1.4 Zavadani jako pfiprava oxida¢niho systému

Zavadani nespociva pouze ve fyzikdInim odstratiovani vody. V Zivém, avSak od
matefské rostliny oddéleném vyhonu pokracuje metabolismus a soucasné€ se roz-
viji odpovéd na vodni deficit, poranéni a dalsi stresové podnéty.

Pokles obsahu vody vede ke ztraté turgoru® a ke zméné mechanickych vlast-
nosti pletiv. List se stdvd mékéim a poddajnéjsim, takZe jej 1ze pti rolovani tvarovat
bez nadmérného lamani.

Soucasné dochdazi k biochemickym zméndm zahrnujicim metabolismus amino-
kyselin, lipidt1, sacharid® a aromatickych prekurzort. Zavadani tedy nejen upra-
vuje mechanické vlastnosti listu, ale také pripravuje jeho chemicky systém na dalsi

pfemény pfi rolovani a oxidaci.

1.5 Rolovani a aktivace oxidace

Ptirolovani ptisobi na zavadly list tlak, tfeni, smykové sily a opakovana deformace.
Poskozuji se bunéiné stény, plazmatické membrany, tonoplast” a dalsi struktury.
Tim se rusi ptivodni prostorové oddéleni katechint a oxida¢nich enzymii. Za
soucasného ptistupu atmosférického kysliku vznika reakéni prostfedi umoziujici
rychlou oxidaci polyfenolti.
ZjednodusSené:

mechanické naruseni bunék

4

poruseni membran

Y

kontakt katechinti, enzymti a kysliku

Y

rychld tvorba chinonii

1.6 Oxidacni enzymy

1.6.1 Polyfenoloxiddza

Polyfenoloxidédza (PPO) je obecné oznaceni pro oxidoreduktazy obsahujici méd
schopné katalyzovat oxidaci vhodnych fenolickych substratt molekuldrnim kysli-
kem. V rostlinnych pletivech souvisi jeji aktivita mimo jiné s enzymatickym hnéd-
nutim po poranéni. Pfedstavuje jeden z hlavnich enzymovych systémt spoustéji-
cich oxidaci ¢ajovych katechind.

6 Turgor oznaluje tlak, kterym obsah rostlinné buiiky ptisobi na jeji bunéénou sténu. Je zavisly pre-

devsim na mnoZstvi vody v burice. Pfi ztrdté vody béhem zavadani turgor klesd, ¢imZ se sniZuje
Tonoplast je membrana obklopujici vakuolu rostlinné buriky. Jeho mechanické poruseni umoziiuje
anik vakuoldrné uloZenych metabolitdi, véetné znaéné ¢asti ¢ajovych polyfenoldl, do okolntho bu-

N

nécéného prostiedi.



Pro o-difenolovy substrat 1ze celkovou reakci schematicky vyjadfit:

2 Ar(OH), + O, 2225 2 Ar=0 + 2H,0

kde Ar(OH), predstavuje oxidovatelnou fenolickou strukturu a Ar=0O pii-
slusny o-chinon.

Presnéjsi chemicky vyznam reakce spociva v oxidaci dvou fenolickych hydro-
xylovych skupin na karbonylové skupiny chinonu:

PPO, O )
catechol ———=2 o-chinon

Pti reakci jsou z fenolického substrdtu odstranény elektrony a protony a mole-
kularni kyslik je kone¢nym akceptorem elektronti.

1.6.2 Peroxidaza

Vedle PPO se oxida¢nich pfemén tcastni peroxiddza (POD). Peroxidazy jsou oxi-
doreduktdzy vyuZzivajici peroxidy, nejcastéji peroxid vodiku, jako oxida¢ni ¢ini-
dlo. Rostlinné peroxidazy mohou oxidovat Siroké spektrum fenolickych substrati
a mohou se podilet zejména na pozdéjsich oxida¢nich reakcich béhem vyroby cer-
veného caje.

Obecné reakéni schéma lze zapsat:

H,0, + 2 AH, 2% 2 H,0 + 2 AH®

kde AH, predstavuje redukovany donor elektront.
PPO a POD proto vyuZzivaji rozdilné oxidanty:

PPO: O, molekularni kyslik,
POD: H,0, peroxid vodiku.

Jejich dlohy nejsou vzdjemné zaménitelné a jejich relativni vyznam se mtize

ménit podle kultivaru, sta¥i listu a priibéhu zpracovani.

