechinu se hlavné snizuje béhem
fermentacniho procesu (vice nez 90 % ptuvodniho obsahu). Bylo zjisténo, ze (-)-epikatechin je
vyrazné snizen. Béhem fermentace prokyanidin A2 epimerizuje na prokyanidin F2.
Prokyanidiny F1 a F2 jsou specifické pro fermentované kakaové boby. Hydrolyza glykosid
(zejména anthokyantl), neenzymatickd oligomerace katechinu a pfenos proanthokyanidintt do

vvvvvv

béhem kvaSeni je vyznamny, povazuje se za dobry fermentacni index. Z vySe uvedenych
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poznatkt vyplyva, ze PPO biosenzory by mohly nalézt své uplatnéni i v kontrole fermentace

kakaovych bobi, tzv. ,, real-time monitoring “.

Ve fazi suSeni se také snizuje obsah polyfenolt v bobech. Tento pokles je katalyzovan
PPO, po které vznikaji nové aromatické slouceniny spolu s tvorbou hnédého pigmentu

a dochazi ke snizeni hotkosti a trpkosti.

Jak jiz bylo vySe zminéno, faze prazeni se, provadi pii vysokych teplotich, a proto
vyznamné ovlivituje obsah a slozeni termolabilnich molekul, jako jsou pravé polyfenoly.
V tad¢ studii bylo pozorovano snizeni celkového obsahu polyfenolti béhem prazeni. Pokles
vysokomolekularnich proanthokyanidinii je vyraznéj$i. Béhem prazeni se také méni pomér
epikatechin/katechin, kdy se obsah (-)-epikatechinu snizi. Byl sledovan 1 pokles
(-)-epikatechinu, ale bylo zjisténo, Ze je podroben epimeraci, a Ze dochazi ke zvySeni obsahu

(-)-katechinu.

Vysoké teploty mohou také indukovat (+)-katechinovou epimerizaci na (+)-epikatechin.
Béhem prazeni se také snizuje obsah prokyanidinu B2, zatimco prokyanidin B1 se zvySuje.
Proanthokyanidiny jsou rovnéz podrobeny epimeraci, takZze je tieba poznamenat, Ze po
prazeni je obsah velkych proanthokyanidin zvySen. Béhem prazeni byl pozorovan ubytek

(-)-epikatechinu a prokyanidinu B2 a ptibytek (+)-katechinu a prokyanidinu B1.

V pocateénim stadiu konSovani se t€kavé polyfenoly ztraci v dasledku odpafovani
spolecné s vodou a mastnymi kyselinami s kratkym fetézcem. Bylo zji§téno, Ze se v tomto
procesu obsah tékavych polyfenolt snizi o 80 %. Béhem konSovani dochédzi k oxidaci
tiislovin a ke zméné pigmentace. Nekteré studie ukdzaly pokles prokyanidinu B2 béhem
konSovani, ale doSlo ke zvySeni obsahu epikatechinu a katechinu. Dospé€lo se k zavéru, Ze
oxidace tfislovin a nékteré enzymatické mechanismy ovliviiuji obsah polyfenoll po
konSovani. Béhem tohoto procesu se tvofi komplexy mezi polyfenoly, aminokyselinami,
peptidy a proteiny. To je jednim z diivodl, pro¢ konSovani ovliviiuje chut’ ¢okolady a snizuje
trpkost. Reakce b&hem konSovani nejsou rozsidhlé ani tolik dulezité jako prerozdéleni
aromatickych slouc¢enin mezi Cokolddovymi casticemi, v pocatecni fazi (suché fazi) jsou
aromatické sloucCeniny obsazeny v kakaovych casticich. Jejich smichani a trhanim se vSak

rozd¢€li mezi cukr, kakao a tuk, ¢imz se cukr stava také nosicem aroma [48].

4.5 Ostatni slouceniny v ¢okoladé
Dietni vldknina je jedlou soucasti rostlin, spolu s ostatnimi podobnymi karbohydraty,

které jsou rezistentni k rozkladu a absorpci v lidském stfevé. Jisté studie naznacuji, Ze
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kakaovéa slupka by mohla byt dobrym a levnym alternativnim zdrojem dietni vlakniny
s vyhodou nizkého kalorického obsahu, kterd by mohla vyznamné ovlivnit hladinu

cholesterolu a zaroven glukézy v krvi.

