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Abstrakt:

Studium vlivu teploty na obsah antioxidanta p¥i piipravé zelenych ¢aji

Caj je jednim z nejpopularngjsich napojt po celém svété. Bylo prokazano, Ze tento
napoj, ptipravovany luhovanim listkii ¢ajovniku ¢inského (Camellia sinensis) v horké
vodé, md v mnoha pfipadech pozitivni vliv na lidsky organismus. Latky obsazené
V zeleném caji maji antioxidacni schopnost a pozitivné pusobi pii prevenci mnohych
chorob. Ptiznivé uc¢inky jsou pfisuzovany hlavné rostlinnym fenoltim, jejichz antioxidaéni
aktivita chrani lidské télo proti volnym radikalim. V praci byl za pouziti modernich
analytickych metod stanoven obsah vybranych biologicky aktivnich latek ve vyluzich
sypanych zelenych ¢aji. Byly porovnany stanovené pfirodni antioxidanty pii rtznych

teplotach piipravy ajového vyluhu, a to &ajii z Japonska a Ciny.
Klicova slova:
zeleny Caj, bioaktivni latky, antioxidanty, teplota, analytické metody

Abstract:

Study of the effect of temperature on the content of antioxidants in the preparation of

green tea

Tea is one of the most popular beverages worldwide. It was demonstrated that the
beverage prepared by leaching of leaves of Camellia sinensis in hot water, has a positive
effect on human organism in many cases. The substances found in green tea have
antioxidant properties and positive effects on the prevention of many diseases. The
beneficial effects are attributed mainly due to plant phenols whose antioxidative activity
protects the body against free radicals. In this work the content of selected biologically
active compounds in extracts of loose green teas was determined using modern
bioanalytical methods. The amount of natural antioxidants determined in tea from Japan

and China at different preparation temperatures of the tea extract solution were compared.
Key words:

green tea, bioactive substances, antioxidants, temperature, analytical methods
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1 UVOD

Od svého objeveni pred 5000 lety se ¢aj stal jednim z nejpopularnéjsSich napoji po
celém svété. Je soucasti spoleCenskych a kulturnich déjin mnoha nérodii a stal se tak
béznou soucasti lidského Zivota. Ro¢né se spotiebuje a vyrobi asi 4-5 miliard kilogramut
aje v nejrazngjsich ¢astech svéta. Napoj je velmi obliben, a to nejen v Cing a Indii,

v zemich s nejvyssi produkei této uzitkové rostliny, ale i v Ceské republice.

Tento napoj se pripravuje ze zpracovanych listl Cajovniku ¢inského (Camellia
sinensis), a to obvykle luhovanim ¢ajovych listki v horké vodé¢. Existuje n€kolik postupti
zpracovani Sbiranych listt, které urCuji vysledny druh Caje. Tyto postupy se V kazdé
producentské zemi mirné lisi. Listy prochédzeji riznym stupném zpracovani, které urcuje
vysledny druh caje. Podle stupné oxidace ¢aje se pii vyrobé rozliSuje ¢aj oxidovany uplné,
¢asteCné nebo neoxidovany. Zeleny €aj patii mezi Caje neoxidované (nefermentované),
diky tomu ma pfirozenou zelenou barvu. Vysledny produkt miize byt obohacen napftiklad o

suSené ovoce, ¢i rizna aromata, pro zvyraznéni chuti a ving.

Je znamo, zZe zeleny ¢aj ma v mnoha piipadech pozitivni vliv na lidsky organismus,
zejména pro svlj obsah zdravi prospéSnych latek. Bylo prokazéno, ze latky obsazené
v zeleném ¢aji maji antioxidacni schopnost a pozitivné pusobi pii prevenci fady
civiliza¢nich chorob, jako napiiklad nemoci srdce a cév (proti mrtvici, trombdze),
cukrovce a nékterym nadorovym onemocnénim. Védci uvedené piiznivé ulinky a
protizanétlivé vlastnosti ptisuzuji rostlinnym fenolim (hlavné flavanolim neboli ¢ajovym
katechiniim), jejichz antioxidacni aktivita chrani lidské télo proti volnym radikalam [1].
Mimo jiné obsahuje mnoho dal$ich biologicky aktivnich latek. Kromé& toho ma ¢aj diky
obsahu stimulujicich latek, jako je kofein, znan¢ povzbuzujici Gc¢inek, kdy zlepSuje
¢innost centralni nervové soustavy a odstraituje unavu. Potencial 1é€ivych ucinkl zeleného

¢aje je opravdu vysoky.
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2 CILE PRACE

Cilem diplomové préce je stanoveni bioaktivnich latek v zelenych ¢ajich, za pouziti
modernich bioanalytickych metod. Zaméfim se na stanoveni antioxidantl ve vyluzich
sypanych zelenych ¢aji. U vzorki &aje pochazejicich z Ciny a Japonska bude provedeno
porovnani obsahu pfirodnich antioxidantli pfi tiech typech pfipravy caje, a to pii zaliti
vatici vodou 0 teploté 100 °C a vodou, ktera piejde varem a necha se odstat na teplotu 80
°C a 60 °C. V neposledni fadé bude stanovena celkova antioxidac¢ni aktivita vyluhti ¢aja a

bude provedena orientacni senzoricka analyza pouzitych ¢ajovych vyluhi.
e Pfiprava ¢ajovych vyluhli a pouZiti vzorkl k analytickym metodam.

e Kuvantitativni stanoveni latek s antioxida¢ni aktivitou, tedy cajovych katechini a

fenolickych kyselin technikou vysokoucinné kapalinové chromatografie.

e Stanoveni celkové antioxidaéni  aktivity stanovenych latek  pomoci

automatizovaného spektrofotometru BS 200.
e Analyza vyluhil technikou kapilarni elektroforézy.

e Porovnani vysledki obsahu bioaktivnich latek u &aji z Ciny a Japonska a

porovnani vysledki s ohledem na pfipravu ¢aju (teplota vody).
e Provedeni orientacni senzorické analyzy jednotlivych vyluhli a samotné suroviny.

Prace je rozdé€lena na teoretickou a experimentalni ¢ast. Vystupem této studie bude
ucelena charakteristika Caje, konkrétné zeleného caje, jeho obsahovych latek a jejich
ucinkll na lidsky organismus. V praci nebude chybét popis vyuzivanych metod ke
stanoveni bioaktivnich latek v rostlinach, ale i pouzitych analytickych metod v této studii.
Vsechny ziskané vysledky experimentalni ¢asti budou porovnany s vysledky nalezenymi

v odborné literatufe a statisticky vyhodnoceny.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Zeleny ¢aj

Zeleny Caj je vyrobek rostlinného puvodu slouzici k pfipravé oblibeného napoje.
Pro vyrobu ¢aje se vyuzivaji vyhonky, listy, pupeny a jemné casti zdievnatélych stonkt
z ¢ajovniku ¢inského Camellia sinensis (Theaceae) [2]. Cajovnik je stalezeleny kef nebo
strom dorustajici vysky 2-15 m, na plantazich se ovSem udrzuje ve vySce maximalné 1,2m.
Listy ma stfidavé, 4-20 cm dlouhé, kopinaté nebo eliptické, tuhé, tmavé zelené s pilovitym
okrajem [3]. Pro vyrobu ¢aje se sbiraji nejmladsi vrcholové pupeny vétvicek, tzv. flese, a
1-3 listy. FleSe se nasledné d€li na hrubé, stfedni a jemné. Ptifazeni do kategorie zavisi na
mnozstvi mladych listkli. Nejcennéj$i a nejkvalitnéjsi ¢aje jsou z nejmladsich listkd, tedy

z jemného flese. Tyto listky jsou oznaovany jako orange pekoe [4].

Kvéty maji 6-9 bilych korunnich platkti a jsou po 2-3 v uzlabi listi. Plodem je
tobolka, podobna muskatovému ofisku. Listy c¢ajovniku jsou bohaté na polyfenoly,
zejména katechiny. Zeleny ¢aj vykazuje silnou antioxida¢ni kapacitu, zptisobenou zejména
polyfenoly a flavonoidy. Podle provedenych studii bylo zjisténo, Ze dnes velmi popularni
zelené Caje s piimési ovoce a bylin, maji niz$i antioxidacni kapacitu nez zelené caje Cisté
[4]. Cajovniku se nejlépe daii ve slunném a vlhkém prostiedi, nejvhodné&jsi teplota je pro
néj od 10 do 29,5 °C, ro¢ni srazky 2000 az 2280 mm. K nejvetsim péstitelim patii Indie,

Cina, Sri lanka, Japonsko, Indonésie a Kena [3].

Rozlisujeme tfi zakladni typy caje, vyrabéné z listkii Cajovniku, a to Caj zeleny
(nefermentovany), oolong (Caste¢né fermentovany) a ¢aj Cerny (plné fermentovany) [5].
Skupina ¢aji polozelenych neboli zlutozelenych, které jsou prechodem mezi zelenymi a
¢ernymi €aji je oznacovana jako oolong. Jedna se o ¢aje zpracované specialnim postupem,
pti némz listky zavadaji na prudkém slunci, dochdzi k oxidaci a nasledn¢ k rolovani listkd.
Tyto caje maji krom& antioxidacni schopnosti také schopnost inhibovat prozanétlivé

v

mediatory, ¢cimz pusobi protizanétlive [6].
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3.1.1 Vyroba zeleného ¢aje

Caj se t&3i velké oblibé pro sviij osvézujici, 16¢ivy a mirné povzbuzujici uéinek.
Béhem jednoho dne se na svété vypije 18 az 20 miliard Salku Caje, to z n¢j d€la vyznamny
ekonomicky a socialni artikl [7]. Zeleny ¢aj je ocefiovan pro svij vysoky obsah
antioxidanti, které pozitivné puasobi pii prevenci mnoha onemocnéni, vcetné
kardiovaskularnich onemocnéni a nékterych druht rakoviny [8]. Caj spolu s kivou a
kakaem fadime do skupiny tropickych komodit, ze kterych se pfipravuji tzv. tropické
zajiStuje praci a mistni ekonomice exportni vynosy. Miliony zivotli na celém svéteé jsou

zavislé na péstovani a zpracovani ¢aje [9].

Pii vyrobé zelené¢ho caje se listy hned po sklizni vystavi v tenkych vrstvach na
slunci nebo pfirozenému teplému vzduchu a nechaji se zavadnout. Potom se ihned tepelné
osetfi horkou parou (tzv. japonsky zpiisob) nebo na rozpalenych kovovych panvich (tzv.
¢insky zpisob). Pisobenim horké pary nebo horkého vzduchu se zamezi nezadouci oxidaci
a dojde Kk rychlé inaktivaci enzymui. Diky tomu se fenolické latky a chlorofyl méni jen
pomalu a zachovava se tak zelend barva listi a vysoky obsah katechinii. I pfes tuto Gpravu
se uvadi, ze asi 20-30 % katechini jsou oxidované polymery katechinti podobné tém, které

se nachazeji ve fermentovaném caji [3,10].

Cajové listy se po zavadnuti a zah¥ivani dale svinuji, dosouseji a t¥idi. Zeleny &aj,
stejné€ jako ¢aj erny se nékdy obohacuje kvéty, suSenym ovocem, ptidavky bylin, silicemi
a aromaty nebo napi. vitaminem C. Cerny &aj, ktery se vyrabi fermentaci zeleného ¢aje ma
oproti nému niz§i antioxidacni aktivitu [11]. Cely proces suseni ma velky vliv na chut’ a
aroma caje. Dochézi pfi ném totiz k ¢astecné degradaci plivodnich aromatickych latek za
vzniku novych aromatickych latek, které jsou jiz charakteristické pro hotovy ¢aj [12]. Caj
je pii skladovéani velmi citlivy na svétlo, vlhkost a pachy ostatnich potravin. Na svétle
velmi rychle ztraci aroma a ve vlhkém prosttedi mtze plesnivét [8]. Zkraceny postup

vyroby zdkladnich typii ¢ajli je zndzornén na obrazku ¢. 1.

Pii nasledné pfipravé Caje koncovym zdkaznikem doporucuji distributoii pouzit
vodu o teplot¢ 70-80 °C, aby bylo mozné pfipravit n€kolik nélevii bez zbyte¢ného
znehodnoceni cennych latek [4]. Neexistuje zadny piesné dany postup piipravy tohoto

napoje, vyrobci vSak uvadi nejcastéji toto: pii pripravé zelen¢ho Caje nejprve privedeme

14



vodu K varu, poté ji nechame par minut odstat na 60-80 °C. Pokud by se zeleny ¢aj zalil
horkou vodou, do nalevu by se vyloudily i tfisloviny a ¢aj by zhotkl. Na jeden Salek Caje
(1,5 dl) pfipadne jedna 1Zi¢ka sypaného Caje. Zeleny ¢aj ponechame luhovat 2-3 minuty. Ze
zeleného Caje je mozné pripravit dva az tfi nalevy. Nalev ze zeleného Caje je svétle zeleny
az zluty, na rozdil od ¢erného cCaje, ktery je ¢ervenohnédy [8].

Zpracovani caje

|
Bily ¢aj

Castecné naparovani

Suseni na slunci

Bily ¢aj

Zeleny ¢aj

Naparovani

Castecné suSeni (inaktivace
endogennich enzymu)

Svinovani a suSeni

PrazZeni

Zeleny nefermentovany caj

|
Oolong ¢aj

Zavadnuti na slunci 0,5-1h

Zavadnuti s jemnym
svinovanim 6-8h
Casteéné suseni (inaktivace
endogennich enzymu)

Svinovani a suseni

Prazeni

l

Cerny ¢aj

Zavadnuti bez svinovani

|

Svinovani

|

Fermentace

l
PraZeni (inaktivace
endogennich enzymi)

|

Cerny fermentovany ¢aj

Oolong ¢astecné
fermentovany ¢aj

Obrazek 1. Schéma procesu vyroby zakladnich typi ¢aje [13]

3.1.11 Vyroba zeleného Caje v Ciné

Existuje zna¢né mnozstvi vyrobnich metod, tudiz ¢inskych zelenych ¢aju je velké
mnozstvi. BéZné druhy c¢aji, které se objevuji na trhu, jsou prumérné nebo i nadprimérné
dobré kvality. Zelené Cinské €aje maji nékdy pomémné nezvyklou chut, které je tieba
piivyknout. Technologicky postup vyroby zeleného ¢aje se odliSuje od vyroby v Japonsku
pfedevS§im ve vyrobni fazi vyhtati listh ke zniCeni enzymi. V tomto kroku se vyhfati
provadi bud’ suchym teplem (80-90 °C), pficemz se také odstrani travovita zelend viné
(tzv. vyprazovani zelen¢), obvykle nazyvany jako c¢insky zplsob. Vyhtivani suchym
teplem, objevené ve 12. stoleni, davd obecné kvalitngj$i ¢aje. Velmi kvalitni Spickové
zelené &aje jsou v Cing prakticky vechny zpracovany ruéné ve velkém, vyhiivaném

kovovém kotli (woku) [14].
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3.1.1.2 Vyroba zeleného caje v Japonsku

Caj je v Japonsku znam jiz od 9. stoleti, kdy byl piivezen z Ciny. Velmi dobré &aje
pochazeji z provincie Kyusu, kde se vyrabé&ji témér jen zelené Caje. Velka vétSina plantazi
se sklizi strojové. Sklizené listy se spafuji horkou parou (tzv. vypafovani zelen¢), tento
zpusob vyhfati listd je nazyvany jako japonsky zptisob. Déle se predbézné roluji, susi a
vysledny produkt se prodava specializovanym vyrobciim. Vyhiivani surového ¢aje horkou
parou bylo piivodné pouzivano Ciflany, Japonci je pouze prevzali a pouZivaji jej, az na
malou vyjimku k vyrobé témét vSech svych zelenych Caji. Japonské zelené Caje maji
vzhledem Kk ostatnim zelenym ¢ajim ponékud odlisny chutovy a vonny profil, ktery muze
pfipominat az vini moftskych fas. Pro luhovani japonskych ¢aji se doporucuji zvlasté
nizké teploty vody, pii kterych ma ¢aj kvétinovou svézi kofenovou vini. Vzhledem

Kk Zivotni trovni v Japonsku jsou jiz bézné zelené Caje relativné drahé [14].
3.1.2 Produkce ¢aje

V soucasné dob¢ se Caj péstuje asi ve Ctyficeti zemich svéta [15]. Zeleny ¢aj se
péstuje hlavné v Cing, Vietnamu, Indonésii, Sri Lance a Japonsku. Ostatni typy ¢aje jako
oolong jsou péstovany pievazné v Ciné a predstavuji pouze zlomek celosvétové produkce
ve svété drzi ¢aj Cerny, vyprodukuje se ho asi 78 %, Caje zeleného 20 % a polozeleného

neboli oolongu jen 2 % [16].

