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Souhrn

V teoretickécasti této diplomové prace je charakterizo¢dp jeho fivod, pstovani,
zpracovani, &leni a zarovie je popsano chemické slozemie. V dalSicasti jsou pak popsany
n¢které extrakni techniky acisténi ziskanych extrakt Teoretickacast je také &novana
metodam, kterymi lze analyzovat slozky obsazerdjiv V poslednicasti se pojednava o
antioxida&ni aktivit¢ ¢aje a jejim stanoveni.

Praktickd ¢ast je zamena na porovnanicinnosti metodcisténi extrakfi caje.
Zarover také byla porovnangistota a kvalitacaje z utitych pestitelskych oblasti. Pro
extrakci vzork c¢aje byla pouZzita akcelerovana extrakce rozpolsin (ASE). Jako
rozpoustdlo byl pouzit methanol. #d koncovou analyzou bylo provedetisténi extrakf
raiznymi zpsoby. Nasled# pieciSténé extrakty a ziskané vzorky byly préfeny plynovou
chromatografii. Dale byla praifena antioxidéni aktivita vzorki ¢aje, za pouziti gitokové

coulometrie.

Kli¢ova slova: Caj
Polyfenoly
Akcelerovana extrakce rozpotdiem
Chlorofyl

Antioxidasni aktivita



Summary

The theory element of my diploma thesis surrours adharacteristics of Tea. My
work concerns its historical background, the typksultivation, its manufacture and sorting
and it will also describe the chemical composita@nTea. Another part of the theory will
describe some techniques for extracting and thanolg of those extracts. The whole
theoretical part is dedicated to the methodologiegh are used for analysing the ingredients
found in the tea. In the last part of the thedgyrent | will be highlighting the anti-oxidation
activities of the tea and its composition.

The practical element concerns the comparison efefifectiveness of each method
used to clean the extracts. At the same timellalsb compare the purity and quality of the
tea grown in different agricultural regions. Totrext the samples of tea, | used an
acceleration extraction method using solvents (ASH)e solvent used was
Methanol. Before the final analysis, all extracigere cleaned using a variety of
methods. Consecutive cleaning of the sample dstramwas measured by gas
chromatography. After this, the anti-oxidationiaty, of the samples, was measured by

using flow coulometry.

Keywords: Tea
Polyphenols
Accelerated Solvent Extraction
Chlorophyll

Antioxidant activity



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem tuto praci vypracovala samostaVeskeré literarni prameny a
informace, které jsem v praci vyuZzila, jsou v seangouzité literatury.
Souhlasim s tim, Ze prace bude prémérepiistupréna v knihove Katedry analytické

chemie, Firodowdecké Fakulty, Univerzity Palackého v Olomouci.

V Olomoucidne .......cocevvevenvennen..

Vlastnorini podpis



Podékovani

Dékuji své vedouci diplomové prace RNDr. PaviBaizové, Ph.D. za jeji cenné rady,
piipominky,cas, ochotu a atavost, které mi ghem mé pracednovala. Pogkovani rovigz
pati Doc. RNDr. Petru Bartadkovi, Ph.D. za jeho pomaady i GC analyze vzork

Podtkovat bych také ckita mé rodig za pochopeni, podporu adligost po celou dobu

mého studia.

Podpis



1. 117 Yo 1
2 B =TT 1= 103 L= T = 1) T 2
2.1.  HiStOrie €A rrrrmrmsrmnnssnsss s ———— 2
2.2, CAJOVNTK, PESTOVANT errsrressrerssseressmessssesssssssssasssssssssessssssssssassssssssssessssmssssssssssssssaans 3
2.2.1. Oblasti EBSOVANICAJE wrrreererreeiemreeieieeiee et 4
Y A o] - (00 )V - ] Y 6
2.2.3. Druhydaje podle ZpraCoVAR .. ssssans. 6
e T = 11 )= Y[ 7
2.2.3.2CEIMYEA] errerrerrereeememseesresressessessessesssssessessessessessesssssssessssssessessessessessssssssesssssssassasean 7
P20 T L0 [0 ] o Y 7
2.2.3.4BIIY CAJ crrrrrrerrreresinnnesinnn e e 8
R TR Y oo 1 < (O 8
F T QY 11 I < Y 8
2.2.5. ChemiCKeé SIOZEIIAJE wwueeeeerreeeemreirinetee ettt 9
2.2.5.1PO0IYIENOIY e, 9
2.2.5.2KAtECNINY e 9
2.2.5.3FlAVONO0IY e 11
2.2.5.4Theaflaviny a thearubiginy. ..o, 11
QS TR 1 0 ) 1= 1 o T 12
2.2.5.6DUSTKALE JALKY . iveueeerreiririninininisis it 12
A TR A0 1 == 1 1 12
2.2.5.8Karotenoidy a Chlorofyl . e, 13
A |1V 0 T=Y = U 14
S Y0 01V = 14 0] 10V 14
2.3.  Metody eXtrakCe . ————————— 14
2.3.1. Zrychlena extrakce rozpodlem (ASE) oottt 15
2.3.2. Superkriticka fluidni extrakce (SFE)- e 16

2.3.3. Ultrazvukova extrakCe (USE)...nsisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens: 18



2.4.  Cisténi a frakcionaceajovyCh eXIraKtll e -seseseeseeseesseesseessesseesssesssesssessesans 18
2.4.1. Extrakce kapalina-kapalina (LLE)- .o sssesas, 19
2.4.2. Extrakce na tuhé fAzi (SPE)- ettt e, 19
2.4.3. Tenkovrstva chromatografie (TLC)..ceveemeieeieeeeiee et e, 20
2.4.4. Sloupcova chromatografie (CGlummnesiesssssessssesssss s, 20
2.5. Metody stanoveni a identifikace katechifi obsazenych Wajovych extraktech 20
2.5.1. Vysokotinna kapalinova chromatografie (HPLG). oo, 20
2.5.2. Plynova chromatografie (GC). e, 21
2.5.3. Kapilarni zonova elektroforéza (CZE). ... 22
2.6.  ANUOXIAAENT AKLIVITA  trrrrrrrnnsssmrrrrrrsssnsssssmmrrrrmsssssssssmmrremmsssssssssmremmesssssssrmmsssssn 23
2.6.1. Metody stanoveni antioXidai aktiVity ..o, 23
2.6.1.1Metody zalozené na eliminaci radiB@l.....ccooeeeeeemeeemeeee e, 24
2.6.1.2Metody zaloZené na hodnoceni redoxnich viastn@isk}.....ccceeeeerreeeerenienerenncne, 25
3. EXperimentalni CASt o, 26
3.1. Pouzité chemikalie a FiStrOje «wrrrrserrsmsemrnsesirnsestrs et 26
3.1.1. POUZITE CHEMIKAIIE  uusrrrurrrrrrrnrrrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnssssnnnnnnnnnns 26
I I =0T 14 | (= 1 1) (0] [OOSR 26
IR IR T Y 0 11 4V = 1Y 28
3.2. Stanoveni antioXid@ni aKtiVity eeoeoeoeeeeceeeeeeee e, 28
3.2.1. Priprava elektrolytu .o, 28
3.2.2. Zasobni roztok askorboVe KYSEliny.. . s, 28
3.2.3. PHPrava VZOrK CAJ8 .o sssssss s 28
I N = 3110 20 )V N 010 151 (0] 0 1= 1 = 29
3.2.5. VysledKy @ diSKUZE e, 29
3.3. Spektrofotometrické stanoveni celkového obsahu CHOfylu «ocviinisiienean, 33
3.3.1. VYSIEAKY A AISKUZE urrrrcrirrircsssicsssssss s s s sss s sss s 33
3.4. Stanoveni &innosti upravy vzorki ¢ajovych extrakill . .eeeemsmsesesmsenenenenns 35
3.4.1. PHiprava eXtrakl . .o, 35
3.4.2. Vytiepani extrakt v diethyletheru ..., 35
3.4.3. Vytiepani extraki V NeXanU ... ssssssssssssssssssssssnns, 36
3.4.4. Vytiepani V Neptanth e, 36



3.4.5. Prexisténi extrakfi za pomoci tetrachlormethanu....ceecennesnncsnnesiesneens, 36

3.4.6. DEriVatiZENT PrOCES ittt e e, 36
3.4.7. VysledKy @ diSKUZE - e, 37
4 - Y2 < 50



1. Uvod

Caj je jednim z nejpopuléjsich a Siroce konzumovanym napojem natsvdiky
jeho os¥zujici chuti, atraktivni @ni, ale také diky wité davce zdravi. V dnedni dgb
v mnoha studiich bylo prokazano, Ze pitiaje nuze snizit riziko rakoviny a
kardiovaskularniho onemoégmi. Kronmg toho byly hlaSeny dalSi biologické funkéaje, jako
je protizastlivé, protialergické a protiobezitni. Tytotipnivé &inky jsou gipisovany
piitomnosti slodenin, jako jsou polyfenoly, aminokyseliny, vitamjngacharidy a mnoho
dalSich.

Spotebitelim je poteba nabidnout jednotnou Urdivievality vyrobki. Proto k tomuto
dosazeni secajové listky, jejich extrakty a samotné ggbitelské vyrobky musi
standardizovat a neustale monitorovat. A proto jadéna velkAd pozornost na vyvoj

analytickych metod pro stanoveni sloZesji.



2. Teoreticka ¢ast

2.1.Historie ¢aje

O objevenitaje se vypraviada legend. Jedna legenda vypravirském cisa Sen-
nungovi (2737 — 2697tpn. |.), o kterém bylo znamo, Ze pil jereparenou vodu. Jednoho
dne zanesl vitr do jeho misky listkgjovniku, voda tak ziskala zlataitou barvu. Ciga
tekutinu ochutnal a byl ipkvapen nejen os¥ujici chuti, ale i povzbuzujicimiciinky.
Od onoho dne pil tento napoj denn

DalSi legenda pochazi z Japonska. Hlasatele buddhBodhidharma (495 n. |.)
béhem meditace igmohla GUnava a usnul. Po probuzeni byl velmi rdehy. Aby ngl
jistotu, Ze jiz nikdy nepodlehne ungwodizl si ok ocni vicka a zahodil. Mika do zemns
zapustila keeny, a vyrostla v ke se zelenymi listy. Jakmile mnich ochutnal tytstKy,
Unava jej okamz#topustila a citil se jako by zazrakem posileny.

Indicka legenda &i, Zze poutnika Darmu, ktery slozil slib, nespatsva pouti, ale
radkji meditovat, po pti letech gepadla Unava, a tak se Sel projit mé&gjovniky. Jakmile
rozzvykal jejich listky, inava jej opustila a onésiil zbyvajici roky beze spanku.

Legendy jsouizné a o jejich pravdivosti se vedou vzdy spory.e [en velmi &Zko
urcit, kdy a kde seaj zaal pit, aleCina je povazovana za zemivodu ¢aje. ProCinany byl
¢aj nejen lékem i Unaw, bolesti hlavy, revmatismu nebai ponemocigni maioveho
méchyke, ale také potravina a &ima. Cajovy monopol sCitiané udrzovali aZ do let mezi 520
a 800 n. |., kdy bytaj prinesen buddhistickymi mnichy do Japonska. V kl&sterbyl mnichy
pouzivan p meditacich jako stimutai prostedek. Toto drahocenné zboZzi bylo zprvéemo
vyhradreé horni spoléenské vrst¥, az kolem 12. stoleti s&j rozstil mezi ostatni lid.