Methylxanthiny jsou znamy pro svoje psychoaktivni ucinky, a proto je velky zdjem
v jejich stanoveni. Kakaové produkty jsou bohaté pravé na metxylxanthiny, jako jsou kofein
(1,3,7-trimethylxanthin), theobromin (3,7-dimethylxanthin) a theofilin. Jednotlivé latky maji
podobny fyziologicky efekt v téle, ptisobi stimulaci centralni nervové soustavy, srdecniho
svalu, kosterniho svalstva, relaxaci hladké svaloviny a maji diureticky efekt. Jejich efekt je
u kazdého jedince individualni. Kakao obsahuje relativné malé mnozstvi kofeinu, ale nékdy
az desetindsobné mnozstvi theobrominu, coz se vyuziva v analytické chemii jakoZzto

biomarker pravosti ¢okolady.

Theobromin je bily krystalicky prasek, ktery se nachazi hlavné v slupce kakaovych bobii.
Na rozdil od kofeinu se jedna jen o slaby stimulant centralni nervové soustavy a vyznacuje se
1 nekterymi antioxidacnimi u¢inky. Hlavni syntéza theobrominu probiha v kakaovych bobech
samotnych. Jeho koncentrace se méni hlavné béhem procesu fermentace, kdy dochazi k 25%

poklesu koncentrace.

Hlavnim vyuZiti analyzy methylxanthind je z4jmem hlavné v oblasti zvifeci vyZivy,
protoze zvitata jsou vétSinou krmena vedlejSimi produkty ze zpracovani kakaovych bob.
Bylo zjisténo, Ze zejména vysoké koncentrace theobrominu ptlisobi toxicky na zvér. Nyné&jsi
nejpouzivanéj$i metodou identifikace theobrominu v kakaovych produktech je vysokoucinna

kapalinova chromatografie kvili své vysoké citlivosti a i€innosti [51].
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S Priprava ¢okolady k analyze

Jak je zfejmé z popisl ingredienci (Obrazek 14), které béZna tabulka cokolady obsahuje,
1ze cokoladu povazovat za vysoce komplexni matrici, nebot’ jde o smes mlécnych proteind,
sacharidu (glukézovy sirup) a tukll (palmovy olej a tuky pochazejici z ofechil). Dale ¢okolada
vétSinou obsahuje emulgétor sojovy lecitin, soli a aromata. Za zdroj polyfenolickych latek lze
povazovat pouze kakaovy prasek (1 % w/w), kakaové maslo a kakaovou hmotu. Kazdému
musi byt ze sloZeni zfejmé, zZe mlééné Cokolddy musi mit nékolikandsobné nizsi antioxidacni

kapacitu nezli ty hotké s vysokym obsahem kakaa.
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Obrazek 14. Zadni etiketa mlécné cokolady Milka.

5.1 Extrakce polyfenolickych latek

Obecné plati, Ze nejvice pouzivanou extrakéni metodou pro ziskani polyfenolickych latek
zrostlinnych vzorkll je extrakce pevné latky kapalinou vzhledem k jednoduchosti jejiho
pouziti. K této metod¢ se vyuzivd mnoho riznych cinidel, jako jsou napfiklad ethanol,
methanol, aceton nebo jejich pfislusné smési s vodou jsou hlavnimi rozpoustédly této
procedury. Uéinnost extrakce z rostlinnych vzorkii miize byt ovlivnéna typem rozpoustédla,
metodou extrakce, podminkami béhem extrakéniho procesu, velikosti €astic vzorku nebo

pritomnosti interferujicich ¢astic.