Svétova produkce caje dosdhla vroce 2012 zhruba 4 miliont tun dle Udaji
z databaze FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) [17]. Z toho
nejvétsim producentem byla Cina, dale Indie, Kefa, Sri Lanka a Indonésie, jak je uvedeno
na obrazku €. 2. Ro¢ni produkce susenych €ajovych listkii poskytuje 40 litri ¢ajového
napoje na jednoho obyvatele na svété [18]. Ocekava se, ze celosvétova spotieba zeleného
¢aje bude i nadale stoupat, nebot’ se $iii informace o jeho 1é¢ivych téincich [16,19]. Dle
idaji Ceského statistického titadu z roku 2013 je spotieba Gaje (zahrnuje aj Gerny, zeleny,
dajové vytazky a koncentraty) v Ceské republice 0,2 kg na obyvatele/rok. V poslednim

desetileti je spotieba pomérné stala [20].
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Obrazek 2. Produkce ¢aje v hlavnich producentskych zemich svéta [21]
3.1.3 Chemické sloZeni zeleného ¢aje

Listy cajovniku obsahuji velké mnozstvi latek, ovliviiyjicich barvu, viini a chut’
¢ajového nalevu. Obsah latek v Caji je tzce spjat s péstebnimi podminkami, ve kterych je
cajovnik péstovan. Hlavnimi faktory jsou kultivary caje, pocet slunnych dni, srazky,
teplota a roéni obdobi, kdy je Eajovnik sklizen [22]. Cerstvy &ajovy list obsahuje 75-82 %
vody [23] a 18-25 % pevnych slozek. Suché zpracované Cajové listy obsahuji jiz jen 4-12
% vody a 88-96 % suSiny. V prubéhu zpracovani ¢ajovych listi jsou vystaveny fadé
biochemickych procest, které maji za nésledek rozdilnou kvalitu ¢aje a jeho chemického
slozeni [22].

V soucasnosti jsme schopni popsat asi 400 rtiznych latek, obsazenych v ¢ajovém

listu. Za hlavni u¢inné latky zeleného listu se povazuji:

polyfenoly - flavonoidy (proanthokyanidiny, flavonoly: kvercetin, kempferol, myricetin a
jejich glykosidy, katechiny (epigallokatechin gallat, epikatechin gallat, epikatechin,
katechin, gallokatechin) a fenolické kyseliny (napf. kyselina kavova, chlorogenova), estery
kyseliny gallové (gallotaniny), theobromin, theofylin, vitaminy skupiny B, kyselina
askorbova, kofein, karoteny, mineraly, enzymy, proteiny, aminokyseliny a cukry, tuk a
vosk, éterické oleje, terpenické glykosidy, alifatické a aromatické alkoholy [24]. Obsahové

slozky zeleného ¢aje jsou piehledné shrnuty v tabulce ¢. 1.
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Komponenty ¢aje Mnozstvi (%)

Katechiny 30

Theaflaviny

Jednoduché polyfenoly

Flavonoly

Jiné polyfenoly

Theanin

Aminokyseliny

Proteiny

Organické kyseliny
Cukry
Dalsi karbohydraty

Lipidy

Wl W I NN OJWLW W[ O |DND|IDN)| O

Kofein

DalSi methylxantiny <1

Draslik 5

DalSi mineraly 5

Aroma stopy

Tabulka 1. Chemické sloZeni zeleného ¢aje [25]

Nejznaméjsi obsazenou latkou je alkaloid kofein (2-4 %), ktery je pfitomen ve
vSech druzich caje a 1i§i se pouze obsazenym mnoZstvim. Za nejvyznamnéjs$i a pro
antioxida¢ni Uc¢inek rozhodujici jsou povazovany fenolické latky, kterych ¢aj obsahuje az
30 % hmotnosti suché drogy [26]. V jednom Salku caje (cca 150-250 ml) je udajné
ptitomno 30-400 mg polyfenolickych latek [24]. Mnozstvi epigallokatechin gallatu v salku
¢aje je udajné 30-130 mg, mnozstvi flavonoidu je 5-15 mg/Salek [26].

V ¢aji jsou zastoupeny t€kavé slouCeniny jako aldehydy, estery, alkoholy,
uhlovodiky a laktony. V mnozstvi asi 5 % obsahuje dulezité mineralni a stopové prvky.
NejvyznamnéjSim prvkem je fluor, protoZe ¢aj je jeho nejvétSim rostlinnym zdrojem pro
Clovéka. Dale obsahuje vapnik, fosfor, hotcik, Zelezité slouceniny, mangan, siru, hlinik,
sodik, kiemik, zinek, méd’ a ve stopovém mnozstvi draslik, stroncium, nikl, molybden,
chrom a kobalt. Obsah prvki je zavisly na tom, zda rostlina pochéazi z ptid chudych nebo
bohatych na dané ptitomné prvky [19,27].
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V Cajovém listu se piirozené vyskytuji enzymy, které se uplatnuji pii vyrobé
(oxidaci) ¢aje. Hlavnim enzymem zapojenym do téchto zmén je polyfenoloxidaza [28]. Pro
¢aj specifickd aminokyselina se nazyva theanin a tvoii 50% ze vSech aminokyselin v Caji
ptitomnych [5]. Theanin je jedna z chutové nejvyraznéjsich slozek Caje a také se podili na
biosyntéze polyfenolt [19]. Nejvétsi vliv na aroma napoje ma degradace aminokyselin.
Déle maji vliv také chlorofyl, karotenoidy, lipidy a tékavé slouceniny. Z te€kavych latek
Jsou V ¢aji piitomny terpenoidy, degrada¢ni produkty aminokyselin a kyselina linolénova
[5]. Dalsi slozkou ¢aje jsou snadno tékavé a termicky labilni silice, proto se zelené Caje
nesmi zalévat varici vodou. Silice také ptlisobi antibakteridln¢. Tvoii asi 0,01-0,05 %

celkové hmotnosti ¢aje [19].
3.1.3.1 Vybrané bioaktivni latky s antioxida¢nim ni¢inkem
e polyfenoly

Polyfenolové slou€eniny piedstavuji vyznamnou ¢ast sekundarnich rostlinnych
metabolitd, které se bézn¢ vyskytuji u vysSich rostlin [29]. Existuje vice nez 8000
fenolickych struktur zahrnujici jednoduché molekuly (napf. fenolové kyseliny s Sesti
uhlikatou kruhovou strukturou) po vysoce polymerni slouceniny (napf. taniny). Vzhledem
K jejich Sirokému rozsifeni a vysoké koncentraci v rostlinach jsou béznou soucasti lidské
stravy [30]. Charakteristickou hotkost a adstringentni chut' Caje zpusobuji predevsim
tiisloviny (taniny), které maji také antioxidacni vlastnosti. Jsou to hlavné theaflavin a
thearubigen, které vznikaji béhem fermentace z katechini a davaji ¢ernému caji tmavé
zabarveni a charakteristickou chut. Fermentaci se jejich slozeni méni [19]. Jejich
spoleénym znakem je, Ze obsahuji jedno nebo vice aromatickych jader, ktera jsou
substituovana hydroxylovymi skupinami. Lze je rozd¢lit do ctyf skupin: fenolické
kyseliny, flavonoidy a stilbeny a lignany. Na celkovém ptijmu polyfenold se flavonoidy
podili asi ze dvou tfetin, fenolové kyseliny piiblizné jednou tfetinou a ostatni polyfenoly
(stilbeny a lignany) tvofi minoritni podil. Nékteré polyfenoly plsobi jako prooxidanty, tj.
latky, z kterych vnikaji volné radikaly [30].

o fenolické kyseliny

Antioxidacni aktivita fenolickych latek spociva v jejich redoxnich schopnostech.

Hraji dilezitou roli pfi neutralizaci a poutani volnych radikald, pti rozkladu peroxidu nebo
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vychytavani singletového a tripletového kysliku [31]. Nachazeji se v rostlinnych tkanich,
kde slouzi jako pigmenty nebo lakadla opylovac¢u [32]. Fenolické latky mohou byt podle
stavby uhlikového fetézce rozdéleny na flavonoidy a neflavonoidové slouceniny. Hlavni
podil neflavonoidnich slouc¢enin piedstavuji skoficové kyseliny (kavova, ferulova a
kumarova kyselina), benzoové kyseliny (gallova, ellagova, vanilova a swingova kyselina)
[33], stilbeny (resveratrol), lignany, ligniny a taniny [34,35]. Fenolové kyseliny se
nachazeji v rostlindch, ovoci, zelenin€, obili, ale také v koteni, kavé a caji. Fenoly
zpomaluji oxida¢ni degradaci lipidd, ¢imz zlepSuji kvalitu a nutri¢ni hodnoty potravin [31].

Vybrané fenolické slouceniny zkoumané v této praci jsou shrnuty v obrazku ¢. 3.

As Az e
wOH
HO
As As
“OH
Aq O HO
Ay Ay Aj Ay A As
Derivaty kyseliny benzoové
Kyselina gallova COOH OH OH OH
Kyselina vanilova COOH OCH; OH

Derivaty kyseliny sko¥icové

Kyselina p-kumarova CH=CH-COOH OH
Kyselina kavova CH=CH-COOH OH OH
Kyselina chlorogenova CH=CH-CO-X OH OH

Obrazek 3. Struktura vybranych fenolickych slouc¢enin [36]
o flavonoidy

Flavonoidy jsou pfirodni fenolické antioxidanty obsazené v lidské strave.
V potravinach udavaji danou barvu a chut’, navic puisobi jako prevence proti oxidaci tukt a
jako ochrance enzymu a vitaminu [37]. Tato rostlinna barviva jsou syntetizovana
z fenylalaninu a ptedstavuji velkou skupinu polyfenolickych sloucenin [38]. Zakladnimi
rysy struktury polyfenoltl je pfitomnost jednoho nebo vice hydroxylovych benzenovych
jader s heterocyklickym kruhem obsahujicim ve své struktuie kyslik a dal$i hydroxylové
skupiny [37].
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Skupina flavonoidi se dale déli (podle stupné oxidace pyranosového cyklu) na dalsi
podskupiny, mezi které patii flavanoly (katechiny a proanthokyanidiny), flavanony,
flavony, flavonoly, anthokyanidiny a izoflavonoidy [39]. Flavonoly jsou nejvice
zastoupenymi flavonoidy v potravinach, fadi se mezi né kvercetin, myricetin a kemferol
[37]. Anthokyany (neboli anthokyaniny) jsou nejrozsifenéjsi a pocetné velice rozsahlou
skupinou rostlinnych barviv. Vyznacuji se oranzovymi, ¢ervenymi, fialovymi a modrymi
odstiny. Jednd se o pomérné nestabilni a snadno oxidovatelné latky, které jsou citlivé na

mnoho faktoru, jako je pH, teplota a UV zaieni [40].

H QH H OH

) | o “Ja e
Hi N H W " N
e} O~ 0 O, H HO. s S ot HO. 0.2, oH PH
"OH "‘o—? H “IoH 270 : OH
OH OH o OH OH
OH

(-) epikatechin (EC) (-) epikatechin gallat (ECG) (-) epigallokatechin (ECG) (-) epigallokatechin gallat (EGCG)

(+) katechin (+) gallokatechin (GC)

Obrazek 4. Struktura hlavnich katechinti v zeleném ¢aji [41]

Hlavni skupinou flavanoli jsou katechiny (obrazek ¢. 4) a je znamo pét zakladnich:
katechin (C), epikatechin (EC), epikatechin gallat (ECG), epigallokatechin (EGC) a
epigallokatechin gallat (EGCG). Zeleny c¢aj obsahuje 15-20 % katechint [5,42].
Epigallokatechin gallat je nejrozsifenéjsi katechin v zeleném caji, ze vSech katechind
zaujima asi 50-80 %, nasleduje epikatechin gallat, epigallokatechin a epikatechin [43].
Zeleny ¢aj ma vySsi obsah katechini nez Caj Cerny [24,44], jak je nazorné vidét na obrazku
¢. 5. Uvadi se, ze konzumace katechinii v mnozstvi 250 mg a vice za den vykazuje
pozitivni G¢inky na zdravotni stav ¢lovéka [45]. Flavonoidy se vyskytuji hlavné v zelening,

ovoci, olivach, sojovém oleji, Cerveném ving, kakaovych bobech a ¢aji [37].
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Obrazek 5. Zména mnozstvi obsahovych latek v dusledku fermentace [28]
3.1.4 Utinky ¢aje na lidsky organismus

Pravidelné uzivani zeleného caje piisobi v mnoha ohledech pozitivné na dobry
zdravotni stav, védéli to po dlouha stoleti jiz ¢insti prirodni 1€Citelé. Pouzivani rostlin, které
1é¢i, pfedchazi nemocem, tedy prodluzuje zivot. Tato znalost byla po staleti predavana
Z generace na generaci a neustale dopliovana. V Evropé€ byly 1éCivé ucinky cCaje zjistény
védeckym badanim teprve ve 20. stoleti. Podnétem k tomu byla skute¢nost, Ze Japonci a

Cinané, u nichZ se pije mnohem vice neZ u nas, trpi podstatné meéné rakovinou a

ischemickymi chorobami nez Evropané ¢i Americ¢ané [46].

Jednim z nejzajimavéjSich objevll na poli 1ékafstvi je to, Ze zeleny €aj zvySuje
odolnost srdce proti srde¢né-cévnim (kardiovaskularnim) onemocnénim. Castéji se
ukazuje, ze piti dostateného mnozstvi ¢aje a konzumace dalSich potravin bohatych na
specifické polyfenoly, snizuje riziko vyskytu infarktu, poptipad¢ snizuje pravdépodobnost
umrti, kdyz k infarktu ptece jen dojde. Piti Caje rovnéZ chrani cévy piivadéjici krev do
srdce a do mozku. Zeleny ¢aj chrani proti kardiovaskularnim nemocem nékolika zplsoby,
snizuje celkovou hladinu cholesterolu a napomaha nastoleni pfiznivéjsiho poméru hladin

cholesterolu v téle (pomér LDL a HDL cholesterolu) [19].
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VeétSina priznivych ucinkd piti zeleného Caje je prikladana predevsim katechintim a
také jejich derivatim [47]. Proto jsou dulezité obsahy katechind, zvlast¢ pak
epigallokatechingallatu diky jeho vyznamné antioxida¢ni aktivité, schopnosti zhaSet
reaktivni formy kysliku a dusiku, chelatovat kovy, inhibovat tvorbu volnych kyslikovych
radikald a inhibovat enzymy, jejichz aktivita mize zvySovat oxidacni stres (NO-syntdza,
lipoxygenazy, cyklooxygendzy, xantinoxidazy) a zvySovat aktivitu antioxidacnich enzymu
(glutathionperoxidaza, katalaza, superoxiddismuzaza) [3]. Kresorpci katechini ze
zeleného caje dochazi predevSim v tenkém a tlustém stfeveé, CasteCnd resorpce byla
zaznamenana jiz v dutin€ Ustni. Vstfebavani muze byt snizeno vazbou polyfenoli na
bilkoviny a jejich vstfebavani mohou ovlivnit i dalsi slozky potravy. Katechiny piechazeji
do plazmy (hladina 0,2-2 % v zavislosti na vypitém mnozstvi ¢aje, maximalni koncentrace

byla 1,4-2,4 hod po vypiti ¢aje) [48].

Vzhledem K ptitomnosti vysokého mnozstvi fenolickych latek, u nichz byla
v mnoha studiich prokazana antioxida¢ni aktivita, je konzumace zeleného Caje davana do
souvislosti se snizenim vyskytu zdvaznych onemocnéni, jakymi jsou kardiovaskularni
onemocnéni nebo rakovina. Vysledkem poddvani zelené¢ho caje zvifatim s modelovym
oxida¢nim stresem (rakovina, zanét, kardiovaskularni onemocnéni, ateroskleréza) byla
fada nejrizngjsich odpovédi ukazujicich, ze u¢inné latky se vstiebavaji a aktivné zasahuji
do bunéénych procesti in vivo, a to mechanismem vychazejicim z jejich antioxida¢niho
pusobeni. Vysledky pokusii na zvifatech lze vSeobecné hodnotit jako velmi slibné.
Provedena byla fada epidemiologickych studii sledujicich vliv konzumace napoje ze
zeleného cCaje na zdravi cloveka. Studie byly zaméfené na kardioprotektivni,
antithrombotické a protizanétlivé plsobeni, dale na ovlivnéni hypertenze, rakoviny

(gastrointestinalniho traktu, plic, prsu), diabetu, obezity ¢i kazivosti zubi [3,49].

Caj ma také diky kofeinu povzbuzujici uéinek. Pisobi diureticky, uziva se ke
zmirnéni leh&ich prajmi a také jako doplnék pii 16¢bé obezity [24]. Uginné latky zeleného
Caje jsou dobfe rozpustné ve vodé. Z latek majicich pozitivni dopad na nase zdravi si
vS§imneme zvlasté¢ kombinace vitaminu E a B12, jez je nezvykla (vitamin E se vyskytuje
obvykle v semenech olejnin a B12 v mléce a vyrobcich z n¢j) [47]. Zaznamenano bylo
napt. sniZzeni vyskytu infarktu myokardu, snizeni Umrtnosti po infarktu myokardu,

zmenSeni rizika kardiovaskuldrniho onemocnéni. Pozorovano bylo rovné€z snizeni
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celkového cholesterolu, LDL, triglyceridii, zvySeni hladiny HDL, zlepSeni stavu pacientl

s nadorovym onemocnénim, snizeni vyskytu ateroskler6zy a rakoviny plic u kuraka [48].
3.2 Volné radikaly

Volné radikaly jsou vysoce reaktivni a nestabilni molekuly, atomy nebo ionty, které
ve své valen¢ni sféte obsahuji alespon jeden nebo vice neparovych elektront [50]. Volné
radikaly, které vznikaji in vivo, maji fadu fyziologickych funkci a lidsky organismus je umi
vyuzivat ke svému uzitku. Lze fici, ze diky svym funkcim maji pro organismus zivotn¢
dilezity vyznam. Jestlize se vSak jejich mnoZzstvi oproti hlading latek s fyziologickym
antioxida¢nim ucinkem v téle dlouhodobé zvysi (tzv. oxidacni stres), uplatni se

Vv organismu jejich negativni vliv [51].