Do Evropy se zpravy o¢gtovani a dincich ¢aje dostaly progednictvim naminiki a
misiond&d v 16. stoleti. Prvni obchodovani v Evégarobehlo roku 1610, kdyaj se dostal do
Amsterodamu. Obchodovanicajem se rychle roz$io z Nizozemska do dalSichast a tim

do celého sstal



2.2.Cajovnik, péstovani

Caj vznika zpracovanim ligtéajovniki. Cajovnik je rostlina z rodiCamellia, stale
zelena s kdty pripominajici kety jablons. Byly definovany 4 odrdy ¢ajovniki, ale druli
caje je nespietre. Dle botaniki se rozliSuji dva druhy.

Cinska odiida Camellia sinensigObr. 1)je stélozeleny kes malymi, dlouhymi a
spiSe tuzSimi listy. Ddsta do vysky 3-4 malr rostouci v subtropickych oblastech. Je odolna
I va¢i mrazim ve vysokych vyskach.

Stromového viistu je rostlinaCamellia assamicdObr. 2), vyskytujici se v teplém
podnebi, darsta 15-20 metr. Od ¢inské odiidy se liSi tvarem list, kvete méa a obsahuje
vétSi mnozstvi tanninu a extrahovatelnych latek. yLighjovniki jsou dlouhé, mohou
dosahovat az 35cm, vzdy zelené, lesklé desiisty jsou tlusté, hladké a koznaté, s kratkym
fapikem. Mladsi listky jsou porostlé jemnymi chloypk

Cajovniky se rozmnozovaly vysévanim semen, nebozoygmim odnoZi, v dnesni
dobe se preferuje vysazovani sazenicffa&covani mat&nych rostlin.Cajové listky se mohou
sklizet az poiech letech opakovanéhareeavani, kdy méajovnik kon€ny tvar.

Sklizenicaje je naréna rieni prace. Denhi se sklidi 30 az 35 kilograimcerstvych
listt ¢aje. U rekterych drulii se skliziit listy (pupen a dva listy) u jinych se skligyii listy.
Pri sklizeni se dbéa, aby se neposkodiypiky listki. Caje se sklizejityiikrat aZ @tkrat
do roka.

Doba sklizni se &i nasledove:
e First Flush: Sklizeé v dok® od k'ezna az do poloviny dubna.
* In between: Skliz& aromatickychaji od dubna do poloviny kina.
» Second FlushCaj se sili# korensnou vini se sklizi od kitna az daervna.
Autumnal (podzimni): Skliz& méré kvalitniho ¢aje, ale s baj@mou vini probiha

v fijnu a listopadd:?°



Obr. 2 Camellia assamic& gjovnik assamsk$)

2.2.1.0blasti péstovanicéaje

Caj se pevazr péstuje v Asii, Africe, Jizni Americe a Australii, Bvrops se @gstuje

pouze na Azorskych ostrovech.

Asie
Cina

Caje se pstuji ve vSech provinciich na jihu i vefeu zens. Mezi znamésajové
oblasti sefadi nap. Sen-si, Chu-nan, San-tung, Kan-su aj. NejkvgBincaje rostou
v nadmdskych vyskéach okolo 1500 matrV Cing je nejvice produkovany zelerj, erny
¢aj se sil aromatickou a gkkou vini, je ugen pouze pro vyvoz.
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Tchaj-wan

Tento ostrov se vyziaje produkci polofermentovanyataji oolong, jejichz chtije
mezi chuticaje zeleného a chutiaje ¢erného. Druhy Sefa a Gunpowder se vyrabi ze
zelenéhocaje. Ve stednim Tchaj-wanu se vyrabigaevSimcerny ¢aj. Sker probiha od

poloviny dubna do kitna.

Japonsko
Produkuje pouze zelert$j. Cerny¢éaj se do Japonska dovazi. Nejvhgdhpodnebi a

podminky gstovani¢ajovniki je na jihu hlavniho ostrova Honsu, ostt@ikoku s Kjasu.

Indie

Caje vypsstované v Indii pat mezi nejkvalitdjsi na svté. | kdyz ¢aj se zde zal
péstovat az od poloviny 19. stoleti. Mezi oblasti gukujici ¢aj v Indii pati nag. Sikkim,
Dooars, Nilgiri, ale mezi nejznafj$i seradi Asam a Dardziling.

Cajovnik Assamsky roste na severovychdndie ve stat Asam. Tato velmi rozlehla
oblast produkujeterny ¢aj vyzna&ujici se s¥zi, kwtinovou chuti a sstlou, zlatoZlutou
barvou. Sklizé probiha od fezna do poloviny dubna.

DalSi slavna oblast s idealnimi klimatickymi podk@mi se rozklada na jiznich
svazich Himalaji. Tropické horko, vihky, horsky atthy vzduch a monzunové de$sou
podminky typické pro tuto oblast a vhodné pisttajovniki. Caj z provincie Dardziling méa
velice jemnou chti ozn&uje se jako ,,Sampaké mezicaji“. Prevazié se zpracovava jako

listovy caj.

Sri Lanka (Cejlon)

Caje mgstované na tomto ostréee @li podle nadmiské vysky. Low Grown (nizinné,
do 650 m n. m.), Medium Grown {stini, mezi 650 — 1300 m n. m.) a High Grown
(vysokohorské, nad 1300 m n. m.). NejvySe poloZeblast, ktera se vyztiaje produkci

velmi jemnéhaaje o nejvyssi jakosti, jsou Nuwara Eliya a Dimbula



Nepal
Nepal produkuj&aje ze vSech zemi nejkratSi dobu. V roce 1863 Hggtavce oblasti
lllam darek, semenaajovniku pochéazejici €iny. Po zaseti zalozdajovou zahradu lllam.

Nepalsk&aje svou chuti a charakterem napapgiipominajicaje z oblasti DardzZiling.

Od 20. stoleti sé€ajovniky @stuji také na africkém kontinentu, rtap Keni, kde je
podnebi tak fiznivé, Zze se&aj sklizi cely rok a fevazre produkujecerny ¢aj. Dale Malawi,
Mosambik, Tanzanie, Zimbabwe aj. DalSimi oblastsouj Australie, Indonésie, Portugalsko,
Turecko, Argentina, Ekvador, Petu.

2.2.2. Zpracovani

Sklizené ¢ajové listky v prvnitadé musi tzv. zavadnout, to probiha v mistnostech
s kontrolovanou konstantni teplotou (20-24°C) &eliti (75%). Déle se zavadlé listy svinuji
na specialnich strojich. Svinovanim se naruSi¢énd membrana a uvolni séasa, ktera
reaguje s kyslikem. Ve specialnich mistnostech fegdych stolech $ regulovaném
mikroklimatu probiha fermentacefipniz se mdni zelena barva n&ervenou. Ziskavaji
charakteristické aroma. Po fermentaci se listy suwskym vzduchem, tim listy ziskavaji
hnédoternou barvu. Ve finale se provadiidéni na sitech. Jedna se o teadimetodu, ktera
byva v posledni dabnahrazena metodou ,,CTC*" (crusting — tearing Hrayrdrceni — trhani
- rolovani), ktera se ligi tim, Z&qal svinovanim se listy narusi rezace. $ava z list se
vyluguije silrgji a diky tomu probihd mnohem sijii fermentacg.
Podobné vlastnosti ma modejgi metoda LTP (Lawrie Tea Processing), kdy listgdo
oxidaci jsou rozkrajeny noZi, které se pohybuijttipsobs.®

2.2.3.Druhy ¢aje podle zpracovani

Spousta lidi Zije v don@mi, Ze zelené &ernécaje jsou rozdilné rostliny. OvSem oba
pochazeji ze stejné rostliny. Rozdil &p@ ve zpracovaniajovych listki. Proces zpracovani,
kdy listy prochazeji chemickymépbm, je ozn&ovan jako fermentace, spray$i ozna&eni je

ovsem oxidace polyfenif-?



2.2.3.1Zeleny &aj

U zelenéhaiaje neprobih&a oxidace, a tim si tedy zachovavahwsepolyfenoly. Pro
vyrobu zelenéh@aje se pouzivaji pouze prvni dva listky a vyhorfes.natrhani se listky
nechavaji zavadnout ve stinu, nebo se ihned zpaae@\(deenzymuiji). Oxidaci se zamezuje
prazenim na panvi, nafmvanim anebo genim. Poté se listy svinou a nakonec st&sto
n¢kolikrat po sob. Znaky kvalitniho zelenéhgaje — viné pripominajici seno, listy nejsou

fermentovany a tak maji Zlutozelenou barvu. Nejz¥jghzelenytaj je Gunpowdet.
2.2.3.2Cerny ¢aj

Cerny¢aj je ze vSecktaji nejvice oxidovan, &tSi polovina polyfendl je zoxidovana.
TakZe obsahuje okygkné i neokystiené polyfenoly. Oxidované polyfenoly dodavaji thu
barvu a aromé&ernéhocaje, naproti tomu neokysgkné (girodni) polyfenoly vytvéeji trpkost
¢aje a zahéani Zite Ve vychodni Asii je ozrimvan podle barvy nalevu jakervenycaj. Po
sklizni se listky rozprogbu na platech, jeZ jsou na vzduchu ve stinu. Jakisily zavadnou
a zmeknou, mohou byt svinuty. Svinovanim se rozrusSi &og membrany, tim se spoji
katechiny s enzymem polydenoladzou, tento procesu&pooxidaci lisk. Listy beéhem
fermentace v chladném preti, absorbuji kyslik, ktery aktivuje enzyn@jim je fermentace
delSi tim méac¢aj tmavsi barvu a slabsi ahuOkraje listi fermentacicervenaji a vydavaji
mandlovou wni. Fermentace se ukéume suSenim respektive prazenim. Vysusené listy se

nakonecitdi dle velikosti®
2.2.3.3.00long

Postup vyrobyaje oolong je obzvladStobtizny a narény. Listy na vyrobu musi byt
sklizeny v plné zralosti a ihned zpracovany. Lisg po sklizni nechaji nafipmém slunci
zavadnout a tim zapoe mirna fermentace. Listy se gasaji v bambusovych koSicich, tim
se naruSi okraje a ty oxiduji rychleji nezest listu. Jakmile okraje lisik z¢ervenaiji,
fermentace se ukéhsusenim, $ teplot vysSi nez je &né u jinych drufi ¢aje. Susené listy

se zabalené do bawimé latky hitou, valchuji a poté se &psusi. Proces se ukiinjakmile



kraje listi zéernaji, ale sed Zistane zeleny. Ziskaji se pevné a svinuté listyékse jest
zcela finali zalteji, a tim se zajisti jejich trvanlivos.