Extrakce pomoci ¢inidla mé nékolik nevyhod, tfeba nutnost pouziti velkého mnoZzstvi
rozpoustédla, dlouhé extrakéni Casy a stejné tak moznost degradace polyfenolickych latek
behem procesu extrakce. Tyto nevyhody vedly k vyvoji alternativnich metod extrakce jako je
extrakce nadkritickou tekutinou, extrakce tekutinou pod tlakem, mikrovinami asistovana
extrakce a ultrazvukem asistovana extrakce. Pii téchto procedurach je nutné zjistit vytéznost

extrakce, tak aby mohlo byt mozné zpétné dopocitat opravdové mnozstvi v daném vzorku
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Gokolady. Uéinnost extrakce se provadi na modelovych vzorcich, kdy se spodita navratnost
nebo pomoci standartniho pfidavku n&jaké polyfenolické latky, vétSinou kterd se pfirozené

nenachazi ve vzorku (interni standard).

Je dulezit¢ mit na paméti, ze polyfenoly se nevyskytuji pouze uniformné v tkanich
rostlin. Nerozpustné (znamé také jako vazané) polyfenoly jsou soucasti bunécné stény rostlin,
zatimco rozpustné (zname také jako nevazané) polyfenoly se vyskytuji uvnitf bunécnych
vakuol. Nové technologie dokédzi zvysit efektivitu extrakce polyfenoll, ale vétSina

nerozpustnych polyfenolil se témito metodami extrahovat neda.

Pouzitim procesu biokonverze, ktery byl vyvinut jako cesta k ziskdni nerozpustnych
polyfenolickych latek, mizeme dosadhnout jejich efektivniho uvolnéni. Tyto procesy jsou
oznacovany jako reakce katalyzované biologickymi systémy, coz mohou byt enzymy Cci
mikroorganizmy (pomoci ucinku jejich hydrolyza¢nich enzymi). Enzymy produkované
témito procesy jsou schopny rozkladat spojeni mezi komponenty bunécné stény

a nerozpustnymi polyfenoly.

Proces ptipravy ¢okolady ke stanoveni zacind vytvorenim vzorkil z cokolady nadrcenim
na malé kousky, tyto vzorky jsou pfed samotnym stanovenim uchovany v lednici pii — 20°C,
pokud nejsou okamzité dale zpracovavany. V piipadé ptipravy vzorku pro vysokotcinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC), se nejdiive lipidicka ¢ast (10 g Cokolady) odstrani
vytfepanim do 50 ml hexanu po dobu ptil hodiny. Po odstranéni organického rozpoustédla, se
polyfenolické latky obsazené v 0,5 g zbylé ¢okolady dale extrahuje 80% acetonem pul hodiny

pii 80°C. Poté je vzorek zfiltrovan a ptipraven k analyze [52].

Vyse uvedeny postup vSak nebude vyhovovat analyze pomoci PPO biosenzort, protoze
TYR, LAC a COX jsou enzymy, které béZna organickd rozpoustédla misitelna s vodou
inaktivuji. V tomto ptipad€ je mnohem schidnéjsi pouZit extrakci smési voda/aceton/ledova
kyselina octova (70 % + 29,8 % + 0,2 % v/v/v). Polytenolické latky se touto smési (50 ml)
extrahuji z 5 g ¢okolady v ultrazvukové lazni po dobu 30 min pfi teploté 30°C. Poté je aceton
odparen pii 60°C (teplota varu acetonu 56,53°C) po 20 min (Obrazek 15). Dale je zbyly
roztok doplnén na objem vodou na 100 ml, kdy pfedtim je zneutralizovan 0,1 mol I"' NaOH
na poZadované pH (pro TYR pH 7, pro LAC pH 5 a pro COX pH 7). Po odsttedéni sedliny je

supernatant zfiltrovan a je mozné jej analyzovat [53].
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extrakce polyfenoli z 5 g centrifugace pfi 5000 rpm filtrace supernatantu
cokolady (74% kakaa) po dobu 4 minuty (velikost poru do 1 um)

Obrazek 15. Jednotlivé kroky k pfipravé ¢okolady k analyze.
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ZAVER

Cilem prace bylo zjistit moznosti vyuziti enzymovych amperometrickych biosenzort pii
stanoveni celkového obsahu fenolickych latek v cokoladach. Bylo zjisténo, ze jako nejlépe
pouzitelné analytické metody se jevi ty vyuzivajici enzymové modifikovanych uhlikovych
pastovych elektrod s amperometrickou detekci. Vzhledem k jejich dostatecné citlivosti,
mobilité a nizkym provoznim ndkladiim piedstavuji nejvhodnéjsi pomocniky dnesni doby pfi
téchto detekcich. Uvedené metody jsou dostateCnou konkurenci konvencnich postupt

vyuzivajicich naptiklad méfeni pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Dal$im rozumnym krokem tohoto vyzkumu by mohlo byt experimentalni vySetfeni, které
by zjistilo jestli existuje piipadna korelace hodnot obsahu fenolickych latek a mnozstvi kakaa

v ¢okoladach.