Volné radikaly se do organismu dostavaji zvenci, velké mnozZstvi vSak vznika 1
v pribéhu metabolismu. Podle toho rozdélujeme pfi¢iny vzniku volnych radikali na
exogenni a endogenni. Volné radikaly mohou napadnout prakticky kteroukoliv molekulu
organismu a zpusobit tak jeji oxidacni poskozeni. Nejzavaznéjsi je poSkozeni fosfolipidi
bunéénych membran vedouci k poruse nukleovych kyselin (mutageneze, karcinogeneze,
zanik bunky) a bilkovin (inaktivace enzymi a jinych bilkovin s riznym biologickym
vyznamem) [52]. Dusledkem agresivniho pisobeni na bunky zptsobuji volné radikaly
rizné zdravotni problémy, vcetné aterosklerdzy, zéanétd, srde¢né-cévnich chorob a

nékterych typt rakoviny [53].
3.2.1 Reaktivni formy kysliku a dusiku

Rada volnych radikalti patfi mezi reaktivni formy kysliku a dusiku (tabulka ¢&. 2).
Reaktivni formy kysliku ROS jsou v téle produkovany pii metabolickych procesech
vyzadujicich kyslik - pfi dychéani a pfi urcitych bunéénych imunitnich funkcich. Zahrnuji
jak radikalové, tak neradikalové formy. Reaktivni formy dusiku jsou oznacovany zkratkou

RNS [54].
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REAKTIVNI FORMY KYSLIKU

Volné radikaly Neradikalové formy
Superoxid 0,” Peroxid vodiku H,0,
Anion 0> Kyselina chlorna HCIO
Hydroxyl OH Singletovy kyslik '0,
Hydroperoxyl HO, Oz6n Os
Lipid peroxyl LOO:- Lipid hydroperoxid LOOH
Peroxyl ROO-
Alkoxyl RO-
REAKTIVNi FORMY DUSIKU
Volné radikaly Neradikalové formy
Lipid alkoxyl LO Oxid dusity N,O3
Oxid dusicity NO, Kyselina dusita HNO,
Oxid dusnaty NO Nitryl chlorid NO,CI
Nitroxyl NO Nitroxid NO
Thiyl RS Oxid dusi¢ity NO,
Protein P Kyselina peroxodusita ONOOH
Peroxynitryl ONOO Oxid dusny N,O
Nitrosyl NO*
Nitronium NO,"
Alkylperoxynitrit ROONO

Tabulka 2. Reaktivni formy kysliku a dusiku a neradikalové formy [50,54]

Hlavnim producentem reaktivnich metabolitii kysliku v buiikach jsou membranové
vazan¢ enzymy, jejichz koenzymy jsou schopné redukovat kyslik pouze jedinym
elektronem za vzniku superoxidu O;". Jedna se o koenzymy s chinoidni nebo flavinovou
strukturou, hemové koenzymy nebo koenzymy smédi v aktivnim centru [55].
Nejvyznamnéjsi reaktivnim metabolismem kysliku je superoxidovy radikal, ktery vSak
neni pfili§ reaktivni. Tento radikal je prekurzorem a vychozi latkou pro tvorbu dalSich
neredukovanych reaktivnich forem kysliku (napf. hydroxylového radikélu).
Nejvyznamnéjsi reaktivni formou dusiku je oxid dusnaty. Pfi nizkych koncentracich
reaguje pomalu s vétsinou molekul, véetné kysliku. Pomala reakce je zptisobena nékolika
faktory: prubéznym vychytavanim oxidu dusnatého v erytrocytech za vzniku

methemoglobinu, mnohem rychlejsi difuzi oxidu dusnatého do krve (proti rychlosti
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syntézy oxidu dusnatého), schopnost oxidu dusnatého reagovat in vivo dostate¢né rychle
jen s tranzitnimi kovy a regulac¢ni funkci oxidu dusnatého v nizkych koncentracich. Oxid

dusnaty je za urcitych okolnosti prudce jedovaty [50].

Védci nyni povazuji ochranu proti volnym radikaliim a jejich skodlivému tc¢inku za
jeden z kli¢ovych ptedpokladii k udrzeni dlouhodobého kvalitniho Zivota. Nyni vime, Ze za
dlouhovékosti a Zivotem bez nemoci nestoji jen geny a védecky pokrok, ale také schopnost
organismu chranit se pied volnymi radikaly. Ty mohou zplsobovat nemoci srdce,
rakovinu, cukrovku, artritidu, nemoci zraku, Alzheimerovu nemoc a piedCasné starnuti
[56].

3.2.2 Oxidaéni stres

Oxidaéni stres popisuje poskozeni rovnovahy mezi vznikem a odstranovanim
reaktivnich forem kysliku a reaktivnich forem dusiku. ROS jsou v organismu nezbytnou
soucasti enzymovych mechanismtl, ucastni se uvoliiovani a pfemény energie potfebné pro
zivot. Za normalnich okolnosti v organismu neskodi, $kodi pouze, vymknou-li se kontrole.
Oxidacni stres miiZze byt vyvolan nadmérnou produkei ROS, ¢i RNS, nedostate¢nou funkci
antioxida¢niho systému nebo spojenim obou nedostatki [55]. Oxidacni stres je pfirozenym
priavodnim jevem aerobniho metabolismu, pfimo se podili na rozvoji fady onemocnéni a je
vyznamnym faktorem pfirozeného starnuti. Oxidacni stres vznika porusenim rovnovahy

mezi volnymi radikaly exogenniho a endogenniho ptivodu a antioxidanty [51].
3.3 Antioxidanty

Zadny zivy organismus nepfeZije bez u¢inné ochrany proti volnym radikalim.
Antioxidanty stoji v prvni linii boje proti témto molekulam. Neutralizuji a snizuji u¢inek
volnych radikdli na minimum pfeddnim elektronu, ¢imZ je stabilizuji. Stabilni volné
radikaly tak pfestavaji byt hrozbou pro builky. Organismus sice umi vytvofit nékteré
antioxidanty sam, ale vyznamnou ulohu v ochrané proti volnym radikaliim plni i vyZiva,
ponévadz vybrané nizkomolekularni antioxidanty jsou dodavany do organismu vyhradné

jako soucast potravy [56].

Téméf vSechny organismy jsou dobfe chranény proti poskozeni volnymi radikaly

komplexnim antioxidaénim obrannym systémem, jehoZz soucasti jsou enzymy jako
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superoxiddismutaza, kataldza, nebo nizkomolekularni latky jako je a-tokoferol, kyselina
askorbova, karotenoidy, polyfenoly a glutathion. Vzhledem ktomu, ze fada
nizkomolekularnich antioxidantli neni v lidském organismu syntetizovana a musi byt
pfijimana s potravou, je Vv soucasné dob¢ velkd pozornost vénovana zdrojum ptirodnich
antioxidantli inhibujicich peroxidaci lipidi nebo chranicich pted Skodlivymi ucinky

volnych radikala [57].

Proti nezadoucimu pusobeni reaktivnich forem kysliku a dusiku v organismech
existuje fada obrannych mechanisma, kterych se zucastiiuje mnozstvi antioxidantii, coz
jsou molekuly, které mohou zabrafiovat nebo omezovat oxidacni destrukci latek a celych
biologickych systémt. Jsou pfitomny v malych koncentracich ve srovnani s latkami, jez by
mély chranit [53]. Dokazou snizovat riziko propuknuti fady nemoci a také zabrafuji
pfedCasnému starnuti. Volné radikdly poskozuji organismus a antioxidanty tyto volné
radikaly zachytavaji a eliminuji je. A to tak, ze antioxidanty volnym radikalim poskytnou
vlastni elektron a tim zamezi odbéru elektronu zjinych molekul v rostlinnych i
zivocisnych buiikach. Po této reakci se z nich stavaji také volné radikaly, ale existuji dalsi
antioxidanty, které jim pomohou vratit se do plivodniho stavu. Jako ptiklad lze uvést
kyselinu a-lipoovou a pyknogenol, které mohou obnovit spotfebovany vitamin C, a ten je
zase schopen regenerovat vycerpany vitamin E. Pusobi-li antioxidanty spolec¢né, tedy
synergicky, jejich ucinek se zesiluje [58]. Mira schopnosti organismu vzdorovat
oxida¢nimu stresu je ur¢ena jednak mnoZstvim pfitomnych antioxidantd, jednak jejich
druhem. Parametr, ktery poukazuje na schopnost odolavat oxidacnimu stresu, je oznacovan
jako antioxidac¢ni kapacita a udava celkovou ucinnost vSech antioxidantid v organismu

[53,55].
3.3.1 Rozdéleni antioxidantu

Antioxidanty se podle svého vyskytu déli do dvou velkych skupin: endogenni
(vznikaji v organismu) a exogenni (Organismus si je neumi sam syntetizovat, musi je
pfijmout napf. z potravy). Antioxidanty je mozné délit podle mnoha riznych kritérii, napft.

déleni podle jejich chemické povahy [58].

e antioxida¢ni enzymy

Katalaza - rozklada peroxid vodiku na vodu a molekularni kyslik.
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Glutathion - sloucenina s nizkym obsahem siry. Slucuje se s enzymy, které obsahuji
selen, s glutationovymi peroxidazami, a ty redukuji peroxid vodiku na vodu.
Superoxiddismutdza - vyskytuje se téméer ve vSech organismech. Existuji dva typy

obsahujici méd’ a zinek, nebo mangan. Neutralizuji superoxid na peroxid vodiku.

e antioxidac¢ni vitaminy

Vitamin C (kyselina askorbova) - nejvice se ho nachazi v citrusech, ale i v zeli, Spenatu
druht rakoviny, vznik oc¢nich zakall, zabranuje ptredCasnému starnuti a ma i
protizanétlivé ucinky.

Vitamin E (tokoferol) - ktery se vyskytuje v celych obilnych zrnech, ofesich, rostlinnych
olejich, rybim tuku a v merunkach. Uklada se ve vSech ¢astech bunék, které obsahuji
tuk (je lipofilni, v tucich rozpustny), v bunéénych membranach a lipoproteinech.
Snizuje vyskyt onemocnéni srdce tim, Ze chrani krevni desti¢ky pied poSkozenim
stresem a koufenim.

Vitamin A (retinol) - vyskytuje se pouze Vv téle zivocichi. Ovoce a zelenina obsahuji
mnoho karotenoidli, které lidské télo dokdze pireménit na vitamin A a slouzi jako
ochrana pted UV zéfenim.

Karotenoidy - se vyskytuji ve zlutém, oranzovém a cerveném ovoci a zelening.
Nejznaméjsimi zastupci jsou a-karoten, 3-karoten, lutein, zeaxanthin a lykopen. Snizuji
vyskyt n€kterych druhii rakoviny, zvySuji aktivity bilych krvinek (monocytil), chrani

zrak pfed zékaly a pokozku pied spalenim slunecnim zatenim.

e metabolity, kofaktory a hormony

Koenzym Qio - je schopen na sebe vazat peroxylovy a alkoxylovy radikal, regeneruje
tokoferol. Zvysuje energeticky vykon srdce a posiluje ho. Zabraiiuje vzniku nékterych
typli rakoviny a ma pfiznivy vliv na pacienty s AIDS.

Nikotinamid - vaze hydroxylovy radikal, ptiznivé plisobi na ischemicka a neurologicka
onemocnéni (napomaha 1éceni Alzheimerovy choroby, Parkinsonovy choroby, depresi a
chronického stresu).

Melatonin - antioxida¢ni hormon snizujici vedlej$i G¢inky po chemoterapii, ptisobi
antikarcinogenné a potlacuje zanéty v akutnich fazich.

Glukoza - je schopna na sebe vazat hydroxylovy radikal.
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Bilirubin - vaze singletovy kyslik, superoxid a hydroxylovy radikal.

Kyselina mocova - vaze hydroxylovy radikal a singletovy kyslik.

e antioxidacni substraty

Thioly - chrani organismus pfed volnymi radikaly, které vznikaji ionizaénim zafenim.
Kyselina lipoova - prodluzuje zivotnost vitaminu C a zvysuje plodnost, snizuje hladinu
krevniho cukru, je dulezitd pro lécbu diabetu a poméha pii otravé muchomirkou
zelenou.

Plazmalogeny - skupina fosfolipidi vyskytujicich se v bunééné membrané, které

zmirnuji oxida¢ni poskozeni pfi fotosenzibilizaci.

e stopové prvky

Selen - nachazi se v celych obilnych zrnech, v para ofeSich a Cesneku, je potiebny
k produkci glutationové peroxidazy a pti 1é¢eni kardiovaskularnich chorob a rakoviny.
Zinek - v organismu je jako soucast enzymt, snizuje postischemické poskozeni srdce a

syntetizuje proteiny.

e latky rostlinného piivodu

Polyfenoly - nachazeji se v rostlinach a jejich skupina obsahuje nékolik tisic zastupc.
Jejich spole¢nym znakem je, Ze obsahuji jedno nebo vice aromatickych jader, ktera jsou
substituovana hydroxylovymi skupinami. Lze je rozdé¢lit do tii skupin: fenolické

kyseliny, flavonoidy, stilbeny a lignany [58].
3.3.2 Antioxida¢ni ochrana organismu

Jednou z moznosti, jak organismus chranit pfed vlivem exogennich a endogennich
volnych radikald, je plsobeni antioxidantl. Molekuly antioxidantu omezuji aktivitu
kyslikovych radikalt - snizuji pravdépodobnost jejich vzniku nebo je pfevadéji do méné
reaktivnich nebo nereaktivnich stavi. Tim omezuji proces oxidace v organismu nebo ve
smésich, kde se vyskytuji. Z tohoto diivodu se ptidavaji do potravin, které by byly jinak
oxidaci nadmérné poSkozovany. Konzumovany plsobi pozitivné na zdravi organismu.
Dalsi antioxidanty se vyskytuji (nejcastéji ve formé enzymu) v organismu, kde puisobi

podobné, v potravé jsou vSak bezvyznamné (bud’'to rychle zanikaji nebo nepieziji travici

proces). Antioxidanty lze d¢€lit na pfirozené (v ptirodé nebo dané potraviné se pfirozené
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vyskytujici, byt tieba v mensich koncentracich) a syntetické (ve smyslu uméle vytvorené a

bez patfi¢ného relevantniho vyskytu v piirod¢) [59].

Obvykle panuje snaha upfednostiiovat prvni skupinu, byt dosavadni vyzkumy
ukazuji na naprostou neSkodnost pouzivanych umélych antioxidantti (ovSem zkoumani
ucinku dlouhodobého, resp. celozivotniho uzivani nemohlo byt u nékterych z nich zatim
z praktickych divodi dokonceno). Odbornici se shoduji na tom, ze G¢innost prirozenych
antioxidantli pfijimanych pfirozen¢ (napf. v €aji a ovoci) je vyrazné vyssi nez u stejné
davky podané v Cisté podob¢ jakozto potravinovy doplnék (napf. vitaminova tableta).
Antioxidanty v rostlinné stravé jsou vazany do pevného vlaknitého materialu a v ném se
dostavaji do zaludku a tracniku, kde mohou neutralizovat volné radikaly. Pilulky byvaji
traveny pfili§ rychle na to, aby mohly plsobit na tom spradvném misté. Navic posledni
vyzkumy ukazuji, ze minimalné¢ u néckterych antioxidanti dochédzi pti dlouhodobém
uzivani v ¢istém stavu k tzv. zvratu antioxidantu, kdy se jeho antioxida¢ni G¢inek zméni
v prooxidaéni (tj. vysoce nezadouci). Tato vlastnost, jejiz mechanismus je dosud
nepochopen, byla pozorovana u B-karotenu (provitamin A), vitaminu E, vitaminu C a

flavonoida. U antioxidanti pfijimanych pfirozenou cestou zddny zvrat zaznamenéan nebyl

[59].

Antioxida¢ni dopliiky stravy nebo potrava obsahujici antioxidanty mize byt pouzita
jako prostiedek pro ochranu lidského organismu pfed oxida¢nim poSkozenim. Mnoho
druhtli ovoce, zeleniny, bylin, ceredlii a semen bylo v poslednich letech zkoumano pro svoji
antioxidacni aktivitu. Byliny a kofeni jsou obecné bezpecnymi zdroji piirodnich
antioxidanti. Antioxida¢ni aktivita rostlinnych tkani je piimo spojovana s aktivitou
enzymi vychytavajicich volné radikdly a s obsahem antioxidacnich latek, hlavne

fenolickych sloucenin, karotenoidu, tokoferolu a kyseliny askorbové [57].