2.2.3.4Bily ¢aj

Ze zvlastnich ,,bilych€ajovniki se sklizeji bilé pupeny a velmi mladélgité listy.
Po sklizni se nechaji listky zavadnout a fgpévaji se na platech, aby se slppmakaly.
Narusi se butna membrana, coz égobi slabou oxidaci, ktera je rychle ukena
propdaenim nebo suSenim. Listky tohaiaje se netvaruji. Nalev ma&he zelenou az Zlutou

barvu®

2.2.3.5.Pchu-er

Zelenyc¢aj Pchu-er vznika specialnimi postupy, z jarnizkij kterd se fezene parou
a houbovymi kulturami, poté se lisu§e pini do forem. Stejnym postupem ovSem z letni
sklizr¢ ziskavame&erveny Pchu-er.
Zeleny icervenycaj Pchu-er se uchovava v chladu po dlouhou dobegldik let, ¢imz se

docili osobitého, zatuchlého a zemitého aréma.

2.2.4. Kvalita ¢aje

Vysledna kvalitaaje je ovliviena mnoha faktory, jako podnebiida, nadmiska vyska,
prostedi kde secaj péstuje a sklizi, dale také zpracovani, miseni, lbaldoprava a
skladovani. Kvalitu staj uchovava osm #&siai, poté zane klesat. Do s&kovych ¢aju se
pouzivaji mén kvalitni ¢aje, jejichz nevyhodou je, Ze rychle ztracejni a pohlcuji cizi
pachy.Caje se dli do dvou skupin, listové a zlomkové.

Stupnice kvalityaje:

1) Orange Pekoe Teas — velmi kvalitfdje obsahujici mladé listky, listkové pupeny a

malé mnozstvi stopek

2) Pekoe Teas — obsahuji druhéetti listky, velké mnozstvi stopky

3) Pekoe Souchong Teas, Souchong Teas —¢gelhorsi kvality, obsahuji hrubé listy

Congu Teas — velmi nekvalittaje’®



2.2.5.Chemické slozentaje

Listky cajovniku obsahuji chemické latky jako aminokyselinarbohydraty,
mineraly, kofein a polyfenolyCerstvé listky obsahuji mérné 70% vody. B sueni se
obsah vody zredukuje na 3%. Celkem bylo objevenre jdk 550 chemickych latekgtgina
téchto latek vznika vyrobou. Tyto latkygdavajicaji sveé vlastnosti, a maji vliv naimi, chu’

a barvuwtaje’

2.2.5.1.Polyfenoly

Caj obsahuje aZz 30% polyfetiol ProtoZe fermentace deaktivuje polyfenoly, je
v zelenénxaji jejich podil az o devadesat procestsv nez wernémcaji. Diky polyfenotim
ziskavacaj barvu a sviravou cliuTyto slogeniny jsou povazovany za antioxidanty. Velké
mnozstvi polyfendl obsazenychigvazri v zelenéntaji, maji giznivy vliv na lidské zdravi.
Konzumace ¢aje snizuje rizika kardiovaskularnich oneméun vysokou hladinu
cholesterolu, diabetes a zubni Raz.

Polyfenoly vcaji se @li podle chemické struktury. Jednoducta§oveé polyfenoly
jsou syntetizovanydhem rané faze biosyntézy polyfetad?

Cerstvé ¢ajové listky jsou bohaté na flavanolové monomenyanzé pod nazvem
katechiny.Cajové listky také obsahuji polyfenolové enzymy @z B:hem pfimyslové
vyroby, katechiny fichazeji do styku s polyfenoly oxidazy, coz vedejlch oxidaci a tvorb
flavanol dimet a polymed znamych jako theaflaviny a thearubigirGerny ¢aj, ktery i
vyrob¢ proSel svinovanim a fermentaci, obsahuje vysokécdwatrace theaflavinu a
thearubiginu, a naopak nizké koncentrace katéchih zelenéhocaje po zavadnuti a
nasledném prazeni, dochazi k inaktivaci polyfenokidazy. V disledku toho zelenyaj
obsahuje vysoké mnozstvi kateahim nizké koncentrace theaflavinu a thearubigtiaj.také

obsahuje malé mnozstvi flavoiale forms glykosidi.™*

2.2.5.2 Katechiny

Katechiny pedstavuji hlavntast polyfenal zelenéhataje, a proto jsou povazovany

za stavebni kameny polyferialernéhocaje. Nekteré katechiny zelenéli@je odolaji procesu
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fermentace a jsou detekovanyarnémcaji. Vzhledem k oxidénim reakcim a teplotnim
podminkam, jimZeli ¢ajové listky Bhem vyrobycernéhocaje, se pedpoklada, Ze dkteré
katechiny vytvéi epimery a miZze dochazet k od§ieni kyseliny gallové, coz vystuje
vyskyt volné kyseliny gallové, stejjako zvySeny obsah epi izonekatechiri.*

Katechiny jsou bezbarvé, ve vbdozpustné slateniny, které dodavaji hikost a
trpkost zelenémuaji. NejznangjSi katechiny (Obr. 3) ¥aji jsou epigallokatechin gallat
(EGCG), epigallokatechin (EGC), epikatechin gall@ECG) a epikatechin (EC).
Epigallokatechin gallat (EGCG) ma nejvyssi koncaeitv caji.*?

a} OH
OH
b) OH
HO O . oH OH
HO O._
J'l[:l T OH
OH OH
0 'OH
OH
OH
OH
OH
c) OH 9 OH
[ j OH
HO O HO O .
g
OH

"OH
OH OH
0 OH
OH

Obr. 3 Strukturni vzorce katechim) EGCG, b) EGC, c) ECG, d) EC
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2.2.5.3.Flavonoly

Hlavnimi flavonoly (Obr. 4) w«ajovych listkach jsou kvercetin, kaempferol a
myricetin. Tvdi az 3% vodného extraktaje. Flavonoly jsou igvazr pritomny jako
glykosidy, spiSe neZ jako neglykosylované férrtaglykony). Cukernécast se sklada
z glukdézy, rhamndzy, galaktdzy, arabindzy a frulgtdzlavonolové aglykony se nevyskytuji

v ¢ajovém napoji vzhledem Kk jejich nerozpustnosti aekv

Myricetin: R, = R, = Rg= OH
Quercetin: R=R, =0OH, R=H
Kaempferol: R=0OH, R=R;=H

Obr. 4 Strukturni vzorec flavonalv ¢aji

2.2.5.4 Theaflaviny a thearubiginy

Pri vyrob¢ ¢ernéhocaje jsou katechiny oxidovany za vzniku typické lyaav chug
caje. Klasické pigmentyerného caje byly rozdleny na oranzové theaflaviny a dué
thearubiny. Obsah theaflavinv cerném¢caji je 0,3 — 2%, zatimco thearubinové frakce je
obsazeno 10 — 20% v su8iternéhocaje, a spolu s theaflaviny dodavagjovému nalevu

barvu a sild?

Theaflavin:R=R,=H

Theaflavin 3-Gallat: R= Gallat, R = H HO
Theaflavin 3-Gallat: R = H, R, = Gallat

Theaflavin 3,3 -Digallat: R= Gallat, R = Gallat HO

Obr. 5 Strukturni vzorec theaflavin
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2.2.5.5Kofein

Kofein (Obr. 6) je dlezita slozkataje, povzbuzuje cely organizmusinnost mozku.
Kladr¢ pasobi nacinnost srdce a na ledviny, napomahadouat Zaludeni avy. Kofein je
latka, kterd zvySuje pozornost a zlepSuje naladwo2dtvi kofeinu \aji zalezi jak na druhu
caje, tak i na teplétvody a na dobluhovani, je to mezi 2-5%. Zeleriyaj obsahuje mén

kofeinu nexernycaj

HSCHN)]\ |
Ve
0 r\il N
CHy

Obr. 6 Strukturni vzorec kofeinu
2.2.5.6 Dusikaté latky

DalSimi dusikatymi latkami ¥aji jsou proteiny/peptidy a aminokyseliny, kteréys
piitomny v listech a extraktectaju. Tyto latky tvdi asi 15% pevnych latek v extraktu. Jejich
mnozstvi se zvySujeéhem zavadnuti, ale kles&Hem fermentace n&erny ¢aj. Hlavni
aminokyselina fitomna v¢aji je theanin. Je hlavni séésti jak zeleného takéernéhocaje,

v mnozstvi 394°
2.2.5.7Theanin

Theanin je aminokyselina, ktera v mozku vyvolawad dtluboké relaxace bez pocitu
Unavy. Zatim co katechin dodavdji hoikost a trpkost, theanin chutna sladce, a tak s& chu

vyrovnavaji. Theanin zlepsuje parnt*
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2.2.5.8 Karotenoidy a chlorofyl

Hlavnimi pigmenty &erstvém listutaje jsou chlorofyly (chlorofyl a,b) a karotenoidy
(karoteny a xantofyly). Karotenoidy jsouildZité lipofilni pigmenty rostlin Zluté, oranzové
nékdy také Zlutozelené aervené barvy. Karotenoidy jsou v rostlinAch aso&igy
s chlorofyly v chromoplastech resp. v chloroplatd€arotenoidy sé&adi mezi tetraterpeny,
jinymi slovy mezi terpenoidy, které obsahuji osmpienovych jednotek. Barevné jsou diky
fetzci konjugovanych dvojnych vazeb, ty se vyskytupinmoha zékladnich strukturach a
jejich kombinacicH?®

Chlorofyl je @irodni barvivo, diky kterémsiajové listky maji zelenou barvu. Jedna se
o porfyrinovou slogeninu s centralnim hi&ikem. V zelenychcerstvych listechcaje se
nachazi ve form chlorofyl, chlorofyl a, a chlorofyl b. Po otrhalistkd od hlavni rostliny
zapane reakce od§povani haciku, kdy vznika latka nazyvana feofytin a. Reakbkmfylu
se urychluje ppsobenim vzdusné vihkosti, teplotou, slémien s\wtlem. Projevem této reakce
je zmeéna zbarventajového listu ze zelené na Zlut@dou. VysuSenéajove listky obsahuji
aZ 1,4 mg chlorofyld®

Chlorofyly jsou v ptibéhu vyroby ¢erného ¢aje oxidovany na pheophytiny a
pheophorbidy, které dodavaji fermentovanému lighoj charakteristickou kdo-¢ernou
barvu. Bylo prokazano, Zeippmnost &chto slozek v zelenéraji, ma silny vliv na kvalitu
napoje.Caj péstovany ve stinu méa snizenou hladinu katechiny3si mnozstvi karotendich
chlorofylu. Karotenoidy vyznan#ovliviiuji aroma, charakteristické pternycaj.*°

CH,

CH,

CH,

CH; CH,
Obr. 7 Strukturni vzorec chlorofylu
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2.2.5.9 Minerély

Caj obsahuje 5% mineralnich latek. Bylo prokazamaiajovnik je bohaty na draslik,
ktery odstréuje Unavu, snizuje krevni tlak a slouzi k odivodani. Dale obsahuje vyznamné
mnozstvi vapniku a héiku, jakozto i malé mnoZstvi manganu, Zeleza, fosfoedi, niklu,
sodiku, béru a molybdenanu. Hik je nezbytny pro véeébavani vapniku,igsobi proti Gnag.
Zinek a sira jsou zakladnimi prvky pro zdravé zr&ajovniku. Kobalt, olovo a kadmium
byly zjisttny v rostliré a jejich koncentrace zavisi na koncentrgchto mineral v padé. Je
znamo, zetajovnik hromadi hlinik, tvi6 komplex s fluoridem a katechingajové néapoje

jsou také vyznamnym zdrojem fluotidFluor pisobi proti vzniku zubniho kamefié®
2.2.5.10Vitaminy

V ¢aji se vyskytuji vitaminy C a E, které maji antidaini vlastnosti. Vitaminy B, K a
P. Vitamin C, nejen, Ze posiluje imunitu organismdstrauje Unavu, ale jsobi i proti

nadorovému onemoéni aj. Zelenytaj obsahuije §si mnoZstvi vitamit neZcaj cerny®

2.3.Metody extrakce

Extrakce je sepatai metoda. Z pohledu fyzikalni chemie je procesakde pechod
slozky fazovym rozhranim, mezi &wa vzajems nemisitelnymi kapalinami. Jako extrakce
mohou byt ozng&ny i dalSi metody, kdy sloZzka &sn je gevadna fazovym rozhranim
Z jedné faze (plynném, kapalné, pevné), do drube (i@apalné, pevné), ovsem principiase
jedna nap o absorpci nebo adsorpci.