Prace splnila stanoveny cil a byla pro m¢ piinosem z hlediska prohloubeni znalosti

v oblasti analytickych instrumentalnich metod a biochemie.

44



REFERENCE

[1]

[7]

[8]

[10]

[11]

[12]

T. Federica, A. Lante, Recent advances in controlling polyphenol oxidase activity of
fruit and vegetable products, Innovative Food Science & Emerging Technologies, 50,
2018, 73-83.

M. Sys, K. Vytias, Tyrosinase electrochemical biosensors monitoring medicinally
significant substances, Current Medicinal Chemistry, 25, 33, 2018, 3988-4006.

J. P. Gillespie, et al., Comparative Biochemistry and Physiology, 98, 1991, 351-358.
K. Min, G. W. Park, Y. J. Yoo, J. S. Lee, A perspective on the biotechnological
applications of the versatile tyrosinase, Bioresource Technology, 289, 2019, 121730.
A. Sanchez-Ferrer, J. N. Rodriguez-Lopez, F. Garcia-Canovas, F. Garcia-Carmona,
Protein structure and molecular enzymology, Biochimica et Biophysica Acta, 1247,
1995, 1.

D. Suman Kr, A. Mukherjee, Catechol oxidase and phenoxazinone synthase:
Biomimetic functional models and mechanistic studies, Coordination Chemistry
Reviews, 310, 2016, 80-115.

M. Sys, R. Metelka, A. Frangu, K. Vytfas, T. Arbneshi, Electrochemical study
of trametes  versicolor laccase ~ compatibility = to  different  polyphenolic
substrates, Chemosensors, 5, 2017, 2.

S. Z. Mazlan, Y. H. Lee, S. A. Hanifah, A new laccase based biosensor for
tartrazine, Sensors, 17, 2017.

C. S. Karigar, S. S. Rao, Enzyme Research, 2011, 2011, 1-11.

V. loana, S. A. V. Eremia, M. Kusko, A. Radoi, E. Vasile, G. L. Radu, Molybdenum
disulphide and graphene quantum dots as electrode modifiers for laccase
biosensor, Biosensors and Bioelectronics, 75,2016, 232-237.

C. Molitor, S. G. Mauracher, and A. Rompel, Aurone synthase is a catechol oxidase
with hydroxylase activity and provides insights into the mechanism of plant
polyphenol oxidases, Proceedings of the National Academy of Sciences, 113, 13, 2016,
1806-1815.

M. D. Rubianes, G. A. Rivas. Amperometric biosensor for phenols and catechols
Based on iridium-polyphenol oxidase-modified carbon paste, Electroanalysis, 12,

2000, 1159-1162.

45



[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

Y. Yongli, J. Ji, Z. Sun, P. Shen, X. Sun, Recent advances in electrochemical
biosensors for antioxidant analysis in foodstuff, 7rAC Trends in Analytical Chemistry,
122, 2020.

N. Broli, L. Vallja, A. Shehu, M. Vasjari, Determination of catechol in extract of tea
using carbon paste electrode modified with banana tissue, Journal of Food Processing
and Preservation, 43, 6, 2019, 2.

M. Vasjari, N. Parroj, Phenolic biosensor based on carbon paste electrode modified
with crude tissue, 2012, 4.

O. Fatibello-Filho, K. O. Lupetti, I. C. Vieira, Chronoamperometric determination of
paracetamol using an avocado tissue (Persea americana) biosensor, Talanta, 55, 2001,
685-692.

J. B. Bakhsh Raoof, A. Kiani, R. Ojani, R. Valiollahi, Electrochemical determination
of dopamine using banana MWCNTs modified carbon paste electrode, Analytical and
Bioanalytical Electrochemistry, 3, 2011, 59-66.