Nejvyznamnéjsi vliv na zdravi ¢lovéka maji flavonoidy diky svym antioxida¢nim a
chelata¢nim schopnostem. Piednosti jejich antioxidacnich vlastnosti je inhibice tvorby a
oxidace LDL, ¢imZ se projevuje jejich kardioprotektivni efekt. Ochranna role flavonoidii
v lidské stravé byla také hlavnim cilem fady vyzkumnych studii. Naptiklad vysoky pfijem

v

myokardu u star§ich muzu [60].
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3.4 Techniky vyuzivané ke stanoveni biologicky aktivnich latek

3.4.1 Vybrané analytické metody

Mezi vybrané analytické metody slouzici ke stanoveni bioaktivnich latek patii
ptiprava vzorku k vlastnim analyzam extrakci a dale se vyuzivaji zejména separaéni
metody jako je chromatografie (kapalinova nebo plynova) a kapilarni elektroforéza, dale
hmotnostni  spektrometric (vysokou¢inna kapalinova chromatografie v kombinaci

s hmotnostni spektrometrii) a optické metody (absorp¢ni spektrofotometrie).
3.4.1.1 Extrakce

Proces extrakce chapeme jako ptrechod slozky fdzovym rozhranim mezi dvéma
vzdjemné nemisitelnymi kapalinami. V §ir§Sim analytickém pohledu jsou jako extrakce
pojmenovany i mnohé dal§i metody, pfi nichz je pfevadéna slozka smési fazovym
rozhranim z jedné faze (plynné, kapalné, pevné) do druhé faze (kapalné, pevné), i kdyz
principialné¢ jde o absorpci nebo adsorpci. Extrakéni soustavy miZzeme rozdélit podle
skupenstvi fazi, mezi kterymi piechazi slozka (jedna se o extrakci z pevné faze do
kapaliny, extrakci z kapaliny do kapaliny, extrakci z kapaliny na pevnou fazi a extrakci

z kapaliny nebo plynu na pevnou fazi) [61].

Rozpusténé latky lze oddélit extrakci kapaliny kapalinou. Mnohdy je vSak tfeba
oddélit latky pfitomné v tuhém vzorku. V tomto piipad¢ neni moZné upravit slozky vzorku
tak, aby se podpofila nebo potlacila extrakce, jako je tomu u rozpusténych latek, déleni je
pak zavislé predev§im na rozpustnosti slouceniny v urCitém rozpoustédle. Extrakce tuhé
latky kapalinou se pouziva nejcastéji pro biologické a ptirodni vzorky, ale mohou byt takto
déleny 1 anorganické latky. Extrakce tuhych latek je obvykle zdlouhava, protoze diftize
extrahované latky tuhou fazi je pomald, proto se dava prednost kontinudlni extrakci, napf.
v Soxhletové extraktoru. Extrakci 1ze rovnéZ podpofit mikrovinnym ohfevem rozpoustédel,
ktera jsou v kontaktu stuhym vzorkem. Extrakci latek ztuhé faze lze podpofit téz

ultrazvukem [62].
3.4.1.2 Vysokoucinnd kapalinova chromatografie

Chromatografie je separacni metoda, pii které se odd¢€luji, neboli separuji slozky
obsazen¢ ve vzorku. Svym urCenim je to pfedevSim metoda kvalitativni a kvantitativni
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analyzy vzorku. V chromatografii se vzorek vnasi mezi dvé vzajemné nemisitelné faze.
Staciondrni faze je nepohybliva, mobilni faze je naopak pohybliva. Pohybem mobilni faze
pies staciondrni fazi je vzorek touto soustavou undsen. V kapalinové chromatografii je
mobilni fazi kapalina. Behem separace se analyt rozd¢luje mezi mobilni a stacionarni fazi.
Cas, jaky stravi v jedné nebo druhé fazi, zavisi na afinité analytu ke kazdé z nich. B&hem
separace se Vv kolong vytvati a porusuje fazova rovnovaha mezi mobilni a staciondrni fazi
[61]. U vysokouc¢inné kapalinové chromatografiec (HPLC) se vysoké ucinnosti dosahuje
pouzitim stacionarnich fazi, které obsahuji malé castice pravidelného tvaru a jednotné
velikosti, které homogenné vypliuji kolonu. Pratok mobilni faze je zajiStén vysokym

tlakem [62].

Systémy se znacné snizenou polaritou stacionarnich fazi a polarnimi mobilnimi
fazemi se oznacuji jako systémy s obracenymi - reverznimi fazemi. RP-HPLC umoZiuje
separaci velkého poctu organickych sloucenin, ale i komplext elektricky neutralnich, resp.
s omezenou polaritou. Stacionarni faze pro kapalinovou chromatografii se plni do trubic
razné délky a priméru, zhotovenych z nerezové oceli, tvrzeného skla a plastd [63].
Mechanismus separace na reverznich chemicky vdzanych fazich je kombinaci tii interakci:
interakce solutu s mobilni fazi, interakce mobilni fize se stacionarni fazi, rozdélovani
solutu mezi mobilni a stacionarni fazi. Rozhodujici roli hraje interakce s mobilni fazi, ktera
je dana hydrofobnimi interakcemi a interakcemi namifenymi proti nim. Jejich velikost

zavisi na polarité€ solutu, na permitivité a na povrchovém napéti mobilni faze [62].

Kapalinovy chromatograf se sklada znékolika Ccasti: Cerpadla, sméSovaciho
zafizeni, zasobnikii mobilni faze, davkovaciho zafizeni, napliové kolony a detektoru (napf.
fotometricky, refraktometricky, fluorescencni, elektrochemicky nebo hmotnostni detektor)
[61]. Z kolony je eluat veden do detektoru. Signal detektoru se vyhodnocuje pocitaéem
nebo nékterym jinym vyhodnocovacim zatizenim [62]. Pro identifikaci latky je podstatné
umisténi maxima piku v chromatogramu. Toto umisténi lze vyjadiit retencnimi daty:
retencni Cas a retencni objem. Pro kvantitativni analyzu se pouziva plocha a vyska piku,

které rostou s Obsahem slozky ve vzorku [61].

3.4.1.3 Plynovd chromatografie

Chromatografickych metod je velké mnozstvi. Vzhledem ke zna¢né rliznorodosti se

déli podle néckolika hledisek: podle skupenstvi mobilni faze (kapalinovd a plynova
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chromatografie), podle uspofadani stacionarni faze (kolonova, papirova, tenkovrstva
chromatografie) a podle povahy dé&je, ktery pievlada v separaci (rozdélovaci, adsorpéni,

iontové-vymeénna, gelova a afinitni chromatografie) [61].

Plynova chromatografie je takova separacni metoda, kde je mobilni fazi nosny
plyn. Plynovy chromatograf se skldda z né€kolika Casti: zdroje plynu, Cisticitho zafizeni,
regulacniho systému, davkovace vzorku, napliiovou nebo kapilarni kolonou, termostatem,

detektorem a vyhodnocovacim zafizenim [61].

3.4.1.4 Kapilarni elektroforéza

Elektroforéza spociva v migraci elektricky nabitych ¢éstic ve stejnosmérném
elektrickém poli (konstantni stejnosmérné napéti mezi elektrodami). U kapildrni
elektroforézy je kapildra naplnéna zdkladnim elektrolytem, ktery vede proud (konce
kapilary jsou ponofeny do zasobniki s elektrolytem, spole¢né s elektrodami z inertniho
materialu - Pt). Mezi elektrody se aplikuje vysoké napéti (10 - 30 kV). Maly objem vzorku
se davkuje do konce kapilary. Ta ptechazi pres detektor, obvykle fotometricky a zdznam
zavislosti odezvy detektoru na Case se nazyva elektroferogram. Elektroferogram je
podobny chromatogramu. Poloha pikli urcuje kvalitu, plocha nebo vyska pikli kvantitu

[61].

Kapilarni elektroforéza (CE) je dals$i bézné€ uzivanou metodou k separaci a
kvantifikaci slozek caje. Kapilarni zénova elektroforéza (CZE), micelarni elektrokineticka
kapilarni chromatografie (MEKC) a nevodnad kapilarni elektroforéza (NACE) s UV
absorbancni detekci jsou CE metody uvedené v odborné literature ke stanoveni obsahu

¢ajovych komponent [64-68]
3.4.1.5 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je fyzikalné chemickd metoda uréovani hmotnosti
atomu, molekul a jejich ¢asti po jejich pfevedeni na kladné a zaporné ionty. Pii vhodné
interpretaci vysledkii méfeni ma metoda velmi dobrou vypovidaci schopnost o struktufe
analyzovanych latek [62]. Tato separacni technika ptevadi vzorek na ionizovanou plynnou
fazi a vzniklé ionty separuje podle hodnoty podilu jejich hmotnosti a naboje m/z.
Zakladnimi kroky v této technice jsou odpafeni vzorku, ionizace, akcelerace ionti do

hmotnostniho analyzatoru, separace iontli hmotnostnim filtrem a detekce iont. Vysoké

33



vakuum Vv zafizeni (10™-10® Pa) brani vzajemnym kolizim ¢éstic v plynné fazi. Ve vétsing

spektrometr( nastane reakce za vzniku iontli a po ni probiha analyza [61].

Hmotnostni spektrometr ma nékolik zékladnich soucasti. Iontovy zdroj slouzi
k pfevedeni analyzované latky do ionizovaného stavu. V prostoru iontového zdroje dochazi
I Kk vétsin¢ fragmentacnich reakci vedoucich k destrukci chemickych vazeb vzniklého
iontu. Hmotnostni analyzator slouzi jako disperzni prvek a umoziiuje rozdélit v prostoru
nebo Case smés ionti o rtznych pomérech hmotnosti k naboji (m/z), produkovanou
VvV iontovém zdroji. Detektor, na ktery je sméfovan proud iontli po pruichodu hmotnostnim
analyzatorem, poskytuje analogovy signal imérny poctu dopadajicich iontd. Ten je po
digitalizaci pfeveden do pocitae a vhodnym programem zpracovan do formy

hmotnostnich spekter [62].

MS je vSestrannd, rychla a citlivd analytickd metoda, ktera je ¢asto vyuzivana ke
kvalitativni 1 kvantitativni chemické analyze, protoze poskytuje velké mnozstvi informaci
o vzorku a jeho slozeni. Pfispiva k identifikaci, ureni struktury organické latky a uréeni
spektrometrie je predevSim stopova analyza organickych latek s diirazem na zjisténi jejich
struktury. Spojeni hmotnostniho spektrometru se separatnimi metodami (zejména
plynovou a kapalinovou chromatografii a kapilarni elektroforézou) vyrazné zvysuje
selektivitu a umoznuje provadét identifikaci komponent vzorku ve slozité matrici.
Hmotnostni spektrometr zde vystupuje jako strukturné selektivni detektor umoziujici
kromé obvyklé registrace zon latek eluovanych z kolony provést 1 jejich identifikaci na

zaklad¢ zaznamenaného hmotnostniho spektra [62].
3.4.1.6 Absorpéni spektrofotometrie v oblasti UV-VIS

Optické metody jsou fyzikalni metody =zalozené na interakci vzorku
s elektromagnetickym zafenim nebo na vyzafovani elektromagnetického zareni vzorkem.
Tyto metody se rozd€luji na nespektralni a spektralni metody. Mezi spektralni metody
zaloZzené na vyméné energie mezi latkou a zafenim fadime metody emisni a metody
absorp¢ni, které sleduji pohlcovani (absorpci) zafeni vzorkem. Podstatou ultrafialové a
viditelné spektrofotometrie je absorpce ultrafialového nebo viditelného zafeni (200-800

nm) zfedénymi roztoky molekul. Pti absorpci dochdzi k excitaci valencnich elektrond,
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které jsou soucasti molekulovych orbitali. Proto molekulova absorpéni spektra v UV-VIS
oblasti jsou svou podstatou elektronova spektra. Je-li absorpce zateni nulova, je nulova i
absorbance. S rostouci absorpci roste absorbance. Absorpce je pfimo imérna koncentraci

absorbujici latky a tloust'ce absorbujici vrstvy [61].

UV-VIS spektrometr je pomérné¢ jednoduchy pfistroj. Paprsek svétla z viditelného
a/nebo UV zéfeni je rozdélen na dil¢i vinové délky pomoci hranolu nebo difrakéni miizky.
Kazda vinova délka je dale rozd€lena na dva paprsky o stejné intenzité pomoci pil
zrcadlového zafizeni. Jeden paprsek — paprsek vzorku — prochazi kyvetou obsahujici
roztok, ktery byl studovan na transparentnim rozpoustédle. Druhy paprsek — referen¢ni
paprsek — prochazi kyvetou obsahujici pouze rozpoustédlo. Intenzity téchto svételnych
paprskill jsou méteny elektronickymi detektory a nasledné porovnany. Ultrafialova cast se
pohybuje Vv rozmezi 200 az 400 nm a viditelna ¢ast v rozmezi 400 az 800 nm. Riizné
slou¢eniny mohou mit velmi odlisné absorpéni maxima a absorbance. Latky s intenzivni
absorbanci musi byt méfeny ve zfedéném roztoku. Tato metoda vyniké predevsim svoji
dostupnosti, jednoduchosti a relativn€ nizkou ndkladovosti v porovndni s jinymi
spektrometrickymi metodami. Stanoveni vzorku o niZz§i koncentraci byva ve spojeni s touto

metodou obtiznéjsi, protoze je méng¢ citliva [69].

Ultrafialova a viditelna spektra se vyuzivaji k identifikaci neznamé organické latky
a K porovnani zméfeného spektra se znamymi spektry. Tato spektra jsou jednoducha a
poskytuji pro identifikaci latky omezené mnoZzstvi informaci, proto vysledky nejsou
dostatecné k urCeni zavéru o prikaznosti identifikace. Ziskdme vSak podklady, které
dopliuji informace z méfeni infraervenych spekter, nuklearni magnetické rezonance a
hmotnostnich spekter. Méfeni absorbance hojné¢ vyuzivame ke kvantitativnim analyzam,
tedy urceni koncentrace sloué¢enin metodou kalibra¢ni kiivky. UV-VIS spektrometrie je

vyuzivana v celach detektorti separaénich metod [61].

3.4.2 Metody stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity

Pro charakterizaci souhrnné koncentrace vSech latek s antioxida¢nimi ucinky ve
vzorku pouzivame termin celkova antioxidaéni aktivita (TAA) [55]. V dnesni dob¢ existuje
mnoho zplisobii chemické analyzy a biologického hodnoceni materialti s antioxida¢nimi
vlastnostmi a byly vypracovany cetné metody, kterymi Ize stanovovat celkovou

antioxida¢ni aktivitu. Tyto metody se svymi principy navzajem odliSuji a postupné se
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vyvijeji jejich dalsi modifikace. Hlavnim principem téchto metod je ur¢ovani antioxidacni
nebo také redukéni schopnosti sumy vsSech antioxidacnich latek ptfitomnych ve vzorku
[70].

Metod pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity je mnoho, je to dano ptisobenim
riznych mechanismti nizkomolekularnich antioxidantd. V metodach pro stanoveni
antioxidacéni aktivity se Casto vyuziva reakce antioxidantd s radikély ¢i pfechodnymi kovy.
Postupy pro stanoveni antioxida¢ni aktivity jsou zaloZeny na raznych principech. Obecné
mohou byt postupy stanoveni TAA rozdéleny do dvou skupin na metody hodnotici
schopnost eliminovat radikaly a metody posuzujici redoxni vlastnosti latek. Jejich soucasti
je predevsim spektrofotometrické méteni, fluorometrie a chromatografie [53]. Samostatnou

skupinou metod jsou metody testovani antioxida¢ni aktivity in vivo [70].
3.4.2.1 Metody zaloZené na eliminaci radikali

Metody vyuzivajici schopnosti vzorku vychytdvat volné radikaly anebo alespoini
zpomalit jejich tvorbu [53,55]. Radikaly mohou byt v reakéni smési generovany piimo
nebo jsou do reakéni smési pridavany. Z chemického hlediska jde o radikaly kyslikové
(hydroxyl, peroxyl, superoxidovy anion-radikal) nebo syntetické stabilni radikaly (DPPH,
ABTS, galvinoxyl). Zvlastni skupinu tvofi metody testujici schopnost inhibovat nebo

zpomalovat lipidovou peroxidaci [53,70].

e Metoda TEAC

Metoda TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) patii k metodam
eliminujicim syntetické radikaly. Celkova antioxidacni aktivita se vztahuje k ekvivalentni
koncentraci  roztoku troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova
kyselina), coz je ve vod¢ rozpustna latka strukturné podobna vitaminu E. Misto troloxu se
pouzivaji i jiné standardy, nejCastéji askorbat, gallat a epikatechin. Jako dalsi prekurzor
radikalu mizeme pouzit latku ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova
kyselina)) [70].

e Metoda DPPH
DPPH (2,2-diphenyl-1-pikrylhydrazyl-hydrat) je stabilni radikal. Metoda je

zaloZena na redukci DPPH antioxidanty pfitomnymi ve vzorku za vzniku redukované
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formy DPPH-H. Sleduje se odbarveni rizovo-fialového roztoku DPPH pfi jeho redukci
absorbance - spektrofotometricky, metodou elektronové spinové rezonance a pomoci
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie. Celkova antioxidacni aktivita vzorkl
obsahujicich smés antioxidanti se jako v predchozi metod¢ vztahuje k ekvivalentni

koncentraci jiné latky, nejcastéji kyseliny askorbové nebo troloxu [70,71].

e DalSi metody eliminujici syntetické radikaly

Podobnych metod miize byt mnoho, podle poctu pouzitych stabilnich syntetickych
radikala. Tyto metody jsou zalozené na stejném principu jako ty pfedchozi, a to na reakci
stabilniho syntetického radikalu s antioxidanty ve vzorku, kdy se redukce radikélu projevi
néjakou meftitelnou zménou fyzikalné chemickych vlastnosti roztoku radikalu.