Prechodcastice z jedné faze do druhé, jaigpbeno interakci molekul rozpoédia
s molekulami rozpushe latky. Selektivita, je dana povahou sil uplgicich se p
rozpoudtni. Na znalosti typusthto interakci je zaloZena volba vhodného rozpoilest®

Extralkéni metody Ize &it podle skupenstvi fazi, mezi kterymi extrahovastéZzka
piechazi.

V dnesni dob je snaha zkratit doby extrakce, snizit $pbti rozpousgdel, a proto se
klasické extra&ni techniky jako destilace vodni parou, Soxhletexrakce apod., nahrazuji

nowjsimi metodami, jako mikroextrakce pevnou fazi,esupticka fluidni extrakce apod.
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2.3.1.Zrychlend extrakce rozpoustdlem (Accelerated Solvent Extraction -
ASE)

Akcelerovana extrakce rozpoedlem zahrnuje extrakci rozpoddty za vysokého
tlaku a teploty, aniz by bylo dosazeno kritickéhmdb. Tato technika ziskal@zna jména,
jako je Pressurized solvent extraction (PSE), Rres=d fluid extraction (PFE), Pressurized
liquid extraction (PLE), pressurized hot solventtragtion (PHSE), subcritical solvent
extraction (SSE) &

Ackoliv pavodni aplikace této techniky byla v oblasti Zivbimi prostedi, jeho
univerzalnost a snadnost pouziti se ukazaly &rdéepro extrakce v potravifgkém,
polymérnim piimyslu a farmaceutickém jomyslu.

Extrakce se provadi za pouziti stejnych rozpsmieit jako v tradinich postupech,
vodna a organickd rozposdta, ale pi vySSich teplotach. Toto zvySeni teploty zlepSuje
kinetiku procesu a to vede KiangjSi extrakci. Ve srovnani s tradimi postupy, extrakce
probiha rychleji za pouZziti mensiho mnoZstvi roAtalla. Risobici podtlak zajifije, Ze
rozpoustdlo je udrZzovano v kapalném stavu. K&fad, rozpousidla jako je voda, methanol,
aceton a hexan sefw pouzivaji v ASE p teplotach v rozmezi 75 — 150°C. Dale jsou
udrZzovany pod tlakem az 10,4 MPa. ASE se provadiiai vysoké teploty, aby se urychlil
proces extrakce.

Extralkeni postup se sklada z kombinace dynamického alsédid toku rozpoudtlla,
pies vyhlivanou extra&ni celu obsahujici vzorek. Tyto cely musi vyliopozadavikm na
vysoké tlaky v systému. Obvykle jsou vyrobeny zemewé oceli, s frity v koncovych
uzawrech pro umozini prichodu rozpougtlla a sotiasného zachovani pevného vzorku
uvnité cely. Objem cely byva v rozmezi od 1 do 100ml.ikédt poh frity nesmi umoznit
praichod matricovychcastic, Ezna velikost je 5 — 10 um. Cela se vzorkem Bpopje
k draze toku rozpou&dla a naplni se rozpodgiem. Je dlezité, aby veSkery prazdny objem
byl naplrén rozpous&tdlem pro dobry kontakt mezi matrici vzorku a rozgtddiem, a takeé
aby se zabranilo mozné oxidaci analytu, ke ktet@&endojit v gitomnosti vzduchu i
zvysene tepl@t Cela se vzorkem se naslédrativa piimym kontaktem se zdrojem tepla.
V systému je také tlakovy zdroj, aby se extrdkinidlo zachovalo v kapalném stavu. Tlak
systému musi byt nad hranici fEiinou pro udrZzeni kapalného stavu rozpalidt u
nastavené teploty a musi byt schopen hnéat rozgdiodpres nerici celu v gimérené dob.
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To zaji¥uje cerpadlo, které udrzuje konstantni tlak kapalinyoxmezi 6,9 az 20,7 MPa.
Jakmile se dosahne tepelné rovnovahy, cela je uéineona nastavené tepqio dalSi dobu
5-10 min. Bhem této statické faze, dochazi k difuzi analymatrice do rozpou&tila. Po
tomto kroku se otde ventil a objem rozpouftla se necha odpustitgs vzorek do sbné
nadobky. Z&srem stl&eny dusik slouzi k vyhnani veSkerého rozpallatz linie a cely do
skérné nadobky?

Fimp Y E tion Call
xtraction Ce
—?’_‘1—@—*—
-
Fump Static
25 Valve
Solvant e 5 l
Purge T | I'__.r'
Valva |
O T-rr
Hitrogen Collection Vial

Obr. 8 Schematicky diagram systému ABE

Ve studii Pifieiro Z., Palma M., Barroso C. “G.byla srovnana tlakova extrakce
rozpoustdlem s ultrazvukovou extrakci a extrakci s vyuzitinagnetického michani pro
extrakci katechifi z cajovych extraki. Byla pouZitactyti riznd rozpoustla a to voda,
methanol, ethanol a ethylacetat. NejlepSich vysidiito dosazeno za pouZiti methanolu. Na
zaklad vytéznosti katechinu a epikatechinu, metoda tlakové&agge rozpougtllem za
pouziti methanolu jako rozpowdta, vykazovala vysSi vysledky nez ostatni extrakéavic
bylo potvrzeno, Ze vyZnosti katechinu a epikatechinwmau klesat fi 130°C a vySe. V této
studii také nalezneme, Ze tlakova extrakce rozgdlesh byla provedena rjovych listcich

rizného stup&fermentace.

2.3.2.Superkriticka fluidni extrakce (Supercritical Fluid Extraction - SFE)

V této technice se pracuje se specifickymi viagmogsadkritické tekutiny. Z pohledu
fyzikalne chemickych vlastnosti superkritické tekutiny iivqofechod mezi plynnou a
kapalnou fazi a vykazuji zvlaStni vlastnosti, jakapgiklad vysokou hustotu a velkou
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solvat&ni schopnost. S vysokymi hodnotami difaznich kaefit souvisi nizka viskozita,
kterd zasadh ovliviuje kinetiku extrakce. Zmémé vlastnosti jsou vyhodou pouZiti
superkritické kapaliny pro extrakci organickych elat z tuhych matric. NefZngjSi
rozpoustdlo, uzivané v SFE, je oxid ubily. Jeho nejutSi prednosti je snadné dosazeni
nadkritické teploty a tlaku (31,1°C, 7,43 MPa),rjédse o netoxickou a netevou latku, Ize

ji ziskat v dostatné cistot za gFjatelnou cenu. Oxid uhlity je mélo polarni a jeho
extrakeni (€innost je piblizné stejna, jako u hexanu. Extkak ¢innost CQ ovSem klesa
s rostouci polaritou anafyt Tento problém s&esi gidavkem modifikatoru — vhodna polarni
latka (methanol, acetonitril, apod?.

Ukazalo se, ze SFE extrakce jsaiingé v oddleni éterickych oldj a jejich derivat,
pro pouziti v potravingkém, kosmetickém, farmaceutickém a dalSich sojiwicle odwtvi,
produkujici vysoce kvalitni esencialni oléfe.

Systém musi obsahovétrpadlo a C@Q tlakové cely napkné vzorkem, progtdky
pro udrZovani tlaku v systému agstych nadobkéach. Kapalina gerpa do vykivané zony,
kde je zahivana. Nasledhprechazi do extraki nadobky, kde se rychle difunduje do pevné
matrice, a cilovych analiyt které maji byt extrahovany. Rozptri# slozky jsou $ nizSim
tlaku peneseny z extraki cely do separatoru. G@e poté ochladi, stiaa recykluje, nebo

se vypousti do atmosféfy.

AT

Coolant
BPR
CO, Extracton I I
¥ cell Collection
Pump
1 Oven BPR controller

Muodifier

Obr. 9 Schematicky diagram systému SfE
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2.3.3.Ultrazvukova extrakce (Ultrasonic Assisted Extracton - USE)

Ultrazvukova extrakce se provadi v ultrazvukovéévarbo za pouziti ultrazvukové
sondy. Rozdrceny vzorek je v kadince smichan s mhadolenym rozpoustlem. (Einnost
extrakce lze ovlivnit volbou intenzity energie. $lon Ize nastavit dobu a teplotu extrakce.
Analyt prechazi do rozpouidla a po odéeni extraktu nasleduje filtrace. Ziskany extrakt s
zakoncentruje odganim rozpoudtla® Vlivem ultrazvuku dochézi k rozpadu pevného
vzorku, ktery je smichan s vhodnym rozpedi&m. Ultrazvuk vyvoladva &Si pronikani
rozpoustdla do bugéného materidlu a zlepsi takemos hmoty.

Je to rychla, jednoducha a levna exérdkmetoda. Vyhody této metody jsou zvySeni
extrakeniho vytzku a rychlejsi kinetika. Ultrazvuk e také snizit provozni teplotu
umoziujici extrakci termolabilnich sl@enin. Extrakni vyttZzek zavisi nejen na druhu
pouzitého materialu a jeho hmotnosti, ale také obpévrozpoustdla, frekvenci a teplét
extrakce. Pouziva se nejen k extrakci esencialolefi a tuki, ale také v potravitakém
pramyslu?®

V préci Xia T.,.Shi S., Wan X bylo zjis&no, Ze ultrazvukova extrakce ma lepsi
acinnost extrakce hlavnich chemickych sloZeke a to pi niZSich teplotach. Obsafajovych
polyfenoli, aminokyselin a kofeinu byl &Si nez u extrakt ziskanych Bznou extrakci.
Ultrazvukova extrakce inhibuje extrakci bilkovinpaktinu. Vysledky také ukazaly, Ze tato

metoda nize zvysit vyEZky extrakce aromatickych slozek.
2.4.Cisténi a frakcionaceé&ajovych extrakti

U surovych extraki ziskanych extrainimi metodami jako je ASE, Soxhletova
extrakce apod. je nutnost provedeidticich proces pred samotnou koncovou analyzou.
Protoze extrakty mohou obsahovat nezadoiiongsi, nag. chlorofyly, vosky, tuky, terpeny
atd., tak mohou ovlisovat identifikaci sledovanych analytRiznorodost slozeni surového
extraktu vede k nutnosti dalSiho segafho kroku, kdy cilem je frakcionace, eliminace
interferujicich sloZzek a zkoncentrovani anabytorki.