I. Cruz Vieira, O. Fatibello-Filho, Biosensor based on paraffin graphite modified with
sweet potato tissue for the determination of hydroquinone in cosmetic cream in
organic phase, Talanta, 52, 2000, 681-689.

C. S. Caruso, I. Cruz Vieira, O. Fatibello-Filho, O. Determination of epinephrine and
dopamine in pharmaceutical formulations using a biosensor based on carbon paste
modified with crude extract of Cara root (Dioscorea bulbifera), Analytical Letters, 32,
1999, 39-50.

S. Topcu, M. K. Sezginturk, E. Dinckaya, Evaluation of a new biosensor-based
mushroom (Agaricus bisporus) tissue homogenate: investigation of certain phenolic
compounds and some inhibitor effects, Biosensors Bioelectronics, 20, 2004, 592-597.
K. Lerch, L. Ettinger, Purification and characterization of a tyrosinase from
Streptomyces glaucescens. European Journal of Biochemistry, 31, 1972, 427-437.

K. Sevinc, C. Erkmen, B. Uslu, Frontiers in electrochemical enzyme based biosensors
for food and drug analysis, 77AC Trends in Analytical Chemistry, 124, 2020, 115718.
M. Stoytcheva, R. Zlatev, M. Beleno, G. Montero, Detection of Phenolic Compounds
by tyrosinase modified clark type electrode, Current Analytical Chemistry, 11, 1,
2014, 50-55.

K. U. Zaidi, A. S. Ali, Comparative evaluation of purified and characterized

tyrosinases from two edible mushrooms, Agaricus bisporus and Pleurotus ostreatus

46



[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

and their clinical potential, Bioscience Biotechnology Research Communications, 8,
2015, 161-170.

E. Selinheimo, M. Saloheimo, E. Ahola, A. Westerholm- Parvinen, N. Kalkkinen, K.
Buchert, K. Kruus, Production and characterization of a secreted, C-terminally
processed tyrosinase from the filamentous fungus Trichoderma reesei, the FEBS
Journal, 273, 2006, 4322-4335.

J. A. Kenney, Jr. Melanin pigmentation, Journal of National Medical Association, 53,
1961, 447-455.

N. Catalin, J. Emnéus, L. Gorton, A. Ciucu, Improved stability and altered selectivity
of tyrosinase based graphite electrodes for detection of phenolic compounds, Analytica
Chimica Acta, 387, 1999, 309-326.

S. André, L. Rodrigo, A. A. Munoz, Craig E. Banks, E. M. Richter, An overview of
recent electroanalytical applications utilizing screen-printed electrodes within flow

systems, ChemElectroChem, 7, 2020, 2211-2221.

M. T. Laranjo, F. Morawski, S. Dias, E. Benvenutti, L. Arenas, T. Costa, Silica/Titania
Graphite Composite Modified with Chitosan and Tyrosinase Employed as a Sensitive
Biosensor for Phenolic Compounds, Journal of the Brazilian Chemical Society, 30, 12,

2019.

M. Camila, D. V. Rahemi, J. Hereijgers, T. Breugelmans, S. A. S. Machado, K. De
Wael. Integration of a photoelectrochemical cell in a flow system for quantification of
4-aminophenol with titanium dioxide, Electrochemistry Communications, 117, 2020,

106767.

Autor Neuveden, perfect-lab [online], [cit. 4.7.2020], Dostupny na http://perfect-
lab.pl/wp-content/uploads/2015/10/CellBlock-300x230.jpg.

Cflwcl-We-Tef, metrohm [online], [cit. 5.7.2020], Dostupny na
http://cdn.www.metrohm.com/easydb/CFLWCL_ WE/450.

E. Anastasios, M. Nika, A fully automated sequential-injection analyser for dual
electrogenerated chemiluminescence/amperometric detection, Journal of Automated

Methods and Management in Chemistry, 2006, 2006, 1-9

S. Idinyang, Automated Liquid Handling Systems for Microfluidic Applications,
doctoral thesis, University of Nottingham, 2017, 40.