Dal$im syntetickym radikalem, ktery lze pouzit pro stanoveni celkové antioxida¢ni
aktivity je naptiklad DMPD (dimethylfenylendiamin). Ten je v roztoku pisobenim Zelezité
soli pteveden na svoji radikalovou formu. Tato forma je stabilni a barevna. Po reakci se
vzorkem se roztok radikalu odbarvuje a barevna zména se hodnoti spektrofotometricky

[70,71].

e Metoda ORAC

Tato metoda (Oxygen Radical Absorbance Capacity) patii mezi metody, kde se
pracuje s kyslikovymi radikaly. Jejim principem je vytvofeni peroxylového radikalu -
fykoeritrinu  pomoci  oxida¢niho ¢inidla ABAP  (2,2'-azobis(2-amidinopropan)
dihydrochlorid). Radikal reaguje se vzorkem a stanovuje se schopnost vzorku zastavit nebo
zpomalit probihajici radikdlovou reakci. Reakce se vyhodnocuje fluorimetricky a urcuje se
rychlost ubytku signalu fluorescence po ptidani vzorku.

Pii méfeni antioxida¢ni aktivity v ¢ajich neni vhodné pouzivat radikal B-fykoeritrin,
protoze u néj dochazi k omezeni fotostability. Je to vlivem polyfenold, které se v hojné

mife v ¢aji nachazeji. Proto je vyhodnéjsi misto n&j pouzit fluorescein [70].
e Vychytavani OH-radikali

Jako standardni antioxidacni latka se pouziva kyselina salicylova, jejiz produkty se

stanovuji pomoci HPLC a UV detekci, dale DMPO (5,5-dimethyl-1-pyrrolin N-oxid),

37



jehoz produkty se stanovuji pomoci elektronové spinové rezonance a pouziva se i

deoxyribdza a jeji produkty se uruji pomoci reakce s Kyselinou thiobarbiturovou [71].

e Vychytavani superoxidového anion-radikalu
K vytvoteni superoxidového radikalu slouzi reakce systému 5-methylfenazinium-
methyl-sulfat (PMS) a nikotinamidadenindinukleotidu (NADH). NADH muze byt
nahrazen systémem xanthin/xanthinoxiddza. Radikal reaguje se vzorkem a zbytkovy
nezreagovany radikal redukuje nitrotetrazoliovou modf. Nitrotetrazoliovou modf je mozné
nahradit formazanovym barvivem WST-1. Reakce se detekuje spektrofotometricky pfi

550-560 nm nebo elektronovou spinovou rezonanci [71].

e Metody lipidové peroxidaéni

Tyto metody vychazi z toho, Ze volné radikaly v organismu zpuasobuji lipidovou
peroxidaci. Ptidavek vzorku s antioxidacnimi latkami se davkuje k substratu, v némz
probiha lipidova peroxidace a sleduje se jeji eliminace [70]. Antioxida¢ni latky mohou
reagovat s primarnimi kyslikovymi radikaly, 1 se sekundarnimi radikdlovymi meziprodukty
nebo chelatuji ionty pfechodnych kovu [71]. Substratem mohou byt jakékoliv tukové
materialy od nenasycenych mastnych kyselin az po homogenaty zivocisné tkang, v kterych
se lipidova peroxidace vzbuzuje tetrachlormetanem nebo peroxidem. Vyslednd reakce se

vyhodnocuje spektrofotometricky [70].

o Detekce oxida¢niho poskozeni organismu
Pfi téchto metodach se pouzivaji pokusna zvifata, u kterych se vyvolava oxidacni
stres a soucasné nebo po urCité dobé se podava testovanad latka. Kritérii oxidacniho
poskozeni jsou 8-hydroxy-2’-deoxyguanosin v moc¢i, TBARS (latky reagujici s kyselinou
thiobarbiturovou) v krvi, hydroperoxidy a konjugované dieny v krvi, F2-isoprostany a etan

+ pentan ve vydechovaném vzduchu [53,70,71].
3.4.2.2 Metody zaloZené na hodnoceni redoxnich vlastnosti ldtek

Neenzymové antioxidanty mohou byt charakterizovany jako redukéni €inidla, ktera
reaguji s oxidanty, redukuji je a tim je inaktivuji. Z tohoto pohledu Ize antioxidacni aktivitu

posuzovat na zakladé reduk¢ni schopnosti latky [53].
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e Metoda FRAP

Tato metoda (Ferric Reducting Ability Power) je zalozena na redukci Zelezitych
komplext jako je 2,4,6-tripyridyl-S-triazin (TPTZ) s chloridem zelezitym (FeCls). V tomto
ptipadé dochazi po redukci k tvorbé barevnych komplexii [72]. Metoda spociva v redukci
zelezitych komplext, které jsou skoro bezbarvé, pomoci antioxidantil ze vzorku. Zelezité
komplexy se redukuji na zeleznaté a vytvareji barevné komplexy. MnoZstvi barevnych
komplexit je ekvivalentni k mnozstvi antioxidacnich latek. Komplexy se deteku;ji
spektrofotometricky. Jako Zzelezité komplexy se pouzivaji TPTZ a ferrokyanid [70]. Pro
méieni antioxidacni aktivity Caje neni tato metoda moc vhodnd, protoze polyfenolické

latky reaguji pomalu a nemusi byt kompletné zméfeny [71].

e Cyklicka voltametrie
Tato metoda sleduje schopnost latek odstépovat elektrony. Na pracovni elektrodu
se privadi urcitou rychlosti potencialovy pulz a sleduji se proudové odezvy v roztoku
vzorku. Vysledkem je cyklicky voltamogram. Redukéni schopnost antioxidantli se urci
Z potencialu anodického oxidacniho piku Ea: ¢im je latka silngj$i antioxidant, tim je tato

hodnota mensi. Z piku anodického proudu Ia se zjistuje mnozstvi antioxidacni latky [71].

e Vysokou¢inna kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci
Mezi metody zaloZené na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek miiZeme pfifadit i
HPLC s elektrochemickou detekci [73,74]. Pii této vysokoucinné kapalinové
chromatografii se vyuzivaji rizné typy detektordi, jako jsou amperometrické a

coulochemické detektory [53,71]

3.5 Senzoricka analyza

Senzorickou analyzou rozumime hodnoceni potravin bezprostfedné nasimi smysly,
véetné zpracovani vysledki centralnim nervovym systémem. Analyza probiha za takovych
podminek, kdy je zajisténo objektivni, pfesné a reprodukovatelné méteni. Osoby, které se
aktivné zucCastiiuji senzorické analyzy, se nazyvaji hodnotitelé¢ nebo posuzovatelé. Soubor
téchto osob se nazyva porota nebo panel. Jako konzument se oznacuje hodnotitel, ktery
neni specialn¢ odborné vzdélan, takze jeho nazory, postoje i vysledky jsou blizké nazorim

skute¢nych spotiebitelt. Vlastni analyzy by mély probihat pouze na specializovanych
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pracovistich. Musi byt eliminovany negativni vlivy, které by pfi vlastni analyze mohly

puasobit na hodnotitele [75].

Smyslové hodnoceni potravin bylo vzdy pfedmétem zdjmu spotiebitelti a nabyvalo
na vyznamu srostouci mirou nasycenosti obyvatelstva. Pristupy ke smyslovému
posuzovani potravin i jeho metody se postupné vyvijely az k metoddm soucasnym,
zalozenych na podrobnych znalostech fyziologickych principii vnimani, na objektivizaci
vybéru posuzovatelli, na vytvoreni optimalnich podminek pro vlastni senzorickou analyzu
a statistickém vyhodnoceni senzorickych vyroku. Za takovych okolnosti miize byt

senzoricka analyza vyuzivana v systémech fizeni jakosti a kvality v produkci potravin [76].

3.5.1 Senzorické hodnoceni ¢aje

Je mnoho druhil ¢aje a kazdy vynika svoji chuti. Nékteré jsou vysoce hodnoceny pro
svoji trpkost, jiné pro svoji sladkost ¢i hotkost a spousty dalSich vlastnosti, které¢ ¢aj mize
mit. To ov§em neznamena, ze kazdy Caj je dobry [77]. Hodnoceni jeho kvality vyzaduje
znaéné zkuSenosti. Zpiasob piipravy cajového vyluhu spafenim listd pro senzorické
hodnoceni udava CSN ISO 3103. Vzorky je tfeba pfipravit tak, aby posuzovatelé nebyli
informovani o skute¢nostech, které by mohly ovliviiovat jejich vysledek [78]. Spatna chut
muze byt zptsobena vlivy, které nesouvisi s jakosti listu, naptiklad neodpovidajicim
zpusobem piipravy nebo pouzitim nevhodnych piisad apod. [77]. Pokud voda obsahuje
prili§ velké mnoZstvi minerdlnich latek, zejména véapniku, hot¢iku a Zeleza, projevi se to
ztmavnutim a ztupénim barvy [14].

Hodnoceni probiha anonymné a barva vyluhu se pomoci zrakového smyslu hodnoti
proti bilému pozadi. Hodnotitelé posuzuji nejen barvu daného vyluhu, ale také intenzitu

zabarveni [78]. U zelenych ¢aju ptechazeji barevné tony vyluhu od svétle zelené po zlutou.

Pokud se u nich vyskytne okrova ¢i nahnédla barva, tak to svédci o staii éaje [77].
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Material a pristroje

4.1.1 Zelené caje

Pro stanoveni bioaktivnich latek s antioxidac¢ni schopnosti bylo vybrano Sest druha
sypanych zelenych Caji. Vzorky caji byly zakoupeny ve specializovanych obchodech
s ¢ajem. Byly pouzity ¢aje ze dvou producentskych zemi, tfi vzorky zelenych sypanych
¢aji z Ciny a tii vzorky zelenych sypanych Gaji z Japonska. Z kazdého vzorku byly
pfipraveny tii ¢ajové vyluhy ve vodé pii teplot¢ 60, 80 a 100 °C. Ptipravené vodné

extrakty ¢aju se dale analyzovaly vybranymi technikami.
Cinské ¢aje:

e vzorek ¢. 1 - Chun Mee ,,Vzacné obo¢i*

Obrazek 6. Cinsky zeleny ¢aj Chun Mee (Zdroj: Blazkova)

Cinsky zeleny ¢aj Chun Mee (obrazek ¢. 6) je charakteristicky drobnymi listky
svinutymi do tvaru ,,vrabCich jazycku“ nebo oblouckd pfipominajicich oboci. Barva
suchého listu je Sedozelend, nédlev Zluty a chut vyrazna se sladkymi tony, pii delSim
luhovani trpéi. Postup piipravy ¢aje dle prodejce: luhovani 1-2 minuty, teplota vody 85 °C

a mnozstvi 7 g ¢aje/0,5 1 vody.
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e vzorek ¢. 2 - Gunpowder, Zhu Cha ,,Perlovy ¢aj“

Obrizek 7. Cinsky zeleny ¢aj Gunpowder (Zdroj: Blazkova)

Zeleny ¢aj znamy na Zapadé jako Gunpowder, v Cin& jako Zhu Cha (obrazek ¢&. 7).
Listky jsou zavinuty do malych granuli, kviili ¢emu vEétsi mnozstvi Caje pripomind stielny
prach. Diky tomu je tento ¢aj odolny vici starnuti a vsttebavani pachii. Nalev ma barvu
zlutozelenou, chut’ velmi silnou a dost trpkou. Postup piipravy ¢aje dle prodejce: luhovani

1-2 minuty, teplota vody 80 °C a mnozstvi 7 g ¢aje/0,5 1 vody.

e vzorek ¢. 3 - En Shi Yu Lu ,,Vzacna rosa“

Obrizek 8. Cinsky zeleny ¢aj En Shi Yu Lu (Zdroj: Blazkova)

Tradi¢ni zeleny ¢aj péstovany v horach En Shi v provincii Hubei (obrazek ¢. 8).
Svézi listky jsou sbirany v jarnim obdobi. Zlatavy ndlev ma plnou, jemné kotfenénou chut’.
Postup ptipravy Caje dle prodejce: luhovani 2-3 minuty, teplota vody 70-80 °C a mnozstvi

7 g ¢aje/0,5 1 vody.
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Japonské caje:

e vzorek ¢. 1 - Sencha Kagoshima Yabukita

Obrazek 9. Japonsky zeleny ¢aj Sencha Kagoshima Yabukita (Zdroj: Blazkova)

Vysoka tfida zeleného japonského caje Sencha z tradi¢niho kultivaru Yabukita,
z horskych oblasti prefektury Kagoshima (obrazek ¢ 9). Caj ma upraveny vzhled,
jehlickovity tvar listkli tmavé zelené aZz smaragdové barvy. V chuti je znat svéZest a tony
cerstvé posecené travy. Chut je vyvazena a pfechazi do dlouhé sladké dochuti. Postup
ptipravy Caje dle prodejce: Iuhovani 1-1,5 minuty, teplota vody 65-75 °C a mnozstvi 7 g
¢aje/0,5 1 vody.

e vzorek ¢. 2 - Kukicha

Obrazek 10. Japonsky zeleny ¢aj Kukicha (Zdroj: Blazkova)

Kukicha je zeleny japonsky caj (obrazek ¢. 10), ktery se vyrabi pfevazné z rapikt

cajovych listki, které nejsou Zzadouci u €ajii jako je Sencha. Diky minimélnimu pouziti
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listkli se v Caji nevyskytuje témeét zadny kofein. Postup pfipravy caje dle prodejce:

luhovéni 1-2 minuty, teplota vody 80 °C a mnozstvi 7 g ¢aje/0,5 1 vody.

e vzorek ¢. 3 — Tamaryokucha Mushisei

Obrazek 11. Japonsky zeleny ¢aj Tamaryokucha Mushisei (Zdroj: Blazkova)

Tamaryokucha Mushisei (obrazek ¢. 11) patii do vysoké tiidy japonského caje,
ktery je zpracovany na ,,Cinsky* zplsob. Je rolovany do tvaru drobnych kudrlinek. U
tohoto typu Caje je oxidace zastavena napatfenim. V chuti je ¢aj spiSe svézi a Zivy, piijemné
nasladly. Postup piipravy ¢aje dle prodejce: luhovani 1-1,5 minuty, teplota vody 65-75 °C

a mnozstvi 7 g ¢aje/0,5 1 vody.
4.1.2 Chemikalie
e Chemikalie pouzité pro pripravu vyluhii/vodnych extrakti ¢aje

Pro ptipravu vodnych extrakti ¢aje byla pouzita demineralizovana voda (MilliQ voda)

vyrobena na piistroji Milli Q RG (Millipore, Massachusetts, USA).
e Chemikalie pouZzité pro analyzu HPLC

Vsechny pouzité chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA) a dosahovaly cistoty p. a.. Rozpoustédla pouzitd jako mobilni faze mela cistotu
HPLC gradient grade. Pro stanoveni vybranych fenolickych slou¢enin byly pouZity
nasledujici standardy: kyselina kavova, kyselina chlorogenova, kyselina gallova, kyselina
p-kumarova a kyselina vanilova. Pro stanoveni vybranych flavonoidnich sloucenin byly

pouzity nasledujici standardy: katechin, epikatechin, epikatechin gallat, epigallokatechin a
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epigallokatechin gallat. Dale byl pouzit acetonitril, methanol, kyselina octovad a milliQ

voda. MilliQ voda byla vyrobena na ptistroji Milli Q RG (Millipore, Massachusetts, USA).
e Chemikalie pouZité pro stanoveni antioxidacni aktivity

Pokud neni uvedeno jinak, byly chemikalie zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). Pro stanoveni obsahu celkovych bilkovin Biuretovou metodou byla
pouzita reagencie 1 Biuretovo c¢inidlo, které se skladalo ze 100 mM vinan sodno-draselny,
100 mM hydroxid sodny (NaOH), 15 mM jodid draselny (KI) a 6 mM siran m&d’naty
(CuSQy). Pro stanoveni antioxidacni aktivity pomoci DPPH testu byla pouzita reagencie 1,
ktera se skladala z 0,190 mM DPPH, 50% DMSO a 10 mM acetatového pufru (pH 4). Pro
stanoveni antioxidacni aktivity pomoci metody FRAP byly pouzity tfi reagencie.
Reagencie 1 (10 mM roztok TPTZ, 40 mM kyselina chlorovodikova (HCI)), reagencie 2
(20 mM chlorid zelezity (FeCl3)) a reagencie 3 (20 mM acetatovy pufr (pH 3,6)). Pro
stanoveni obsahu celkovych fenoll byla pouzita reagencie 1 (3,75% Folin-Ciocalteuovo
¢inidlo) a reagencie 2 (10% uhli¢itan sodny (Na,COs3)). MilliQ voda byla vyrobena na
pristroji Milli Q RG (Millipore, Massachusetts, USA).