K tomuto slouzi sepatai procesy, jako sloupcova chromatografie, extrdagglina-
kapalina, za pouzitfady rozpou&idel, chromatografie na tenké vrsta v neposlednface

sorbce na pevné fazi.

18



2.4.1.Extrakce kapalina — kapalina (Liquid-Liquid Extract ion LLE)

Jedna se o jednu nejstarSi a nejvice vyuzivanoonitac v gipraw vzorkia pro
kvalitativni a kvantitativni analyzu. Extrakce kd#ipa — kapalina je zaloZzena na relativni
rozpustnosti analytu ve dvou nemisitelnych fazichridi se koeficientem rovnovazné
distribuce. Jedna se o tzv. kgpavani. Obvykle se pouzivélidi nalevka a d& nemisitelné

rozpoustdla, které se smisfepanim a poté se ponechaji litc’

2.4.2.Extrakce na tuhé fazi (Solid-Phase Extraction SPE)

Tato extrakce je v dnesni dblej&inngjSi technika, ktera slouzi nejen jakistici
proces surovych extrakt jak biologickych vzorl, tak i rostlinnych vzork, ale takeé
k zakoncentrovani stopovych mnoZstvi latek, k dgiraci apod.”*°

Tato metoda spidva v pouziti jednorazovych kolonek, k zadrZenilgiiaa jejich
odctleni od matrice. Vzhledem k tomu, roztok vzorkugtvé@zi aktivnim sorbentem, analyty
se zadrzuji na jeho povrchu tak, Ze ostatni sloZzkyku jen projdou. Rovnovahy mezi
analytem a sorbentem je dosazeno rychle diky velkémhrani. Velikostastic sorbentu se
pohybuje v rozmezi 10 az @0n. Sorbentyadime doii skupin: nepolarni, polarni a iontov
vyménné, jejich¢innost je zavisla na vlastnostech vazajici se fdpéba sorbentu je zavisla
na potravinové matrici, analytech a jejich inteefeci.

Extrakce se provadi wyiech krocich:

» Kondicionace (fun&ni skupiny sorbentu jsou solvatovany, aby bypbraven pro
interakci se vzorkem)

* Retence (analyty jsou zachycovany na sorbentu)

» Selektivni promyti (nezadoucfimesi jsou odstragny)

* Eluce (analyty jsou desorbovany a jimany pro anglyz
Metoda SPE je velmi jednoducha, rychla a reprodatelaa. Vyhodou této extrakce

je mensi spaeba organickych rozpousiel. SPE seievazié pouziva pro kapalné vzorky, a
to vyhradr pro stedrt tékavé a netkavé latky>
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2.4.3.Tenkovrstva chromatografie (Thin-Layer Chromatography — TLC)

Chromatografie na tenké vrstye jednoducha, rychla a levna metoda. Jako tenka
vrstva se pouziva degstia ze skla, kovu, nebo plastu, a ta je potaZzeratearstvou pevného
adsorbentu. Kém nejpouzivagSim sorbentm pati oxid kiemgiity, oxid hlinity, polyamidci
celulosa. Malé mnozstvi s%i, ktera ma byt analyzovana, se nanese v ddlsti destky.
Poté se destka umisti ve vyvijeci nadobce nafatie rozpougidlem tak, aby byla portena
spodni ¢ast desky. Toto rozpouwslio je mobilni faze a pomalu stoupa a to kapilarnim
acinkem. Jakmile rozpou&dlo dosdhne hornéasti destiky, deska se vyjme z vyvijeci

nadobky, vysusi se a vysledky jsou vizualizovany.
2.4.4.Sloupcovéa chromatografie (Colomn Chromatography — C)

V sloupcové chromatografii, stacionarni faze, nepelvny adsorbent je umést ve
svislém sklesném sloupci (kolo#&). Mobilni faze, kapalina sefiddva na zé&tek kolony a
stéka kolonou hdi pisobenim gravitace, nebo &siho tlaku. Sloupcova chromatografie se
pouziva jakocistici metoda, to znamena, Ze izoluje pozadovaoécehiny ze srssi.

NejbsZnsj&i pouZzivané adsorbenty jsou silikagel (§i®oxid hlinity (AbOs).>®

2.5.Metody stanoveni a identifikace katechii obsazenych

v ¢ajovych extraktech

Pro stanoveni katechinv cajovych extraktech bylo prokazano, Ze je mozno fiouz
vétsinu metod* Kapalinovd a plynova chromatografie (HPLC, GC),pK&ni zénova

elektroforéza (CZE), ale i tenkovrstva a papiroldbmatografie (TLC, PC).

2.5.1.VysokoWinna kapalinova chromatografie (High Performance Lguid
Chromatography — HPLC)

Metoda HPLC kombinuje vyhody stasné separace a kvantifikace flavoriolmbz
moznosti pedkEzné derivatizace. Z tohotoidodu bylo publikovano mnoho praci o HPLC
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metods pro analyzu katechinv ¢ajovych listcich. Ve &sing z &chto praci®®=°

se pouziva
reverzni fazové kolony. Jako mobilni faze¢ssto pouZzivaji vodné roztoky methanolu nebo
acetonitrilu. Nejastji pouzivané detektory jsou UV detektory a fotodidd

V publikované praci Rahim A. A. a kolekff/byla pouZita vysokatinna kapalinova
chromatografie za pouZziti monolitické kolony s newve fazi ke stanoveni osmi katechinovych
monomett a kofeinu ve vzorcicltaje. Pouzitim mobilni faze voda: acetonitril: metbia
(83:6:11) i pratokové rychlosti 1,4 ml/min, byly katechiny a kofeisokraticky oddleny
piiblizné v 7 minutach. Limity detekce a kvantifikace bylyozmezi 0,11 — 0,29 a 0,33 —
0,87 mgl/l.

Prace Narumi K. a spdl. obsahuje vyuZiti iont-parové vysokoiné kapalinové
chromatografie s elektrochemickou detekci ke stanbvkatechifi a kyseliny gallové
v lidském séru. Proipdupravu ped separaci byl zvolen hydrofobni polytetrafluoytghovy
(PTFE) filtr. HPLC separace byla provedena za pouZil8 reverzni fazové kolony
s gradientem mobilni faze fosfatového pufru, kteopsahuje tetrahexylammonium
hydrogensulfat jako iont-paroveinidlo. P pouziti této metody, byly detekovany
epikatechin, epigalokatechin, epikatechin-3-ga@igalokatechin-3-galat a kyselina gallova

jako jednotlivé piky.

2.5.2.Plynova chromatografie (Gas Chromatography — GC)

GC metody vyuZivaji femenné kapilarni kolony pro stanoveni kateéhie vSech
pripadech je nutnéipvést katechiny, derivatizaim krokem, naskavé slodeniny>*

V préci Pierce A. R. a koleRt. a Collier P. D., Mallows R bylo separovano &
katechirii, jako jejich trimethylsilyl (TMS) derivaty. Zjsob detekce, je v obouripadech
plamenoionizani detekci (FID). V praci Pierce A. R. byly vyuZitiva izokratické teplotni
behy, nejprve p 250 °C wv¢ase 20 minut byl detekovan epikatechin, katechin a
epigalokatechin. i zvySeni teploty na 300 °C se detekuji do 20 migpikatechin galat a
epigalokatechin galat. Naproti tomu, Collier P. B. Mallows R. vyvinuli teploté
naprogramovanou GC metodu, kterd @dgk vSech pt katechiri v jednom teplotnim dhu

za mér nez 32 minut.
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V publikované praci Du L. a kolektl{ byly pouZity d& extrakce (mikroextrakce na
pevné fazi, simultdnni destilai extrakce), a nasledmplynova chromatografie s hmotnostni
spektrometrii pro stanoverdkiavych latek ve vzorcictaje. Bylo identifikovano 79%kavych

slowenin.

Exit

port
Gas exits

Detector

Sample injected Heated
through rubber  injection
septum port

carrier
gas

Recorder

T e B Y ) Ve O

Obr. 10 Schéma plynového chromatogr&fu

2.5.3.Kapilarni zonova elektroforéza (Capillary Zone Eledrophoresis —
CZE)

Kapilarni zonova elektroforéza &adi mezi analytické instrumentalni elektromigria
techniky. Tato metoda je zaloZena na separaciybgloZzek vzorku vlioZzenim elektrického
pole v tenkych kapilarach. Na zakéadiznych pohyblivosti analyt v elektrickém poli se
rozc&luji do jednotlivych zon. Zony jsou na konci kapjlaletekovany. Népstji se pouziva
UV-VIS, nebo vodivostni detekce.

CZE metoda se pouziva ke stanoveni organickyabriganickych lehce ionizovanych
molekul a atorm. Vyhodou jsou nizké sp@by chemikalii, rozpoudtlel a vysoka &innost
separace. Mezi dalSi vyhody je mozné vyuziti, vgobastvi, biologii, farmacii,

biotechnologii af'°
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Existujefada publikovanych praci, které se zabyvaji vyuzitapilarni elektroforézy
na separaci nebo kvantifikatajovych katechift. Pro stanoveni katechirse nejvice vyuziva
zonova elektroforéza (CZE) a micelarni elektroksiet kapilarni chromatografie (MEKC)
s UV detekcf?

V uvedenych pracich Horie H.a Arce L*® vyuZivaly CZE metody pro stanoveritip
katechirii, za pouziti pufi na boritanové bazi.

2.6.Antioxidaéni aktivita

Lidsky organismus lze chranitgd vlivem volnych radikaél pasobenim antioxidait
Tyto antioxidanty jsou molekuly, zalingjici, ¢i omezujici oxidani destrukci latek. Spousta
piirodnich latek, které se dostavaji spolu s potralmlidského organismu, maji antioxétéa
vlastnosti. Tyto vlastnosti seikladaji zejména polyfenolickym sléeninam. Zdrojemeéchto
latek jsou pedevSim zelenina, vldknina, ovoa®j, chmel, léivé a aromatické rostliny a
mnoho dalSich. Celkovy denniijem polyfenolickych sloéenin z Giznych zdroj je priblizné
1 g, co? je tedy vy3si hodnota, nefigm antioxid&nich vitamiri.>® V fadé publikovanych
studii byl prokdzan vztah mezi antioxtd& aktivitou latek obsazenych v poteavdi
v napojich a prevencikterych choroty?