1.7 Primarni oxidace katechint

Prvni chemicky zasadni krok predstavuje enzymatickd oxidace fenolickych
B-kruhti katechinti na odpovidajici chinony.
Schematicky:

1
katechin + 5 O, PPO, Katechin-chinon + H,O



Tento zapis pfedstavuje pouze stechiometrické zjednoduSeni. Ve skute¢nosti
vznikaji konkrétni o-chinonové® struktury podle hydroxylace ptislusného ka-
techinu.

Oxidace katecholu mtiZe byt schematicky vyjadfena:

CoHy(OH), =22, ; CeH4O, + 2H* +2e”

redukce

a redukce kysliku:

1
EOQ+2H++267 — H,O

Soudtem vznika:

1
C6H4(OH)2 + E O, — C¢H4O, + H,O

1.8 Chinony jako centralni reakéni uzel

Vznikem chinonti pfechazi relativné stabilni katechinovy systém cerstvého listu
do vysoce dynamické reakéni sité. Chinony jsou elektrofilni®.
Mohou proto reagovat:

e s dalsimi katechiny

s jinymi chinony

s jiz vzniklymi polyfenolickymi produkty
s aminokyselinami

s peptidy a bilkovinami

s dal$imi nukleofilnimi metabolity

Od tohoto okamziku jiZ nelze chemii ¢erveného caje popsat jedinou linedrni
reakéni posloupnosti.

1.9 Vznik theaflavinu

1.9.1 Princip oxida¢niho parovani

Theaflaviny jsou charakteristické dimerni polyfenoly ¢erveného caje obsahujici
benzotropolonové jadro. Jejich vznik vyZaduje vhodné oxida¢ni parovani katechi-
novych prekurzori s rozdilnym stupném hydroxylace B-kruhu. Pfedstavuji jednu
z nejlépe popsanych skupin produktt enzymatické oxidace ¢ajovych katechinti.

Chinony jsou oxidované derivaty aromatickych fenold, v nichz byly dvé hydroxylové skupiny pfe-
ménény na karbonylové skupiny. Jsou elektronové deficitni a ¢asto velmi reaktivni. Proto obvykle
nepfedstavuji stabilni kone¢né produkty, ale meziprodukty rychle vstupujici do dalich reakci.
Elektrofil je chemicka ¢astice nebo reakéni centrum s nizkou elektronovou hustotou, které mtize pii-
jmout elektronovy par od nukleofilu. Chinonové struktury vznikajici oxidaci polyfenolt obsahuji
elektronové deficitni centra, a proto snadno reagujf s nukleofilnimi misty jinych molekul.



Zakladni reakéni princip 1ze zjednoduSené zapsat:

katecholovy katechin + pyrogallolovy katechin
|l enzymatickd oxidace PPO/POD
reaktivni chinonové meziprodukty
|l oxida¢ni parovéni a pfeskupeni

theaflavinovy derivat

Pfesnéji nejprve vznikaji chinonové formy:

EC E EC —chinon

Oz

EGC X2 EGC—chinon

Oz
Nasleduje oxida¢ni parovani, tvorba vazeb mezi ptivodnimi B-kruhy, pfesku-
peni, otevieni ¢asti kruhového systému a vznik sedmiclenného benzotropolono-
vého jadra.

1.9.2 Benzotropolonové jadro

Charakteristickym strukturnim znakem theaflavinti je benzotropolonové jadro.

Benzotropolonovy systém obsahuje sedmiclenny tropolonovy kruh konden-

zovany nebo strukturné propojeny s aromatickou ¢asti. Konjugovany systém

m-elektrontt umoznuje absorpci svétla v oblasti viditelného spektra a je zasadni

pro charakteristické zlutooranzové az oranzovocervené zbarveni theaflavint.
ZjednoduSené strukturni schéma:

flavanové jednotka — benzotropolon — flavanova jednotka

Benzotropolonové jadro je chromoforem! theaflavinové molekuly.

1.10 Ctyfti hlavni theaflaviny

Hlavnimi theaflaviny ¢erveného caje jsou:

Produkt Zkratka Hlavni prekurzory Sumadrni vzorec
theaflavin TF EC + EGC CooHo, 01
theaflavin-3-gallat TE3G EC + EGCG C36H25016
theaﬂavin-B’—gallét TE3'G ECG + EGC C36H25016
theaﬂavin—3,3’—digallét TFDG ECG + EGCG C43H3,05

10" Chromofor je ¢4st molekuly, jejiz elektronové struktura umozituje absorpci elektromagnetického

zéFeni v urcité oblasti spektra. Pokud absorpce zasahuje do viditelné oblasti, ptispiva chromofor
k pozorované barveé latky.