47



[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

Z. Gulsunoglu, F. Karbancioglu-Guler, K. Raes, M. Kilic-Akyilmaz, Soluble and
insoluble-bound phenolics and antioxidant activity of various industrial plant

wastes, International Journal of Food Properties, 22, 1, 2019, 1501-1510.

R. Mark, X. Lyu, J. J. L. Lee, R. Parra-Saldivar, W. N. Chen, Sustainable production
of natural phenolics for functional food applications, Journal of Functional Foods, 57,

2019, 233-254.

S. J. Maleki, J. F. Crespo, B. Cabanillas, Anti-inflammatory effects of
flavonoids, Food Chemistry, 299, 2019, 125124.

Autor  neuveden, robertbarrington [online], [cit.  5.7.2020]. Dostupny na

http://www.robertbarrington.net/b-ring-hydroxylation-of-flavonoids-and-hypertension/

H. Krawczyk, The stilbene derivatives, nucleosides, and nucleosides modified by

stilbene derivatives, Bioorganic Chemistry, 90, 2019, 103073.

R. T. Neto, S. A. O. Santos, J. Oliveira, A. J. D. Silvestre, Biorefinery of high
polymerization degree proanthocyanidins in the context of circular

economy, /ndustrial Crops and Products, 151, 2020, 112450.

R. Bansode, J. Khatiwada, J. Losso, L. Williams, Targeting microRNA in cancer using

plant-based proanthocyanidins, Diseases, 4, 4, 2016, 21.

P. L. de Hoyos-Martinez, J. Merle, J. Labidi,, F. Charrier — El Bouhtoury, Tannins
extraction: A key point for their valorization and cleaner production, Journal of

Cleaner Production, 206, 2019, 1138-1155.

Autor neuveden, feedadditive [online], [cit. 8.7.2020]. Dostupny na
http://www.feedadditive.com/wp-content/uploads/2016/01/Tannins.gif

S. B. Nimse, D. Pal, Free radicals, natural antioxidants, and their reaction

mechanisms, RSC Advances, 5, 35, 2015, 27986-28006.

F. Shahidi, P. Ambigaipalan, Phenolics and polyphenolics in foods, beverages and
spices: Antioxidant activity and health effects — A review, Journal of Functional

Foods, 18,2015, 820-897.

48



[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

S. Aryal, M. K. Baniya, K. Danekhu, P. Kunwar, R. Gurung, N. Koirala, Total
Phenolic Content, Flavonoid Content and Antioxidant Potential of Wild Vegetables
from Western Nepal, Plants, 8, 4, 2019.

C. P. Rubio, J. Hernadndez-Ruiz, S. Martinez-Subiela, A. Tvarijonaviciute, J. J. Ceron,
Spectrophotometric assays for total antioxidant capacity (TAC) in dog serum: an

update, BMC Veterinary Research, 12, 1, 2016.

V. Barisi¢, M. Kopjar, A. Jozinovi¢, 1. Flanjak, B. Ackar, B. Milicevi¢, D. Subarié, S.
Joki¢, J. Babi¢, The Chemistry behind Chocolate Production, Molecules, 24, 17, 2019,
3163.

J. Wollgast, E. Anklam, Polyphenols in chocolate: Is there a contribution to human

health?, Food Research International, 33, 6, 2000, 449-459.

M. Lipp and E. Anklam, Review of cocoa butter and alternative fats for use in

chocolate—Part A. Compositional data, Food Chemistry, 62, no. 1, 1998, 73-97.

D. C. G. Okiyama, S. L. B. Navarro, and C. E. C. Rodrigues, Cocoa shell and its
compounds: Applications in the food industry, Trends in Food Science & Technology,
63,2017, 103-112.

K. Azin, S. H. Razavi, The role of bioconversion processes to enhance bioaccessibility

of polyphenols in rice, Food Bioscience, 35, 2020, 100605.

R. Gonzélez-Barrio, V. Nufiez-Gomez, E. Cienfuegos-Jovellanos, F. J. Garcia-Alonso,
M. # J. Periago-Caston, Improvement of the Flavanol Profile and the Antioxidant

Capacity of Chocolate Using a Phenolic Rich Cocoa Powder, Foods, 9, 2, 2020.

49