Antioxidacni aktivita fenolickych latek je fpdevSim kuli jejich redox vlastnostem,
které jim umoduji pasobit jako reduéni ¢inidlo, donory vodiku, singletového kysliku a
zhasee. Kroms toho maji kovovy chelatai potenciaf*

Jedna z moznosti stanoveni antiokidaaktivity je testovani reaktivity individualnich
izolovanych latek #¢i jednotlivym volnym radikdlm. OvSem w¥tSinu girodnich
antioxidanti prijimame jako sotast slozi¢jSich sngsi, kdy jednotlivé slozky mohou reagovat
s niznymi radikaly a mohou na sebe vzajénmisobit. Proto se charakterizuje antioxida

aktivita sn&snych vzork jako celku>®

2.6.1.Metody stanoveni antioxid&ni aktivity

V oblasti chemické analyzy a hodnoceni potravilo wypracovana celéada metod,
kterymi lze stanovit tzv. celkovou antioxithd aktivitu vzorku. Zakladnim cilem je

charakterizovat jejich antioxidai (innost, jako souhrnnou vlastnost potravifly.
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Rozmanitost metod vyplyva z toho, Ze antioxidapfgobi fiznymi mechanizmy.
VétSinou jde o fimou reakci s radikdly, nebo reakci ieghodnymi kovy. Obeeénjsou
metody stanoveni antioxidiai aktivity kategorizovany do dvou skupin — na niigtaalozené

na eliminaci radikdl, a dale na metody posuzuijici redoxni vlastnokiZ

2.6.1.1 Metody zaloZené na eliminaci radikah

Tyto metody jsou postaveny na schopnosti vzorkchytavat volné radikaly. Bl
jsou tyto radikaly generovany v rami snesi anebo jsou do reaki snesi pridavany. Jedna
se o kyslikové radikaly (hydroxyl, peroxyl, supeddbyvy anion-radikal) nebo stabilni
syntetické radikaly (DPPH). Do zvlastni skupifpdime metody testujici schopnost
zpomalovat nebo inhibovat lipidovou peroxidati.

* Metoda TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity)
Tato metoda vyuZzivEady ¢inidel, ktera inicignim procesem jiné latkyipchazeji do
sveé radikalove formy, ktera je barevna a pom stabilni. V gitomnosti antioxidené aktivni
slozky extrahované ze vzorku &aidlo redukuje, a tim odbarvuje. Mira a rychlogbarveni

jsou Un#rné antioxidani aktivits vzorku®?

* Metoda pouZzivajici DPPH
Metoda je postavena na reakci vzorku se stabitatiikalem difenylpikrylhydrazylem
(DPPH). Dochazi k redukci radikalu ktera se projedbarvenim roztoku, a to seétn

spektrofotometricky?: >

* Metoda ORAC (Oxygen radical absorbance kapacity)
Tato metoda je zaloZena na vyteni peroxylového radikalu fykoeritrinu, a to jeho
oxidaci ABAP (2,2 azobis-2-methyl- propionamidinkinidlem. Radikal se zjidje
kvantitativre fluorimetricky a sleduje se rychlost Ubytku signddo gidani analyzovaného

vzorku??
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2.6.1.2 Metody zaloZené na hodnoceni redoxnich vlastnoséiték

Neenzymové antioxidanty mohou byt ozeay jako redué&ni ¢inidla, které reaguji
s oxidanty, které oxiduji a tim inaktivuji. Podlehbhle tvrzeni Ize antioxidai aktivitu

charakterizovat na zakladeduknich schopnosti atk3.

* Metoda FRAP
Do pufrového prosédi se pdava nejen vzorek, ale také roztok ferrikyanidu
draselného a chloridu Zelezitého. Latky s redia potencidlem redukuji Zelezitodl sha
Zeleznatou, ktera reaguje s ferrikyanidem, za wenilodrého zbarveni. Intenzita zbarveni se

méif nésledn spektrofotometricky?

* Pritokova coulometrie
Principem piitokové coulometrie je #tteni elektrického naboje. Tento naboj je gplobvany
béhem kvantitativni oxidace antioxiéiaich latek ve vzorku uvriitporézni uhlikové elektrody
za pomoci konstantniho prouduéidnim potencialu porézni elektrody se sledujdbgr této
oxidace. Za chodu oxidace se potenci&nimvelmi pomalu. Jakmile se zoxiduji veSkeré
antioxida&ni latky, dochazi k rapidnimu rigstu potencialu, a to indikuje uk&eni vnigné
elektrodové titrace. Nakonec ziskdvame signal dtfdift) ve tvaru piku, kdy jeho plocha
odpovida pechodovémuasu, ktery je Urrny koncentraci antioxidaftve vzorku®>
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3. Experimentalni ¢ast

3.1.Pouzité chemikalie a (#istroje

3.1.1.Pouzité chemikalie

* Rozpoustdla diethylether, ethanol, heptan, tetrachlormeth@n a., Lachema,
Neratovice).
Aceton, methylalkohol, pyridin (p. a., Penta, Chnod
Hexan (p. a., PARK, UK)

» Silaniz&ni ¢inidlo bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA) (Fluka, Buchs,
Svycarsko).

» Kyselina fosforénéa 85% (p. a., Lachema a.s., Neratovice).

* Hydroxid sodny (p. a., Lach—Ner s.r.o., Neratovice)

» Askorbova kyselina (p. a. Lachema a.s., Neratovice)
3.1.2.PouZzité pristroje

» Vysokotlaky extraktor one PSE (Applied Separatites, Allentown, PA, USA).

Obr. 11 ASE extraktor
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« Ultrazvuk (KRAINTEK CZECH s.r.0., Hradec Kralov€R).

» Centrifuga HETTICH EBA 20

* Plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem
Extrakty byly promdteny na plynovém chromatografu Agilent 6890 s hmsimion
detektorem 5973N (Agilent, Palo Alto, USA). Nosniymp — Helium (99,998%,
rychlost pfitoku 0,9 ml/min, SIAD, Bergamo, Itélie). Injektorghent byl pouzit pro
nastik 1yl vzorku (Agilent, Palo Alto, USA).

* pH metr InoLab pH 720 (WTW, Weinheim ¢hhecko)

» Elektrochemicky analyzator EcaFlow 120 GLP (IstrBratislava)iizeny p@itacem
s programem EcaFlow verze 2.3 s kompaktnitgkovou ngtici celou s pracovni
porézni uhlikovou elektrodou E56C

Obr. 12 Praitokovy analyzator EcaFlow

* UV/Vis spektrometr Lambda 25 (PerkinElmer, US#eny pdéitacem s programem
Wavelength, verze 2.85.04.

Obr. 13 UV/VIS spektrometr Lambda
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3.1.3.Vzorky ¢aje

Vzorky ¢aje byly zakoupeny v obchodech spolesti Oxalis, spol. s.r.o.

Cina — Oblast Yunnan Pu - Efte(ny sypanyaj)
Green Pu — Erh (zeleny sypatsj)

Indie — Oblast Assam Assam Hattialli TGQieray sypanyaj)
Assam Green Tea OP (zeleny sypaay

Indie — Oblast Darjeeling Darjeeling Noble SFTGHCOFF ferny sypanyaj)
Darjeeling green Singbulli (zeleny sypataj)

Nepal — Oblast svahy Himalaji Nepal Himalayan FOPH ¢erny sypangaj)
Nepal Green Tea Super Fine (zeleny sypsapy

Sri Lanka — Oblast Sencha Ceylon Lovers' Leapry sypanyaj)
Ceylon Sencha (zeleny sypaigj)

3.2.Stanoveni antioxid&ni aktivity

3.2.1.Priprava elektrolytu (0,1M fosfatovy pufr — PBS)

Elektrolyt byl gipraven z 0,1 M BPQO,, jehoz pH bylo upraveno 0,2 M roztokem
NaOH na hodnotu 7,0.

3.2.2.Zasobni roztok askorbové kyseliny

Bylo navdZzeno 17,6000 mg pevné latky kyseliny dstee, rozpugné v elektrolytu

na gipravu 50 ml zasobniho roztoku o koncentraci 3.4yl
3.2.3.Priprava vzorki ¢aje
Bylo navazeno 0,1000 g vzdrkaje, zalito 10 ml (100 °C, 80 °C, 60 °C) destilogan

vody a ponechano 10 minut louhovat. Poté ligpvé nalevy zfiltrovany ies filtratni papir
(modra paska), a edkny elektrolytem v 25 ml odsmné bdice na stejny objem.
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3.2.4.Pratokova coulometrie

K prongieni vzorki byl pouzit elektrochemicky analyzator EcaFlow 120P fizeny
pocitatem s programem EcaFlow. Po sgu$tprogramu EcaFlow verze 2.3, byla nastavena
metoda pro r&eni kyseliny askorbové a parametrgieni (Tab. I). Po promyti ptokového
systému destilovanou vodou, se laglipro elektrolyt a roztok standardu umistily dataku
zakladniho elektrolytu a hatha ukena k nasavani vzorku se vkladala postupmo
jednotlivych vzorki. Nejprve se provedla standardizace za pouZzitidstau kyseliny
askorbové o koncentraci 2:3@ng/l. Poté byly prortovany véechny jednotlivé vzorky.

Pocate¢ni potencial 0 mVv
Kone¢ny potencial 800 mV

Klidova doba 30s
Konstantni proud 100 pA

Potencial regenerace -750 mV

Pratokova rychlost 6 ml/min

Davkovany objem vzorku 3 mi
Pratok béhem oxidace Vypnuty

Tab. | Parametry pi méieni patokové coulometrie

3.2.5.Vysledky a diskuze

Roztoky vzorki ¢aje byly gipraveny i jednotlivych teplotach destilované vody 60, 80
a 100 °C. Hodnoty celkové antioxitd aktivity pro jednotlivé vzorky byly prodieny
priatokovou coulometrii.

V tabulkach Il, 11l a IV jsou uvedeny natifené ptimérné hodnoty antioxidani aktivity
(mg/l) a sndrodatné odchylky (mg/l) pro jednotlivé teploty. Baha obrazku 14 a 15 jsou
porovnana mnozstvi antioxict@ich aktivit jednotlivych druth ¢aje v zavislosti na teplédt
destilované vodyipvyrob¢ extrakf.

Z obrazki 14 a 15 vyplyva, pokud j&aj zalit vodou o teplét60 °C zachovava sigtsi
gast antioxidarit. Cim vy3si je teplota vody, pouZité ndigravu ¢aje, tim se obsah
antioxidanti sniZzuje. Z obrazku 16 je patrné, zZe zeléag maji vysSi obsah antioxittd
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aktivity, cozZ je zfisobeno tim, Ze zeleréje neprochazidmem vyroby fermentaci, tudiZ jsou
v zelenéntaji zachovany vSechny zdravi préSpé latky.

Lze na zaklagl porovnani celkové antioxidai aktivity ozn&it zeleny ¢aj z oblasti
Assam (Indie) a zelenyaj z oblasti Sencha (Ceylon) za kvalitni s vysokgimsahem
antioxidanti. Také ¢erny ¢aj z oblasti svaln Himalaji (Nepdal) obsahuje vySSi mnoZstvi

antioxidanti, je mozné Ze tent&nj neprochazi tak vyraznym procesem fermentace.