Tato tabulka zaroven ukazuje, Ze galloylové skupiny ptivodnich katechinti mo-
hou byt béhem vzniku theaflavinii zachovény.
Schematicky:

EC + EGC — TF,
EC + EGCG — TF3G,
ECG + EGC — TF3'G,

ECG + EGCG — TFDG.

1.11 Vyznam theaflavina pro senzorickou kvalitu caje

Theaflaviny pfedstavuji relativné malou ¢ast celkového polyfenolického systému
cerveného &aje, jejich senzoricky vyznam je vSak vzhledem k tomuto podilu mi-
motadné velky. Podileji se zejména na:

e jasném oranZovém az oranzovocerveném zbarveni ndlevu
svéZesti a Zivosti chuti

sviravosti

struktufe a pocitu v tstech

interakcich s kofeinem a dalsimi slozkami nalevu

Sviravost'! souvisi mimo jiné s interakcemi polyfenolil s bilkovinami slin.

1.12 Thearubiginy — problém definice

Po desetileti byla chemie ¢erveného ¢aje popisovana jednoduchym schématem
katechiny — theaflaviny — thearubiginy.

Takové schéma lze dnes chapat pouze jako velmi zjednodusujici a p¥iblizné.
Thearubiginy nejsou jednou chemickou latkou ani homogenni tfidou molekul se
spolecnou pfesné definovanou strukturou'?. Jde o historicky ustélené oznadeni
mimofadné sloZzité skupiny polyfenolickych produktti ¢erveného ¢aje.

Moderni hmotnostni spektrometrie ukazala, Ze tato skupina latek obsahuje
velké mnozZstvi struktur lisicich se:

e molekulovou hmotnosti

e stupném hydroxylace

e stupném oxidace

e poctem katechinovych jednotek

"' Sviravost neni zékladni chuti v uz$im fyziologickém smyslu, ale komplexnim hmatovym vjemem.

Polyfenoly mohou interagovat s proteiny a glykoproteiny slin, ¢imZ méni lubrika¢ni vlastnosti pro-
stfedi dstni dutiny a vyvolavaji pocit suchosti, zdrsnénf a staZeni.

Termin thearubiginy vznikl dfive, nez byly k dispozici moderni chromatografické a hmotnostné
spektrometrické metody schopné podrobné charakterizovat slozité smeési polyfenolti. Proto ozna-
¢uje spise analyticky a historicky vymezenou skupinu latek nez jednu jednozna¢nou chemickou
ttidu.
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e piitomnosti galloylovych skupin
e charakterem vazeb mezi jednotlivymi jednotkami
e zastoupenim chinonovych a redukovanych forem

Byly napfiklad identifikovany homologické fady polyhydroxylovanych thea-
flavinti, gallatovych theaflavint, theacitrinti a jejich chinonovych forem.

1.13 Theacitriny a dalsi charakterizované produkty

Vedle theaflavinti vznikd fada dalSich strukturdlné definovanych produktii. Patii
mezi né mimo jiné theacitriny, theasinensiny, theaflavové kyseliny a dalsi dimerni
a oligomerni produkty.

Jejich existence zdsadnim zptisobem doklada, Ze polyfenolickou chemii cerve-
ného caje nelze omezit na pouhé tfi kategorie , katechiny — theaflaviny — thearubi-
giny”. Pfesn¢j$i model je rozvétveny:

katechiny PPO(g—jOD> chinonové meziprodukty
(— theaflaviny

— theacitriny

— theasinensiny a pfibuzné dimery
— dalsi dimerni produkty

— oligomerni produkty

[ — produkty zahrnované do skupiny thearubigint

1.14 Sekundarni oxidace theaflavinu

Theaflaviny nejsou kone¢nymi inertnimi produkty. Po svém vzniku mohou dale
oxidovat.

Schematicky:
dalsf oxidace
TF —

= TF,x — dalsi produkty

Koncentrace theaflavint béhem fajiao proto zpravidla neroste neomezené. Je-
jich okamzity obsah je urcen rozdilem mezi rychlosti vzniku a rychlosti abytku
pfi ndslednych reakcich.

Lze tedy psat:

d[TF|
7 = Uyznik — Vtbytek;

kde [TF] predstavuje koncentraci theaflavint, vformation rychlost jejich tvorby

a Uconsumption Tychlost jejich nasledné pfemeény.