¢ Chemikalie pouzité pro analyzu CE

Pokud neni uvedeno jinak, byly chemikalie zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). Pro analyzu CE byl pouzit 150 mM boratovy pufr (pH 8,5). Byly
pouzity nasledujici standardy: kyselina gallova a kofein. MilliQ voda byla vyrobena na
pftistroji Milli Q RG (Millipore, Massachusetts, USA).

4.1.3 Pristroje a pomicky

V této praci byly pouzity nésledujici pristroje a pomuicky: Analyticka vdha EP 240A
(Precisa, Ceska republika), Milli Q RG (Millipore, Massachusetts, USA), HPLC Agilent
Technologies 1200 Series (Agilent Technologies, Palo Alto, USA), BS 200 (Mindray,
Cina), 3D CE (Agilent Technologies, Némecko), Automaticka pipeta (Biohit, Némecko),
Mikrozkumavky 1,5 ml (Eppendorf, Némecko), Odmérna baiikka 100 ml, Odmérny valec
50 ml (VWR, Ceské republika), Falkonky 50 ml (Eppendorf, Némecko), Vialky 400 ul
(Chromservis, Ceska republika), LUT Syringe filters Nylon 13 mm, 0,45 pm (LABICON,
Ceska republika).
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4.2 Metody

Pro tento experiment bylo pouzito nékolik analytickych technik a biochemickych
metod. Jako prvni byla pouzita analytickd instrumentace — vysokoucinna kapalinova
chromatografie v kombinaci s hmotnostni  spektrometrii. Nasledovalo stanoveni
antioxida¢ni aktivity rtznymi biochemickymi metodami vyhodnocenim absorban¢nich
kiivek. Déle byla vyuzita analytickd technika kapilarni elektroforézy. A na zavér byla

provedena senzoricka analyza.

4.2.1 Priprava vzorki

Vsechny vodné vyluhy caji byly pfipraveny stejnym postupem, bez ohledu na
doporuceni ptipravy vyrobcem. Z kazdého vzorku byly pfipraveny tfi vyluhy pouzitim
riznych teplot zalévané vody. Z jednotlivych druhti ¢aje (Caje Cinské a Caje japonské) byl
navazen do 100 ml odmérné baiiky 1 g vzorku (Analyticka vaha EP 240A, Precisa, Ceska
republika). Navazené vzorky byly zality 50 ml MiliQ vody o teploté 60, 80 a 100 °C.
Luhovani trvalo 5 minut a nasledné byl vyluh slit do pfipravené 50 ml falkonky. Ziskany
roztok byl prefiltrovan pomoci filtru (LUT Syringe filters Nylon 13 mm, 0,45 pm,
LABICON, Ceska republika), aby se zabranilo ucpani kolony a dalii instrumentace. Po
zchlazeni byly vzorky pouzity k analyze HPLC (HPLC Agilent Technologies 1200 Series,
Agilent Technologies, Palo Alto, USA), biochemické analyze pfistrojem BS-200
(Mindray, Cina), analyze CE (3D CE, Agilent Technologies, Némecko). Takto p¥ipravené

vyluhy byly také pouzity k orientacni senzorické analyze.

4.2.2 Vysokoucdinna kapalinova chromatografie

Po vodné extrakci caje byly pfipravené vzorky pouzity k analyze HPLC (HPLC
Agilent Technologies 1200 Series, Agilent Technologies, Palo Alto, USA). Touto
technikou byly stanoveny vybrané fenolické a flavonoidni slou€eniny. Vysledek je
vyjadfen jako pg vybrané slouceniny/g navazky Caje.

Systém vysokoucinné kapalinové chromatografie byl sestaven z nasledujicich ¢asti:
odplynovac Agilent Technologies 1200 Series (model G1379B), binarni pumpa
Agilent Technologies 1200 Series (model G1312B), autosampler Agilent Technologies

1200 Series (model G1367D), termostat na kolonu Agilent Technologies 1200 Series
(model G1316B), detektor diodového pole Agilent Technologies 1200 Series (model
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G1315C), trojity kvadrupol 6460 Triple Quad LC/MS (model G6460A) a kolona
ZORBAX EC 18 o rozmérech 50 x 3,0 mm a velikosti ¢astic 2,7 um.

1) Separace vybranych fenolickych slouc¢enin

Mobilni faze se skladala z A: 100% methanolu a B: 0,2% octova kyselina. Byl
pouzit linearni gradient: 0,00 min (85% B), 0,17 min (85% B), 0,50 min (75% B), 1,70 min
(70% B), 4,00 min (70% B) a 6,00 min (85% B). Pritok mobilni faze byl 0,6 ml/min a

kolona byla termostatovana na 45 °C.

Parametry trojitého kvadrupdlu: ESI negativni méd, teplota plynu 300 °C, prutok
plynu 12 I/min, nebulizer 45 psi, teplota zaostfovaciho plynu 250 °C, pritok zaostfovaciho

plynu 11 I/min, napéti na kapilare 3500 V.
2) Separace vybranych flavonoidnich slou¢enin

Mobilni faze se skladala z A: 100% acetonitril a B: 0.2% octova kyselina. Byl
pouzit linearni gradient: 0.0 min (80%B), 0.3 min (40%B), 1.4 min (0%B), 1.8 min
(80%B). Prutok mobilni faze byl 0.7 ml/min a kolona byla termostatovana na 60 °C.

Parametry trojitého kvadrupélu: ESI negativni mdd, teplota plynu 350 °C, pritok
plynu 12 I/min, nebulizer 45 psi, teplota zaostfovaciho plynu 300 °C, pritok zaostfovaciho

plynu 11 I/min, napéti na kapilare 3500 V.

4.2.3 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity

Ke stanoveni celkové antioxidacni aktivity z vyluht ¢aji byl pouzit piistroj BS 200
automaticky analyzator (Mindray, Cina). Do &asti reagenéni byly nepipetovany veskeré
potiebné reagencie a do vzorkové ¢Casti byly vloZeny pfipravené vzorky vyluhd caji.
Jednotky u stanoveni celkovych bilkovin jsou uvedeny v mg proteinu/g navazky Caje a u
stanoveni celkovych fenold byl vysledek pfeveden na ekvivalent kyseliny gallové (GAE) v
jednotkach pmol GAE/g navazky caje. Vysledek antioxida¢ni aktivity byl vyjadien jako
ekvivalent troloxu (TE). Vzorek vyluhu mél celkové takovy antioxida¢ni potencial jako
ekvivalentni mnozstvi Kyseliny gallové nebo troloxu. U metody DPPH jsou jednotky
uvedeny v mmol TE/g navazky ¢aje a u metody FRAP jsou jednotky uvedeny v umol TE/g

navazky caje.
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Automaticky spektrofotometr se sklada z nasledujicich ¢asti:

kyvetovy prostor (temperovany na 37+0,1°C), reagencni prostor s karuselem pro

reagencie a pripravu vzorkd (temperovany na 4+0,1°C) a opticky detektor.

Zdrojem svétla je halogen-wolframova Zarovka. Pienos vzorki a reagencii
zabezpecCuje robotické rameno s davkovaci jehlou. Obsah kyvet je promichan
automatickym michadlem ihned po pfiddni cinidla nebo vzorku o objemu 2-45 pl.
Kontaminace je minimalizovana diky proplachovani jak davkovaci jehly, tak michadla
MilliQ vodou. Pro detekci je mozné vyuzit vinovych délek: 340, 405, 450, 510, 546, 578,
630, 670 nm. Zafizeni je pIn& kontrolovano softwarem BS 200 (Mindray, Cina).

1) Stanoveni celkovych bilkovin pomoci Biuretovy metody

Efektivitu luhovani Caje jsme zjiStovali pomoci stanoveni obsahu celkovych
proteint ve vyluzich. Principem stanoveni celkovych proteinti pomoci Biuretovy metody je

reakce peptidové vazby s cu™

v alkalickém prostfedi za tvorby modrofialového zbarveni.
Do kyvety bylo napipetovano 150 pl Biuretova ¢inidla (100 mM vinan sodno-draselny,
100 mM NaOH, 15 mM KI, 6 mM CuSQy,) a nasledné bylo napipetovano 3 pl vzorku. Po 5
min inkubace pii 37 °C byla zmétena absorbance pii vinové délce A = 546 nm. Pro vypocet
bylo pouzito hodnoty absorbance samotné reagencie a hodnoty absorbance po 5 minutové

inkubaci se vzorkem.
2) Stanoveni antioxidaé¢ni aktivity pomoci metody DPPH

Metoda je zaloZena na schopnosti stabilniho volného radikalu DPPH reagovat
s donory vodiku. DPPH" vykazuje silnou absorpci v UV-VIS spektru. Pfi tomto testu se po
redukci antioxidantem (AH) nebo radikalem (R") roztok odbarvi dle nasledujici reakce:
DPPH + AH — DPPH-H + A", DPPH’ + R — DPPH-R [79]. Do plastovych kyvet bylo
pipetovano 150 ul reagencie R1 (0,095 mM DPPH, DMSO, acetatovy pufr (pH 4)),
nasledné bylo pfidano 15 pl méfeného vzorku. Absorbance byla méfena 5 minut pii A =
510 nm. Pro vypocet bylo pouzito hodnoty absorbance pted ptidanim vzorku (2. minuta

méieni) a hodnoty absorbance po 7 minutach.
3) Stanoveni antioxidac¢ni aktivity pomoci metody FRAP

Metoda FRAP je zalozena na redukci zelezitych komplextt TPTZ s chloridem

zelezitym (FeCls), které jsou témét bezbarvé (popi. slabé nahnédlé) a po redukci tvofi
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modre zbarveny Zeleznaty komplex. Méteni probihd pti nefyziologicky nizké hodnoté pH
(3,6). Zakladem byla ptiprava roztoku FRAP, ktery obsahoval 3 reagencie (smichané
v poméru 1:1:10): reagencie 1 (10 mM TPTZ, 40 mM HCI), reagencie 2 (FeCl3) a
reagencie 3 (acetatovy pufr (pH 3,6)). Do plastovych kyvet bylo pipetovano 150 pl
reagencie a nasledné bylo pfidano 3 pl vzorku. Absorbance byla méfena 5 minut pfi A =
578 nm. Pro vypocet bylo pouzito hodnoty absorbance pied ptidanim vzorku (2. minuta

meéieni) a hodnoty absorbance po 7 minutach.
4) Stanoveni celkovych fenola

Metoda je zalozena na oxidaci fenolickych latek v alkalickém prostredi, kdy ze
zluté fosfowolframové heteropolykyseliny vznikd modry komplex, jehoz maximélni
absorpce je zavisla na kvantitativnim a kvalitativnim slozeni fenolickych smési. Folin-
Ciocalteuovo ¢inidlo obsahuje slouéeniny, které jsou schopny reagovat s fenolickymi
slouceninami. Pii reakci dochézi k redukci latky na chromogeny, které jsou méteny pii
absorbanci v rozmezi vlnovych délek 700 — 760 nm. Do plastovych kyvet bylo
napipetovano 316 pl reagencie R1, nasledné bylo piidano 4 ul méteného vzorku. Reakce
byla odstartovana ptidanim 80 ul reagencie R2. Absorbance byla métena 10 minut pii A =
670 nm. Pro vypocet bylo pouzito hodnoty absorbance pied ptfidanim vzorku (2. minuta

méfteni) a hodnoty absorbance po 7 minutach.

4.2.4 Kapilarni elektroforéza

Analyza pomoci kapilarni elektroforézy byla provedena na stroji 3D CE (Agilent
Technologies, Némecko) v nepokryté kiemenné kapilare s celkovou délkou 58,5 cm,
efektivni délkou 50 cm a vnitinim primérem 75 um. Fotometrickd detekce probihala pfi
200 nm. Jako separacni elektrolyt byl pouzit 150 mM boratovy pufr (pH 8,5). Separac¢ni
napéti bylo 20 kV a vzorek byl davkovan tlakem 50 mbar po dobu 5 s.

4.2.5 Orientacni senzoricka analyza

Byla zvolena vhodn4 metoda pro senzorické hodnoceni a byl sestaven dotaznik.
Orientacni senzorickd analyza zeleného caje byla provedena na skupiné nezavisle
vybranych laickych hodnotitelt. Jednalo se o skupinu hodnotiteli slozenou ze
zaméstnanct a studenti Ustavu chemie a biochemie Mendelovy univerzity v Bré&. Kazdy

konzument obdrzel senzoricky dotaznik, tuzku, degustacni sklenicku. Poté byly postupné
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ptedlozeny hodnotitelim jednotlivé vzorky zelenych ¢ajii (ptfiprava Caji probéhla stejné
jako v ptedchozich analyzach), které ochutnavali a nasledné hodnotili jejich vybrané
senzorické parametry. Jako neutralizator bylo zvoleno bilé peéivo. K senzorickym
parametram, které byly hodnoceny podle v praxi nejrozsifenéjsi stupnicové metody, pattily
u ¢ajovych nalevi: barva, ving, chut’ a intenzita chuti, u hodnoceni suroviny to byla barva,
ving a celkovy dojem. Pro ucely této prace byla vyuzita péti bodova stupnice se slovnim
popisem, kterd vyjadfuje jakost hodnoceného vzorku. Pro vétsi pocet vzorkd bylo
hodnoceni rozdéleno nadvakrat, mezi hodnocenim byla déna delsi pfestavka. Dotazniky

byly vyhodnoceny a vysledky statisticky zpracovany.

U ¢ajovych vyluht, pfipravovanych pii rizné teploté vody (60, 80 a 100 °C), se
hodnotily nasledujici deskriptory: barva, viiné, chut’ a intenzita chuti. Hodnoceni barvy,
viné a chuti ¢ajového vyluhu bylo provedeno za pouziti stupnice od 1 do 5, pficemz
jednotlivé stupné hodnoceni klesaly od vynikajici kvality k nedostacujici. Hodnoceni
intenzity chuti ¢ajového vyluhu bylo provedeno za pouziti stupnice od 1 do 5, pfi¢emz
jednotlivé stupné hodnoceni klesaly od siln€ vyrazné intenzity k nepatrné intenzité. U
samotné suroviny zelené¢ho ¢aje se hodnotily deskriptory: barva, viiné a celkovy dojem.

Vzorky byly hodnoceny stejnou stupnici jako barva, viing€ a chut’ ¢ajovych vyluht.

4.2.6 Statistické vyhodnoceni ziskanych dat

Vysledky prace byly statisticky zpracovany v programu Microsoft Excel. Vysledky
shrnuté v kapitole 5.1, 5.2 a 5.3 jsou vysledkem priméru ze tfi opakovani. Do sloupcovych
grafii byly zaneseny realné chybové tsecky (smérodatna odchylka). Vysledky v kapitole

5.4 jsou prumérem hodnoceni od 10-ti hodnotitelti.

Pouzité statistické pojmy [80]: Aritmeticky primér (X), Smérodatna odchylka (Sx,
SD). U statistického vyhodnoceni senzorické analyzy bylo pouzito navic i dalSich
statistickych pojmt: Variacni koeficient (vx), median (¥) je hodnota, minimalni (MIN) a

maximalni (MAX) hodnota souboru.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

Pro tuto praci bylo pouzito n€kolik analytickych technik a biochemickych metod
(analyza HPLC; biochemickd analyza obsahu celkovych bilkovin a fenoll, stanoveni
antioxidacni aktivity pomoci metod DPPH a FRAP; analyza CE) a na zavér byla

provedena senzorickd analyza.

Pomoci kvantitativni analyzy HPLC byly stanoveny vybrané ptfirodni antioxidanty
(fenolické a flavonoidni slou¢eniny) z vodnych extrakti ¢aju (Caje ¢inské a Caje japonské).
U téchto caji byla analyzovana antioxidacni aktivita pomoci vySe zminénych metod.
Srovnavany byly elektroferogramy kvantitativni analyzy CE ¢aju ¢inskych a japonskych a
u vybraného vzorku byla porovnana odlisna piiprava Caje (teplota 60, 80 a 100 °C). Ve
vSech analyzach byla srovnavana zévislost na typu pouzité teploty pfi ptipravé zeleného

caje.

5.1 Vysledky analyzy technikou vysokou¢inné kapalinové

chromatografie

Stanoveni pfirodnich antioxidantti (fenolickych a flavonoidnich sloucenin)
z vodnych extrakti sypanych zelenych ¢aji probihalo pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie. Pomoci této analytické techniky byly kvantifikovany obsahy vybranych
fenolickych sloucenin ve vodnych extraktech zelenych caji (kyselina kavova,
chlorogenova, gallova, p-kumarovd a vanilovd) a flavonoidnich slou¢enin (katechin,
epikatechin, epikatechin gallat, epigallokatechin a epigallokatechin gallat). Ziskané
vysledky byly pfepocteny na 1 g navazky Caje a smerodatnd odchylka u vSech stanoveni
vychédzela 3 az 6,7 %. Naméfené koncentrace (primér ze tfi méfeni) u jednotlivych

¢ajovych vyluht pro fenolické a flavonoidni slouceniny jsou uvedeny v ptiloze 1.