Druh ¢aje Primérna hodnota  Smérodatna
TAA (mg/l) odchylka (mg/l)

Cerny Pu-Erh 0,02 0,00
Zeleny Pu-Erh 0,15 0,00
Cerny Assam Hattialli 0,05 0,00
Zeleny Assam Green tea 0,23 0,08
Cerny Nepal Himalayan 0,08 0,01
Zeleny Nepal green tea 0,12 0,03
Cerny Ceylon Lovers leap 0,12 0,03
Zeleny Ceylon Sencha 0,11 0,03
Cerny Darjeeling Noble 0,07 0,01
Zeleny Darjeeling Green 0,08 0,02

Tab. Il Namgtené hodnoty celkové antioxi¢fa aktivity u jednotlivych vzork ¢aje, kdy

vzorky ¢aja byly zality 100 °C destilovanou vodou
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Druh ¢aje Primérnad hodnota  Smérodatna
TAA (mg/l) odchylka (mg/l)

Cerny Pu-Erh 0,30 mg/I 0,00
Zeleny Pu-Erh 0,21 mg/I 0,04
Cerny Assam Hattialli 0,05 mg/l 0,01
Zeleny Assam Green tea 0,34 mg/I 0,13
Cerny Nepal Himalayan 0,14 mg/l 0,03
Zeleny Nepal green tea 0,14 mg/l 0,04
Cerny Ceylon Lovers leap 0,16 mg/I 0,04
Zeleny Ceylon Sencha 0,24 mg/l 0,05
Cerny Darjeeling Noble 0,12 mg/l 0,05
Zeleny Darjeeling Green 0,13 mg/I 0,03
Tab. Il Naméfené hodnoty celkové antioxigta aktivity u jednotlivych vzork ¢aje, kdy

vzorky ¢aja byly zality 80 °C destilovanou vodou

Druh ¢aje Primérna hodnota  Smérodatna
TAA (mg/l) odchylka (mg/l)

Cerny Pu-Erh 0,22 0,00
Zeleny Pu-Erh 0,62 0,08
Cerny Assam Hattialli 0,50 0,01
Zeleny Assam Green tea 1,21 0,04
Cerny Nepal Himalayan 0,76 0,01
Zeleny Nepal green tea 0,98 0,07
Cerny Ceylon Lovers leap 0,64 0,13
Zeleny Ceylon Sencha 1,05 0,13
Cerny Darjeeling Noble 0,28 0,06
Zeleny Darjeeling Green 0,31 0,08

Tab. IV Nanetené hodnoty celkové antioxigtd aktivity u jednotlivych vzori ¢aje, kdy

vzorky ¢aji byly zality 60 °C destilovanou vodou

31



Celkova antioxidacni aktivita cernych
caju
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Obr. 14 Porovnani celkové antioxitiai aktivity ¢ernych ¢aji v zavislosti na teplét
destilované vodyi pfipraw extrakfi

Celkova antioxidacni aktivita zelenych
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Obr. 15 Porovnani celkové antioxidai aktivity zelenych¢ajia v zavislosti na teplét
destilované vodyip ptipraw extrakti
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Obsah celkové antioxidacni aktivity v

Cajich
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Obr. 16 Porovnani obsahu antioxittd aktivity v éernych a zelenych vzorci¢haje
3.3.Spektrofotometrické stanoveni celkového obsahu chiofylu

K 0,1000 g vzorku bylo #fidano 20 ml acetonu, a nechano 10 min louhovat.
Supernatant byl zfiltrovanips papirovy filtr (modra paska). Extrakt byepeden do 25 ml
odmerné baiky a doplrén acetonem po rysku. Pro analyzu bylo z roztokupstpvano 7 ml
do zkumavky obsahujici 10 ml diethyletheru. Nasteda opatraé pridavala voda, dokud
vSechno barvivo népsSlo do diethyletheru. Po kazdéridavku malého mnozstvi vody (2
ml) se zkumavka se vzorkem nechala centrifugoviampximalnich oté&kach 2 minuty. Po
centrifugaci se odstranila vodna faze a diethylethe extrakt se ofi preved| do vody, tento
proces se opakoval 4 krat. Nakonec byl&izma absorbance diethyletherového extrakiu p
vinovych délkach 660 a 642,5 nm proti diethyletheru

Celkové mnozstvi chlorofylu se vygitalo podle vztahu:

Obsah chlorofylu [mg/l] = 7,12 . A (660 nm) + 16,8 . A(642,5 nm)

3.3.1.Vysledky a diskuze

Pripravené roztoky vzork ¢aje byly proméfeny na UV — VIS spektrometrutip
vinovych délkach 660 a 642,5 nm pré&istému diethyletheru.
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V tabulce V jsou uvedeny natiené hodnoty absorbandi planych vinovych délkach a
vypacitany obsah chlorofylu.
Jak lze vidt na obrazku 17, vysSi mnoZzstvi chlorofylu se nath#& vzorcich
zelenychc¢ajia, menSi mnozstvi pak ve vzorci¢arnychcajia. NevysSi mnozstvi chlorofylu

bylo nalezeno v zelenétaji z oblasti Assam (Indie).

Absorbance @i Absorbance pgii  Obsah chlorofylu

660 nm 642,5 nm (mgll)

Cerny Pu-Erh 0,0546 0,0131 0,6088
Zeleny Pu-Erh 0,1560 0,0399 1,7810
Cerny Assam Hattialli 0,1283 0,0373 1,5401
Zeleny Assam Green tea 0.1726 0,0415 1,9261
Cerny Nepal Himalayan 0,0760 0,0183 0,8486
Zeleny Nepal green tea 0,1486 0,0493 1,8863
Cerny Ceylon Lovers leap 0,0155 0,0043 0,1826
Zeleny Ceylon Sencha 0,1335 0,0298 1,4512
Cerny Darjeeling Noble 0,0163 0,0037 0,1782
Zeleny Darjeeling Green 0,0337 0,0079 0,3727

Tab. V Nanttené hodnoty pro stanoveni celkového obsahu chllorawypdaitany obsah

chlorofylu
Obsah celkového chlorofylu ve vzorcich
caje

2,40
= 200
[T
£ 1,60 - mPu-Erh
3
'-lé 1’20 M| Assam
% Nepal
-’:.E 0,80 H Ceylon
o 0,40 m Darjeeling

0,00

Cerny Zeleny

Obr. 17 Obsah celkového chlorofylu v jednotlivych vzorciaje
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3.4.Stanoveni &innosti Upravy vzorku ¢ajovych extrakti

3.4.1.Priprava extraktia

Homogenizované vzorkyaji byly vysusSeny § teplot 70 °C po dobu 30 minut.
1,000 g vysuSeného vzorku bylo vloZzeno do patrongbgemu 22 ml, a extrahovano
akcelerovanou extrakci rozpoggdiem na pistroji one PSE za podminek uvedenych v (Tab.
VI). Ziskané extrakty byly centrifugovanyip 000 otékach, po dobu 10 minut, nasledn
prefiltrovany fes 0,22um LUT Syringe Filtry.

Teplota 100 °C
Tlak 100 bar
Doba extrakce 10 min

Rozpoustdlo Methylalkohol

Tab. VI Parametry extrakce

Obr. 18 Extrakty ripravené naifistroji one PSE
3.4.2.Vytiepani extrakta v diethyletheru

Extrakty byly vysuSeny do sucha proudem dusiku. &l byl rozpu$n v 10 ml
destilované vody, aipveden do &ici nalevky s 10 ml diethyletheru. Po igpani a rozéeni
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fazi byla odebrana vodna faze, ktera byla za méagmainu odp#ena do sucha. Odparek byl do

provedeni kon&né analyzy uschovan v mrazicim boxu.

3.4.3.Vytiepani extrakti v hexanu

Extrakty byly v dlici nalevce wyitepany s 20 ml hexanu. Methanolova faze byla
odebrana a vysuSena proudem dusiku do sucha. @dpgreo provedeni kor@é analyzy

uschovan v mrazicim boxu.

3.4.4.Vytiepani extrakta v heptanu

Extrakty byly v dlici nalevce wyitepany s 20 ml heptanu. Methanolova faze byla
odebrana a vysuSena proudem dusiku do sucha. @dpgrdo provedeni korg@é analyzy

uschovan v mrazicim boxu.

3.4.5.Pretisténi extrakti za pomoci tetrachlormethanu

Extrakty vzorki ¢aje ziskané z akcelerované extrakce rozgdigih, byly vysusSeny
proudem dusiku do sucha. Odparky byly methanole®dday na konstantni objem 1 ml. K 1
ml extraktu bylo pdano 0,4 ml tetrachlormethanu a 0,6 ml destilovaody. Zkumavka
s dvoufazovym systémem byla pegtana a centrifugovanaid0 000 otédkach po dobu 10

minut. K analyze byla odebrana horni, vodna vrstva.

3.4.6.Derivatizaé¢ni proces

Pred koncovou analyzou prowdtbu na plynovém chromatografu musela byt
provedena derivatizace.

Vzorky byly doplrgny methanolem na objem 1ml. Pro derivatizaci bydelyano 100
ul vzorki caje do skle#né vialky, tento extrakt byl vysuSen proudem duddkusucha. Do
vialky s odparkem bylo fiddno 75 ul pyridinu a 75ul N, O — bis (trimethylsilyl)
trifluoracetamidu (BSTFA). Re&hi snts byla zakivana pi teplo 80 °C po dobu 30 minut.
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Po ochlazeni bylo k re&ki snesi pridano 350ul hexanu. Poté byla provedena analyza na

plynovém chromatografu.

Obr. 19 Pripravené readni snesi k analyze na plynovém chromatografu

3.4.7. Vysledky a diskuze

Vzorky byly extrahovany akcelerovanou extrakci mzg£dlem na pistroji one PSE.
Jedna série extrakbyla peciSttna vykepanim do diethyletheru, druha série bylare@ina
v hexanu, ieti byla vytepana do heptanu é&tvrta série byla feciSttna za pomoci
tetrachlormethanu.

Pro ne¥ieni vzorki byla pouzita plynova chromatografie s hmotnosaiékici. Z dvodu
nizké tkavosti fenolickych latek ve vzorciataje bylo nutné provést nejprve derivatiaa
proces. Tento derivatizai proces byl proveden za pouziti BSTR#nidla v prostedi
pyridinu. Identifikace fenolickych latek v extraktevzorki ¢aje byla provedena porovnanim
hmotnostniho spektra a retainch ¢asi hledané latky s knihovnou spekter.

Metoda pro posouzenicimnosti ¢isticiho kroku byla pouzita UV-VIS spektrometrie.
V plynové chromatografii byly porovnany plochy fpikenolickych latek v peciSténych a
nepecistenych extraktech vzoik ¢aje. U nepecisttného vzorku byla nalezena kyselina
gallova, kyselina chlorogenova, epikatechin a dplggechin gallat. Tyto latky byly
porovnany se standardyriPprecisténi doSlo u vzork ke ztra¥é kyseliny chlorogenové.
V UV-VIS spektrometrii byly porovnany intenzity atrbanci pecisténych a nepisténych
vzorku.

V tabulce VIl jsou uvedeny reténi ¢asy a ionty pouzité pro identifikaci v plynové

chromatografii.