5.1.1 Stanoveni fenolickych kyselin

Jak je z obrazku ¢. 12 patrné, vyrazné nejvyssi zastoupeni kyseliny kavové (4,51
ng/g) se vyskytovalo u vyluhu ¢inského caje 3 pii zaliti vodou o teploté 80 °C. Srovnatelné
mnozstvi kyseliny kavové se vyskytovalo u ¢aje ¢inského 2 (2,72 pg/g) a €aje Cinského 1
(2,67 ng/g). Kromé vyluhu caje japonského 1 a 3 vychéazelo nejvyssi mnozstvi kyseliny

kavové u vyluhl pfipravenych teplotou vody 80 °C. Celkové nejnizs$i naméfené hodnoty
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kyseliny kavové vykazovaly vyluhy z ¢aje japonského 1 (0,43 pg/g pii teploté 60 °C, 0,76
ng/g pii teploté 80 °C a 1,15 pg/g pti teploté 100 °C).
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Obrazek 12. Koncentrace kyseliny kavové u vyluhti zelenych ¢aji ¢inskych a japonskych
(ug analyzované slouceniny/g susiny ¢aje) za pouziti teplot vody 60, 80 a 100 °C. Hodnoty

jsou vyjadieny jako prameér ze tii méfeni + SD.

Pti stanoveni koncentrace kyseliny chlorogenové (obrazek ¢. 13) vysly v nékterych
ptipadech i desetindsobn¢ vyssi koncentrace nez u koncentrace kyseliny kavové. Celkove
vychazely nejvyssi koncentrace u vyluhil pfipravenych zalitim vodou o teploté¢ 100 ¢i 80
°C. Nejvyssi koncentrace kyseliny chlorogenové vysSla u vyluhu ¢inského caje 1 (34,94
ng/g), dale u caje japonského 3 (32,74 ug/g), oba piipravenych zalitim 100 °C vodou.
Dalsimi hodnotami vyrazné vys$simi byly u Caje japonského 1 (29,14 pg/g) ptipraveného
vyluhu zalitim 100 °C vody a u ¢aje japonského 3 (29,14 ng/g) pripraveného zalitim 80 °C
vody. O néco niz§i hodnotu méla koncentrace ¢aje japonského 2 (29,04 pg/g) piipraveného
vodou o teplot¢ 80 °C. Vyrazné nejniz§i koncentrace kyseliny chlorogenové byly
naméfeny u vyluhti ptipravenych zalitim vodou o teplot¢ 60 °C, konkrétné¢ Caj Cinsky 2

(3,77 ng/g) a ¢aj Cinsky 1 (4,18 pg/g).
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Obrazek 13. Koncentrace kyseliny chlorogenové u vyluhii zelenych ¢aji c¢inskych a
japonskych (ug analyzované slouceniny/g susiny ¢aje) za pouziti teplot vody 60, 80 a 100

°C. Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér ze tii méfeni + SD.

Obrazek ¢. 14 znazoriiuje koncentrace kyseliny gallové ve vyluzich zelenych caji.
U vyluhu ¢aje ¢inského 2 (284,27 ng/g) a Caje ¢inského 1 (281,73 pg/g), dale u vyluhu
Caje japonského 3 (263,58 ng/g) a cCaje japonského 1 (143,02 ng/g), vysly nejvyssi

koncentrace kyseliny gallové u vyluhtli pfipravenych vodou o teploté¢ 100 °C oproti dvéma

gallové vysly u ¢aje japonského 1 (91,55 pg/g u teploty vody 60 °C, 119,64 ng/g u teploty
80 °C a 143,02 pg/g u teploty 100 °C).
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Obrazek 14. Koncentrace kyseliny gallové u vyluhti zelenych €ajti ¢inskych a japonskych
(ng analyzované slouceniny/g susSiny Caje) za pouziti teplot vody 60, 80 a 100 °C. Hodnoty

jsou vyjadieny jako pramér ze tii méfeni + SD.
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Stanovené hodnoty koncentraci kyseliny p-kumarové je znazornéno na obrazku ¢.
15. Nejvyssi koncentrace kyseliny p-kumarové byla namétfena u ¢aje Cinského 2 (9,51
kumarové vychézela u caje ¢inského 1 (2,74 ng/g). U poloviny vzorki (¢aj ¢insky 1 a 2,
¢aj japonsky 1) vysla nejvyssi koncentrace kyseliny p-kumarové u vyluhti ptfipravenych
vodou 100 °C. U druhé skupiny ¢ajii (Caj Cinsky 3, ¢aj japonsky 2 a 3) vysla nejvyssi

koncentrace kyseliny p-kumarové u vyluht ptipravenych zalitim vody o teploté 80 °C.
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Obrazek 15. Koncentrace kyseliny p-kumarové u vyluhi zelenych c¢aju ¢inskych a
japonskych (ng analyzované slouceniny/g suSiny ¢aje) za pouziti teplot vody 60, 80 a 100

°C. Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér ze tii méfeni + SD.

Na obrazku ¢. 16 mizeme vidét nejnizsi hodnoty namétené koncentrace ze vSech
analyzovanych fenolickych kyselin, vtomto piipadé¢ koncentrace kyseliny vanilové.
Hodnoty koncentrace kyseliny vanilové neptesédhly 1 pg/g. Vyrazné nejvyssi koncentrace
této kyseliny byla namétena u cCaje Cinského 2 (0,82 pg/g) pii 100 °C, déale u caje
japonského 2 pi1 100 °C (0,81 pg/g) a u téhoz caje pi1 60 °C (0,74 pg/g). Nejnizsi
naméfené hodnoty koncentrace kyseliny vanilové byly u ¢aje japonského 1 (0,13 pg/g u
teploty 80 °C).
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Obrazek 16. Koncentrace kyseliny vanilové u vyluhti zelenych ¢aji cCinskych a
japonskych (ng analyzované slouceniny/g suSiny ¢aje) za pouziti teplot vody 60, 80 a 100
°C. Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér ze tii méfeni + SD.

cvwr

¢ajovych vyluht byly naméteny u kyseliny vanilové (od 0,13 do 0,82 ng/g), vyssi byly u
kyseliny kavové (od 0,43 do 4,51 pg/g), dale u kyseliny p-kumarové (od 2,74 do 9,51
ng/g), u kyseliny chlorogenové (od 3,77 do 34,94 ng/g) a nejvyssi koncentrace byly
naméfeny u kyseliny gallové (od 91,55 do 284,27 ng/g). Nebylo pozorovano, ze by u
vSech téchto latek se vzrlstajici teplotou vody rostla i jejich koncentrace ve vyluzich.
Kazdy vzorek caje ma dle vyrobce doporucenou jinou teplotu pfipravy, tim mohly byt
zpusobeny praveé rozdily mezi koncentracemi u jednotlivych vzorkl. VétsSinou vychazely

nejvyssi koncentrace u vyluht pfipravovanych teplotou vody 80 nebo 100 °C.

Ve studii [81], ktera se zabyvala stanovenim fenolickych kyselin u zelenych ¢aji
technikou UHPLC, pfipravili vSechny vzorky ¢aje shodnou teplotou vody 80 °C. U
zeleného caje stanovili koncentraci kyseliny kavové vyssi Vv porovndni s naSimi vysledky
vyluhu piipravenych pii teploté¢ 80 °C (150 pg/g s pouzitim detektoru elektronového
zachytu - ECD a 200 pg/g s pouzitim UV detektoru)(obrazek ¢. 12). Nejvyssi koncentrace
kyseliny kdvové v naSem experimentu vysla u ¢aje ¢inského 3 (4,51 pg/g). Ve stejné studii
[81] byly naméteny nizs§i koncentrace kyseliny gallové nez pii naSem méfeni (obrazek ¢.
14). Jejich vysledky koncentrace kyseliny gallové byly pii pouziti ECD detektoru 150 pg/g
a pti pouziti UV detektoru vysla koncentrace 230 pg/g. Nase vysledky vysly o néco vyssi,
a to u Caje Cinského 2 (284,27 ng/g) pii pouziti teploty vody 100 °C. S pouzitim teploty
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vody 80 °C nam vysla nejvyssi koncentrace u ¢aje ¢inského 2 (276,04 ng/g), tedy opét o

néco vyssi koncentrace kyseliny gallové nez uvadi uvedena studie.

Ve studii [82] pfipravili vzorky zeleného ¢aje k analyze HPLC fingerprint odliSnou
metodou, extrakci za pouziti 35% methanolu. Primérna Kkoncentrace kyseliny
chlorogenové v zeleném c¢aji jim vySla 720 pg/g. NaSe nejvy$$i naméfena hodnota
koncentrace kyseliny chlorogenové (obrazek ¢. 13) byla u vyluhu caje Cinského 1
ptipraveného za pouziti teploty vody 100 °C (34,94 ng/g). Nase nejvyssi koncentrace tedy
vysla niz$i, nez uvadi citovana studie. Technikou HPLC fingerprint a pfi pfipravé zeleného
Caje extrakci v 35% methanolu [82], vysla u stejné studie koncentrace kyseliny gallové
vy$s$i (1080 pg/g) nez v naSem méfeni (obrazek ¢. 14). S pouzitim rozdilné metody
extrakce, tedy methanolové extrakce vychazeji vSeobecné vyssi hodnoty nez u naSich

vodnych vyluhi.

Pro srovnani nasich vysledka s odbornou literaturou nebyl nalezen vhodny zdroj, ve
kterém by bylo uvedeno stanoveni kyseliny p-kumarové a vanilové ve vzorcich zeleného
Caje. Zaroven nebyla nalezena zaddnd odbornd studie, ve které by porovnavali obsah

fenolickych kyselin u zelenych ¢aji pfi riznych typech ptipravy ¢ajovych vyluh.

5.1.2 Stanoveni flavonoidnich slou¢enin

Na obrazku ¢. 17 je patrné, ze koncentrace katechinu byla celkové vyssi u Caja
japonskych. Nejvyssi koncentrace byly u téchto ¢ajii naméfeny ve vyluzich pfipravenych
teplotou vody 100 °C. Nejvyssi koncentrace dosahoval ¢aj japonsky 2 (187,67 ng/g), dale
¢aj japonsky 3 (180,59 ng/g) a €aj japonsky 1 (154,31 pg/g). U Caje japonského 2 byla
naméfena nejvyssi koncentrace katechinu i pii teploté vody 80 °C (165,77 ng/g). Caje
¢inské obsahovaly niZ8i koncentrace katechinu, nejméné ¢aj ¢insky 1 a za nim nasledoval
¢aj ¢insky 2. Témét ve vSech piipadech se koncentrace katechinu se zvySujici se teplotou

vody zvySovala, kromé ¢aje ¢inského 1 a ¢aje japonského 3.
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Obrazek 17. Koncentrace katechinu u vyluhti zelenych ¢aju ¢inskych a japonskych (ug
analyzované slouceniny/g susiny ¢aje) za pouziti teplot vody 60, 80 a 100 °C. Hodnoty

jsou vyjadieny jako primeér ze tii méfeni + SD.

Pti kvantifikaci koncentrace epikatechinu (obrazek ¢. 18) si mizeme vSimnout
vyrazné¢ vysSich koncentraci ve vSech vzorcich, oproti obsahu katechinu v predchozim
pfipad¢é. Je patrné, Ze nejvyS$i naméfené koncentrace epikatechinu byly u vyluht
ptipravenych teplotou vody 100 °C. Celkové nejvyssi koncentrace vysla u ¢aje japonského

2 (1852,12 ng/g), u caje japonského 3 (1763,34 pg/g) a u Caje japonského 1 (1650,33
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Obrazek 18. Koncentrace epikatechinu u vyluht zelenych ¢ajt ¢inskych a japonskych (ug
analyzované slouceniny/g suSiny ¢aje) za pouziti teplot vody 60, 80 a 100 °C. Hodnoty

jsou vyjadieny jako pramér ze tii méfeni + SD.
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Obrazek ¢. 19 zobrazuje hodnoty koncentrace epikatechin gallatu ve vzorcich
zeleného Caje. Vyrazné€ nejvyssi koncentrace epikatechin gallatu vysla u ¢aje ¢inského 3
(1259,71 ng/g) a u ¢aje japonského 3 (1011,72 pg/g). Kromé ¢aje japonského 3 je u vSech
vzorkli viditelné, Ze se stoupajici teplotou vody pfi pfipravé stoupd i1 koncentrace

epikatechin gallatu v zelenych ¢ajich.
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Obrazek 19. Koncentrace epikatechin galldtu u vyluhid zelenych c¢ajii Cinskych a
japonskych (ug analyzované slouceniny/g susiny ¢aje) za pouziti teplot vody 60, 80 a 100

°C. Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér ze tii méfeni + SD.

Z celé skupiny katechinli je zastoupeni epigallokatechinu v naSich vzorcich
zeleného Caje vyrazné nejvyssi (obrazek ¢. 20). Kromé prvniho vzorku ¢aje ¢inského 1, se
ve vSech ptipadech opét stanovila nejvyssi koncentrace epigallokatechinu ve vyluzich ¢aji
pfipravenych za nejvyssi teploty vody. Nejvyssi koncentrace epigallokatechinu byla
naméfena u Caje japonského 1 (58075,44 pg/g) a dale u Caje japonského 3 (51359,30
ng/g). Celkové si mizeme vSinout, Ze u ¢aji japonskych byl stanoven nejvyssi obsah

epigallokatechinu. Caje ¢inské obsahovaly této stanovované latky vyrazné méné.
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Obrazek 20. Koncentrace epigallokatechinu u vyluhti zelenych caji Cinskych a
japonskych (ng analyzované slouceniny/g susiny ¢aje) za pouziti teplot vody 60, 80 a 100

°C. Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér ze tii méfeni + SD.

Posledni vybranou stanovovanou latkou z fady flavonoidii byl epigallokatechin
gallat. Namétrené koncentrace mizeme sledovat na obrazku €. 21. Ve vSech ptipadech bylo
u vyluhti c¢aji ptipravenych teplotou vody 100 °C stanoveno nejvys$i mnozstvi
epigallokatechin gallatu. Nejvyssi hodnota byla naméfena u caje ¢inského 3 (18654,65
ng/g) a caje japonského 3 (17810,84 ng/g).

~ 25000

=11]

=

= 20000 1

=z

=

=

S 15000 -

£ N

§ 10000 { F T m60 °C
E;. T ==

< 5000 A = 80 °C
[—]

Eﬂ w100 °C
=%

=

Caj ¢insky 2

Caj ¢insky 3

—
e
2
72}
=
5
=N
]

Caj japonsky 1

Caj japonsky 2

Caj japonsky 3

Obrazek 21. Koncentrace epigallokatechin gallatu u vyluht zelenych ¢aji Cinskych a
japonskych (nug analyzované slouceniny/g susiny ¢aje) za pouziti teplot vody 60, 80 a 100
°C. Hodnoty jsou vyjadieny jako primér ze tii méfeni + SD.

v

sloucenin u ¢ajovych vyluht byly naméfeny u katechinu (od 41,79 do 187,67 ng/g), vyssi
byly u epikatechin gallatu (od 180,54 do 1259,71 ng/g), dale u epikatechinu (od 463,55 do

59



1852,12 ng/g), u epigallokatechin gallatu (od 1938,90 do 18654,65 ug/g) a nejvyssi
koncentrace byly naméteny u epigallokatechinu (od 21057,82 do 58075,44 ng/g). U vsech
sloucenin lze pozorovat stejny trend, kdy se vzristajici teplotou vody pfi pfiprave, roste i
koncentrace flavonoidl ve vyluzich. Z vyslednych graft je patrny podobny trend u vSech

sloucenin, protoze spolu vSechny funkéné souvisi.

Ve studii [81] pouzili ke stanoveni koncentrace katechinu techniku UHPLC a
vzorky zeleného cCaje byly pfipraveny za pouziti vody o teplot¢ 80 °C. V porovnani
s naSimi vysledky (obrazek ¢. 17) vysly koncentrace katechinu ve zminéné studii vyssi. U
pouzittho ECD detektoru vysla koncentrace katechinu v zeleném ¢aji 480 pg/g a
s pouzitim UV detektoru jim vysla koncentrace 550 pg/g. Nejvyssi vysledek v nasi praci
dosahoval vyluh ptipraveny teplotou vody 100 °C, konkrétn€ ¢aj japonsky 2 (187,67 ng/g)
a ten stejny Caj pfipraveny teplotou vody 80 °C (165,77 pg/g) dosahoval taktéz nizSich

vysledkd koncentrace katechinu nez porovnavana studie.

Ve studii [82], kde pouzili k analyze zeleného Caje techniku HPLC fingerprint,
pfipravili vzorky extrakci 35% methanolem. Jejich naméfené primérné vysledky byly u
katechinu 1440 pg/g, u epikatechinu 6660 pg/g, u epikatechin gallatu 12800 ug/g, u
epigallokatechinu 19040 png/g a nejvy$si naméfenda primérnd koncentrace byla u
epigallokatechin gallatu 70550 pg/g. V nasem experimentu vysly nejvyS$i namétené
koncentrace u stanoveni epigallokatechinu (obrazek ¢. 20), konkrétné u caje japonského 1
(58075,44 pg/g) piipraveného teplotou vody 100 °C, coz je vyrazné vyssi vysledek nez
uvadi citovana studie. Naopak nejvyssi vysledek u epigallokatechin gallatu (obrazek ¢. 21)
nam vysel o pozndni niZsi oproti uvedené studii, konkrétné u ¢aje ¢inského 3 (18654,65
ug/g) pripraveného taktéz pouzitim nejvyssi teploty vody. V uvedené studii pouzivali jinou
metodu extrakce, s pouzitim methanolu, proto jejich vysledky nemohou byt porovnatelné

S naSimi vodnymi vyluhy.