37



t. (min)  lonty (m/z)

Gallova kyselina 19,59 458, 281

Epikatechin 26,98 368, 355
Epigalokatechin gallat 36,40 648, 369, 559

Tab. VIl Reterni¢asy a fragmenty pouzité pro identifikaci

V tabulce VIII - X jsou porovnany plochy pikpro kyselinu gallovou, epikatechin a
epigalokatechin gallat u jednotlivychrggiSténych a nepecisténych extraki vzorka caje.
V tabulce Xl jsou porovnany absorbandedsténych a nepecisténych extraki vzorki ¢aje.

Bylo potvrzeno, Ze zelen§aj obsahuje vysSi mnozZstvi katedhimezcéerny ¢aj. NaSe
negecisttné vzorky zelenych ¢aji  obsahovaly nejen &Si obsah epikatechinu a
epigalokatechin gallatu, ale také kyseliny chloromeé. Cernéaje vykazovaly ¥tsi obsah
kyseliny gallové, k tomu fi¥e dochazet na zakkadvrzeni, Ze skteré katechiny f vyrob¢
cernéhocaje nejen Ze vytid epimery, ale také uviliji kyselinu gallovou. Z plynového
chromatogramu na obrazku 25 Izedtjdze nepecistené cernécaje obsahuji vice gdestot nez
nepecistené zelenécaje. Ri precisténi extrakti doslo ve vSech ifpadech k viditelnému
snizeni né&stot a ke ztrét kyseliny chlorogenové. Z obrazku 20 — 22 Ize poxat, Ze
nedoslo k vyraznému poklesu nebo ke #ti&techim, které nam v tomtoffpact slouzily
jako ukazatele &innosti grecisteni.

Na obrazku 20 lze pozorovat viditelny fgr plochy pik kyseliny gallové po
preciSténi. Nafist mize byt zfgsoben, Ze i precisteni dochazi k uvalovani kyseliny
gallové. Nejnizsi ndist kyseliny gallové prathl pii precisténi heptanem. A k nejvysSimu
naristu doslo pi precisténi diethyletherem.

U epikatechinu a epigalokatechin gallatu doSigjecisteni k mirnému poklesu ploch
piki. Obsah epikatechinu byl zachovan ve ¢méa mfe @i pieciSttni hexanem a
diethyletherem. K nejmenSimu poklesu epigalokatecgallatu probhlo pii precisténi
heptanem a tetrachlormethanolem.

Za pomoci srovnavaci metody UV-VIS jsme potvrdilg cerné caje obsahuji &sSi
mnoZstvi neistot. Z obrazku 23 vyplyva, Zerippiecisteni hexanem a diethyletherem jsme

odstranili &tSi ¢ast neistot a gitom nedoslo ke ztrétcilovych analyi.
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Kyselina Gallova

NP4

Pre¢isténé

Heptanem Nepredistény vzorek %
Cerny Nepal Himalayan 295019927 318769532 92,55
Zeleny Nepal green tea 265531357 324069611 81,94
Cerny Darjeeling Noble 223041303 292369768 76,29
Zeleny Darjeeling Green 270827461 269567131 100,47
Hexanem NeffeciStény vzorek %
Cerny Nepal Himalayan 473776601 318769532 148,63
Zeleny Nepal green tea 341971534 324069611 105,52
Cerny Darjeeling Noble 415944975 292369768 142,27
Zeleny Darjeeling Green 265729369 269567131 98,58
Diethyletherem Nepredistény vzorek %
Cerny Nepal Himalayan 575449865 318769532 180,52
Zeleny Nepal green tea 494948578 324069611 152,73
Cerny Darjeeling Noble 570693516 292369768 195,20
Zeleny Darjeeling Green 352091050 269567131 130,61
Tetrachlormethan Neprefistény vzorek %
Cerny Nepal Himalayan 462753304 318769532 145,17
Zeleny Nepal green tea 429735054 324069611 132,61
Cerny Darjeeling Noble 521051405 292369768 178,22
Zeleny Darjeeling Green 479463324 269567131 177,86

MY | X

Tab. VIII Porovnani velikosti pikkyseliny gallové u nagcisténych a pecisténych vzork

caje
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Epikatechin Pretisténé
Heptanem Nepretistény vzorek %
Cerny Nepal Himalayan 718611803 928163369 77,42
Zeleny Nepal green tea 769063014 996673397 77,16
(":emy Darjeeling Noble 470745217 817287393 57,60
Zeleny Darjeeling Green 863913704 1269244110 68,07
Hexanem Negretistény vzorek %
Cerny Nepal Himalayan 922907607 928163369 99,43
Zeleny Nepal green tea 855450753 996673397 85,83
Cerny Darjeeling Noble 752269287 817287393 92,04
Zeleny Darjeeling Green 847668640 1269244110 66,79
Diethyletherem Nepretistény vzorek %
Cerny Nepal Himalayan 837063162 928163369 90,18
Zeleny Nepal green tea 972146446 996673397 97,54
Cerny Darjeeling Noble 605262351 817287393 74,06
Zeleny Darjeeling Green 872231726 1269244110 68,72
Tetrachlormethan NeprediStény vzorek %
Cerny Nepal Himalayan 760342748 928163369 81,92
Zeleny Nepal green tea 574574122 996673397 57,65
Cerny Darjeeling Noble 466794838 817287393 57,12
583892668 1269244110 46,00

Zeleny Darjeeling Green

Tab. IX Porovnani velikosti pikepikatechinu u nggcisténych a pecisténych vzorki ¢aje
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Epigalokatechin

Jallat Pretistené
Heptanem Nepretistény vzorek %
Cerny Nepal Himalayan 478017125 682433009 70,05
Zeleny Nepal green tea 423242541 445503053 95,00
éerny Darjeeling Noble 178065328 754740238 23,59
Zeleny Darjeeling Green 471987109 693673960 68,04
Hexanem NeFedistény vzorek %
Cerny Nepal Himalayan 272978227 682433009 40,00
Zeleny Nepal green tea 264617689 445503053 59,40
Cerny Darjeeling Noble 256335079 754740238 33,96
Zeleny Darjeeling Green 237270861 693673960 34,20
Diethyletherem Nepi-etiStény vzorek %
Cerny Nepal Himalayan 116961372 682433009 17,14
Zeleny Nepal green tea 88614393 445503053 19,89
Cerny Darjeeling Noble 308854897 754740238 40,92
Zeleny Darjeeling Green 86046584 693673960 12,40
Tetrachlormethan NeprediStény vzorek %
Cerny Nepal Himalayan 342414432 682433009 50,18
Zeleny Nepal green tea 369147883 445503053 82,86
éerny Darjeeling Noble 477579715 754740238 63,28
206169685 693673960 29,72

Zeleny Darjeeling Green

Tab. X Porovnani velikosti pik Epigalokatechin gallatu u niggiSténych a pecisténych

vzorka ¢aje

41



Precisténi extrakta vytirepanim do heptanu

Absorbance Necistoty
PreciStény vzorek  Nepretistény vzorek %
Cerny Nepal Himalayan 2,2405 3,043 26,37
Zeleny Nepal green tea 2,2894 2,5789 11,23
Cerny Darjeeling Noble 1,9066 2,6964 29,29
Zeleny Darjeeling Green 2,2147 2,3862 7,19

PreciSténi extrakta vytirepanim do hexanu

Absorbance Necistoty
Precistény vzorek  Nepretistény vzorek %
Cerny Nepal Himalayan 2,0151 3,043 33,78
Zeleny Nepal green tea 2,0492 2,5789 20,54
Cerny Darjeeling Noble 1,9935 2,6964 26,07
Zeleny Darjeeling Green 2,2913 2,3862 3,98

PrecisSténi extrakta vytirepanim do Diethyletheru

Absorbance Necistoty
Precistény vzorek  NeprefiStény vzorek %
Cerny Nepal Himalayan 2,1376 3,043 29,75
Zeleny Nepal green tea 2,159 2,5789 16,28
Cerny Darjeeling Noble 2,1379 2,6964 20,71
Zeleny Darjeeling Green 2,1711 2,3862 9,01

PrecisSténi extrakta za pouziti tetrachlormethan

Absorbance Necistoty
Precistény vzorek  Nepredistény vzorek %
Cerny Nepal Himalayan 2,4658 3,043 18,97
Zeleny Nepal green tea 1,9937 2,5789 22,69
Cerny Darjeeling Noble 2,1788 2,6964 19,20
Zeleny Darjeeling Green 2,2232 2,3862 6,83

Tab. XI Porovnani absorbanci u rfefistétnych a pecisténych extraki vzorka caje a

vypoctena procenta odstramych neistot
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Plochy pikt kyseliny Gallové
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B Zeleny Darjeeling

Obr. 20 Porovnani ploch pik kyseliny gallové u nagcisttnych a pecistenych extraki

vzorka caje

Plochy pika Epikatechinu
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Obr. 21 Porovnani ploch pikepikatechinu u négisténych a pecisténych extrakii vzorki

caje

43



Plochy pikil Epigalokatechin gallatu
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Obr. 22 Porovnani ploch pik epigalokatechin gallatu u niegisttnych a pecistenych

extrakti vzorki caje

Absorbance u precisténych a neprecisténych vzorka
Caje

3,5

m Cerry Nepal

Absorbance

B Zeleny Nepal
m Cerry Darjeeling
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Obr. 23 Porovnani absorbanci éepiStenych a nefecisténych extraki vzorki ¢aje
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Obr. 29 Porovnani chromatograimegecistétného a pecisténého vzorku zelenéhtaje Nepal
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4. Zavér

Nejprve byla prortena antioxidéni aktivita vzork ¢aje za pomoci fitokové
coulometrie. Pro fipravu ¢ajovych roztok vzorki byly pouzity 3 teploty destilované vody
(60, 80 a 100 °C). Na zaklaaiskanych hodnot fizeme konstatovat, Z&je si zachovavaji
antioxidanty a latky zdravi pro&gnée, kdyz fi pripraw ¢aje pouzijeme vodu o tepto60 °C.
Zelenécaje obsahuji vySSi obsah antioxidamiez ¢aje ¢erné. Zelenyaj z oblasti Assam
(Indie) obsahoval nejvySSi mnozZstvi antioxidari?ale byl pronsten obsah chlorofylu. G
se potvrdilo, Ze zelen&aje obsahuji vysSi obsah chlorofylu. Nejvyssi mtadzshlorofylu
bylo nalezeno v zelenétiaji z oblasti Assam (Indie).

Hlavnim cilem prace bylo zjistit, které z rozpawfi dokaze odstranit z extrékt
vzorki ¢aje co nejetSi mnozstvi néstot a zarovie zachovat cilové analyty, v naSerfigac
kyselinu gallovou, epikatechin a epigalokatechitiagaByly pripraveny ¢ajové extrakty,
které byly pecisSttny za pouziti ¢ty rozpoustdel: heptan, hexan, diethylether a
tetrachlormethan. Vzorky byly prasfeny na plynovém chromatografu a jako srovnavaci
metoda byla pouZita UV-VIS spektrometrie. Ve vSegtipadech doSlo kast&nému

v oy

odstrarni netistot. NejefektivijSi ¢isteni bylo za pouziti hexanu a diethyletheru.
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