Ve studii [83] porovnavali rizné teploty vody (75, 85 a 95 °C) pfi ptipravé
tureckého zeleného ¢aje. Nasledné porovnavali obsah katechini a jejich vliv na senzoricky
dojem z caje. Katechiny byly analyzovany pomoci techniky HPLC s detektorem diodového
pole. Nameétené prumeérné hodnoty koncentrace byly u katechinu 2900 pg/g, u
epikatechinu 1600 pg/g, u epikatechin gallatu 21200 pug/g, u epigallokatechinu 43400 pg/g
a nejvyssi naméfena prameérnd koncentrace byla u epigallokatechin gallatu 86900 pg/g.

Optimalni podminky pfipravy tohoto zeleného caje byly shledany u vyluhu pfipraveného
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vodou o teplot¢ 85 °C, ktery obsahoval epigallokatechin gallat v mnozstvi 50690 pg/g.
Nejvyssi vysledek u epigallokatechin gallatu (obrazek ¢. 21) nam vysel u ¢aje ¢inského 3
(18654,65 ng/g) pripravené¢ho pouzitim teploty vody 100 °C. Pti ptiprave teplotou vody 80
°C nam vysel nejvyssi vysledek koncentrace epigallokatechin gallatu u stejného vzorku

Caje (11528,96 pg/g). Nami namétené hodnoty byly nizsi, nez uvadi citovana studie.

5.2 Vysledky stanoveni celkové antioxidac¢ni aktivity

Pro charakterizaci souhrnné koncentrace vSech latek s antioxida¢nimi ucinky ve
vzorku pouzivame termin celkova antioxidacni aktivita [55]. V dnes$ni dobé& existuje
mnoho metod, kterymi lze stanovovat celkovou antioxidacni aktivitu. Hlavnim principem
téchto metod je urcovani antioxidaéni nebo také redukéni schopnosti sumy vSech

antioxidacnich latek ptitomnych ve vzorku [70].

Stanovované antioxida¢ni latky pfitomné v zeleném c¢aji byly v naSem piipade
fenolické a flavonoidni slouc¢eniny. Ke stanoveni antioxida¢ni aktivity u zelenych caju,
pfipravovanych rtiznou teplotou vody pfi extrakci, bylo pouzito metod DPPH a FRAP.
Celkové proteiny byly stanoveny Biuretovou metodou a celkové fenoly reakci s Folin-

Ciocalteuovym ¢inidlem.

Jednotky u stanoveni celkovych bilkovin jsou uvedeny vV mg proteinu/g navazky caje
a u stanoveni celkovych fenolii byl vysledek pfeveden na ekvivalent kyseliny gallové v
jednotkach pmol GAE/g navazky caje. Vysledek antioxida¢ni aktivity byl vyjadien jako
ekvivalent troloxu (TE). V piipadé stanoveni metodou DPPH vV jednotkach mmol TE/g
navazky a v pfipadé metody FRAP v jednotkach umol TE/g navazky. Smeérodatna
odchylka se pohybovala u jednotlivych stanoveni v rozmezi 0,5 az 3,2 %. Naméfené
koncentrace (primér ze tii méfeni) u jednotlivych cajovych vyluhli pro stanoveni
celkovych bilkovin a fenoll a pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity jsou uvedeny v

ptiloze 2.

5.2.1 Stanoveni celkového obsahu bilkovin

Na obrazku ¢. 22 mlizeme pozorovat, Ze obecné se zvysujici se teplotou dochazelo
u vSech c¢aji ke snizeni obsahu proteint, které se pravdépodobné vyssi teplotou
denaturovaly. V prvni skupiné ¢aju (¢aj ¢insky 1 a 3, ¢aj japonsky 1) se stoupajici teplotou

klesalo tmérn€¢ mnozstvi vyluhovanych proteini. Napiiklad u ¢aje ¢inského 1 ze 321,9
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mg/g navazky pii teploté¢ 60 °C se mnozstvi proteinii snizilo na 213,8 mg/g navazky pfi
teploté 80 °C (snizeni o 33,6 %) a na 156,4 mg/g navazky pti 100 °C (snizeni o 51,4 %).
Podobnych vysledkt bylo dosazeno u Caje ¢inského 3 a ¢Caje japonského 1, avSak snizeni
obsahu proteinti pfi zvyseni teploty luhovani ze 60 °C na 100 °C nebylo az tak dramatické
(max. 38,2 %). Nejvyssi mnozstvi vyluhovanych proteinti bylo dosazeno pii 60 °C u caje
¢inského 3 (408,9 mg/g navazky) a ¢aje japonského 1 (392,7 mg/g navazky). Ve druhé
skupiné ¢ajii (¢aj Cinsky 2 a ¢aj japonsky 2 a 3) se zvySenim teploty ze 60 na 80 °C doslo
ke snizeni mnozstvi proteintl, avSak pfi dalSim zvySeni teploty na 100 °C se mnozstvi

vyluhovanych proteinti vyznamné nezmeénilo.
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Obrazek 22. Koncentrace celkovych bilkovin u vyluhli zelenych caji cinskych a
japonskych (mg proteinu/g susiny €aje) za pouZiti teplot vody 60, 80 a 100 °C. Hodnoty

jsou vyjadieny jako pramér ze tii méfeni + SD.

V odborné literatuie nebyl nalezen tdaj o stanoveni celkovych bilkovin ve vyluzich
zelenych caji, proto nebylo moZzné ndmi nameétfené hodnoty porovnat. V nasi studii je
patrné, ze se zvysSujici se teplotou se vyluhovalo méné celkovych bilkovin, kvili
denaturaci. Nejvyssi naméfené koncentrace celkovych bilkovin vychazely u vyluhd

pfipravenych teplotou vody 60 °C.

5.2.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

Antioxida¢ni aktivita u vyluhi caje, méfend metodou DPPH, znazornéna na
obrazku ¢. 23, dosahovala nejvysSich hodnot u vyluhli Caje pfipravenych pii 60 °C.
Nejvyssi hodnoty antioxidaéni aktivity bylo dosazeno u ¢inského ¢aje 1 (7,67 mmol TE/g

navazky), déale nasledoval caj japonsky 1 (6,25 mmol TE/g navéazky), ¢aj ¢insky 3 (5,97
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mmol TE/g navédzky) a ¢aj japonsky 2 (5,86 mmol TE/g navazky). Vyssich hodnot bylo

u ¢aje ¢inského 2, kde hodnoty pii 80 °C (4,95 mmol TE/g navéazky) a 60 °C (4,88 mmol
TE/g navazky) byly tém¢éf stejné.
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Obrazek 23. Antioxidacni aktivita stanovena metodou DPPH u vyluhii zelenych &ajl
¢inskych a japonskych (mmol ekvivalentu troloxu/g susiny ¢aje) za pouziti teplot vody 60,
80 a 100 °C. Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér ze tii mefeni + SD.

Celkové vychazely vyS$i hodnoty antioxida¢ni aktivity u cajovych vyluht

antioxidac¢ni aktivita cajovych vyluht.

Vysledky mohou byt porovnany s vysledky zavérecné prace [84], ktera se také
zabyvala stanovenim antioxida¢ni aktivity u zelenych caji. Ptiprava vyluhu prob¢hla za
pouziti vody o teploté¢ 80 °C. Vzorky byly analyzovany metodou TEAC, srovnatelnou
snami pouzitou metodou DPPH (obrazek ¢. 23). Antioxidac¢ni aktivita byla ve vyse
zminéné studii stanovena v rozmezi 1,18 az 2,64 mmol TE/g, coz jsou hodnoty niZ$i nez
nami namé&fené. Ve studii [85] byla hodnocena antioxidaéni aktivita vyluhti zelenych ¢aju.
Sice nebyla uvedena teplota vody pii pfipravé ¢aja, avsak vysledné hodnoty antioxidac¢ni

aktivity vychazely od 38 do 58 mmol TE/100 ml, jez jsou vysledky vyssi oproti nasi studii.

5.2.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou FRAP

Pfi méfeni antioxidacni aktivity metodou FRAP (obrazek ¢. 24) byl pozorovan
podobny trend, kde nejvysSich hodnot antioxida¢ni aktivity dosahoval vyluh pfti teploté 60
°C. Nejvyssi hodnoty antioxidaéni aktivity dosahoval ¢aj japonsky 1 (482,1 pumol TE/g
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navazky), za nim nasledoval ¢aj japonsky 2 (444,5 umol TE/g navdzky) a ¢aj Cinsky 3
(408,6 umol TE/g navazky). Dalsi potfadi bylo nasledujici: ¢aj japonsky 3 (398,9 umol
TE/g navazky), ¢aj ¢insky 1 (359,0 umol TE/g navazky) a ¢aj ¢insky 2 (312,0 umol TE/g

navazky).
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Obrazek 24. Antioxidacni aktivita stanovend metodou FRAP u vyluhii zelenych &aji
¢inskych a japonskych (umol ekvivalentu troloxu/g susiny ¢aje) za pouziti teplot vody 60,
80 a 100 °C. Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér ze tfi méteni + SD.

Celkové vychazely vyS$i hodnoty antioxida¢ni aktivity u cajovych vyluht

antioxidac¢ni aktivita cajovych vyluht.

Ve studii [86] porovnavali riizné teploty vody pfi ptipraveé ¢ajovych vyluhu (20 az
90 °C). U pfipravenych vyluhti zelenych ¢aji stanovovali antioxidacni kapacitu metodou
FRAP. V této studii vysla antioxidacni aktivita pétkrat vys$si u vyluhl pfipravenych
teplotou vody 90 °C nez pfi teploté vody 20 °C. U teploty 90 °C byla naméfena hodnota
2500 pmol TE/g. V porovnani s nasimi vysledky (obrazek ¢. 24) jsou hodnoty v uvedené
studii vyssi. Navic vnaSem experimentu vychazely nejvy$s§i hodnoty u vyluhi

ptipravenych teplotou vody 60 °C.

5.2.4 Stanoveni celkového obsahu fenola

Na obrazku ¢. 25 mlzeme pozorovat, Ze nejvyssi obsah celkovych fenolii byl
zjistén u vyluhti ¢aji pfi teplote 60 °C, s vyjimkou Caje ¢inského 1, kde byl nejvyssi obsah
celkovych fenoll stanoven pii teplot¢ 100 °C. Nejvyssi absolutni hodnoty dosahoval ¢aj

japonsky 1 (254,9 umol GAE/g navéazky) pii teploté¢ 60 °C. Za nim nasledoval caj
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japonsky 2 (226,5 umol GAE/g navazky) a €aj ¢insky 3 (225,1 pmol GAE/g navazky) pfi
teploté 60 °C. Zvysenim teploty ze 60 na 100 °C se obsah fenolil snizil u ¢aje japonského 1
0 30,9 % , €aje japonského 2 o0 25,5 % a Caje ¢inského 3 0 30,2 % .
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Obrazek 25. Koncentrace celkovych fenolti u vyluhii zelenych ¢ajt ¢inskych a japonskych
(umol ekvivalentu kyseliny gallové/g suSiny Caje) za pouziti teplot vody 60, 80 a 100 °C.

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér ze tif méteni + SD.

ZavéreCna prace [84] se zabyvala i stanovenim celkovych fenold u zelenych ¢aju.
Piiprava vyluhu prob¢hla za pouZiti vody o teploté¢ 80 °C. Vzorky byly analyzovany
spektrofotometrickou metodou s pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Stanovené hodnoty
koncentrace fenolovych sloucenin u zelenych ¢aji se pohybovaly od 480 do 1000 umol
GAE/g. V porovnani s nasimi vysledky vyluhd pfipravenych pii 80 °C (obrazek ¢. 25),
které se pohybovaly v rozpéti od 89,04 do 225,52 umol GAE/g, jsou hodnoty v uvedené
studii vyssi.

5.3 Vysledky analyzy technikou kapilarni elektroforézy

Pti analyze vyluhii zelenych c¢aji na kapilarni elektroforéze, byly ze vSech

naméfenych dat vybrany dva vysledné elektroferogramy vyluht zelenych ¢aja.

Z typického elektroferogramu zobrazeného na obrazku ¢. 26 (japonsky ¢aj 3) je
patrnd piitomnost velkého mnoZstvi slozek ve vyluhu. ProloZenim elektroferogramii
ziskanych pro ¢aj extrahovany pii riznych teplotich je ziejmé, Ze extrakce nékterych
sloZzek (oznaceno Sipkou) je citlivéjsi na teplotu ptipravy. Z divodu nedostupnosti vSech
standardi nebylo mozno provést identifikaci vSech signald. Nicméné pik s migraénim

¢asem 3,8 minuty byl identifikovan jako signal kofeinu. Je vidét, Zze s narGstem extrakcni
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teploty o 40 °C se snizil signal kofeinu o 20,9 %, zatimco naptiklad signal kyseliny gallové

nevykazal zddnou zménu.
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Obrazek 26. Elektroferogram vyluhu japonského ¢aje 3 ptipraveného za pouziti teplot
vody 60, 80 a 100 °C.

Porovnani ¢inskych a japonskych ¢aji zobrazeného na obrazku ¢&. 27, ukazuje
vysokou podobnost jejich slozeni. Stejné jako v piedchozim piipadé nebylo mozné
identifikovat vSechny sloZky smési, ale je patrné, Ze obsah kofeinu (pik s migraénim casem

3,8 min) je v obou porovnavanych vzorcich shodny.
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Obrazek 27. Elektroferogram porovnani vyluhti ¢aje ¢inského 3 a japonského 3
ptipravenych za pouziti teploty vody 60 °C. Nejmarkantnéjsi rozdily (jak kvalitativni tak

kvantitativni) jsou oznaceny Sipkou.

Nase vysledky analyzy technikou kapilarni elektroforézy nebyly kvantifikovany,
proto neni mozné vysledky porovnat s nalezenymi odbornymi studiemi a zaroven se zadna

studie nezabyvala porovnanim zelenych ¢ajii ptipravenych riznymi teplotami vody.

S pouzitim separacni techniky MEEKC (mikroemulzni elektrokineticka
chromatografie) ve studii [87] analyzovali vzorky ¢aje pfipravené zalitim vodou o teploté
100 °C (1 g ve 20 ml vody). V této studii vSak nebylo konkrétn¢ uvedeno, o jaky typ Caje
se jedna. Stanovovali koncentraci epigallokatechin gallatu (57,7 pg/ml) a epikatechinu
(84,7 pg/ml). Jejich vysledné koncentrace v porovnani snaSimi vysledky z analyzy
technikou HPLC, byly o poznani nizsi. V dalsi studii [88] se zabyvali analyzou katechinti
Vv zeleném ¢aji pouzitim techniky CD-MEKC. Vzorky ptipravili luhovanim vodou o teploté

85 °C a porovnavali vysledné koncentrace katechinti v ¢ajich mezi sebou.
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5.4 Vysledky orientacni senzorické analyzy

Senzoricka analyza byla provedena za ucelem monitoringu chutové piijatelnosti
pouzitych vyluhli zelenych c¢aji v predchazejicich analyzach. VSichni hodnotitelé ze
souboru vyplnili senzoricky dotaznik (pfiloha 4) a hodnotili zakladni parametry 18-ti

vzorkl ¢aju, které byly anonymni.

V nasledujicich pavucinovych ¢i sloupcovych grafech jsou uvedeny primérné
hodnoty senzorickych parametri od 10-ti hodnotiteli. Vysledna hodnoceni senzorické

analyzy jsou statisticky vyhodnocena a shrnuta v ptiloze 3.

5.4.1 Senzorické hodnoceni ¢ajovych vyluht

Z pavucinového grafu (obrazek €. 28) vyplyva, Ze nejlépe a nejvice vyrovnané byly
z hlediska deskriptoru barvy ¢ajového vyluhu hodnoceny ¢aje ptripravené zalitim nejvySsi
teplotou vody, a to 100 °C. Caj &insky 2, &aj &insky 3 a ¢aj japonsky 1 méli nejlepsi
hodnoceni (2). Nejhiife hodnoceny byly ¢aje pripravené s vodou o teploté 60 °C, konkrétné
¢aj japonsky 3 (3) a €aj ¢insky 2 (3,1). Primérné byla barva ¢aje hodnocena jako velmi
dobrd (2) az dobra (3). Nejlépe hodnocenym cajem byl ¢aj japonsky 1 a nejhiife

hodnocenym ¢ajem byl ¢aj ¢insky 1.

Caj ¢insky 1
5
4
Caj japonsky 3 3 Caj ¢insky 2
—60°C
——80 °C
—100°C
Caj japonsky 2 Caj ¢insky 3
Caj japonsky 1

Obrazek 28. Senzorické hodnoceni barvy vyluhii zelenych ¢aju Cinskych a japonskych.
Vzorky byly piipraveny za pouziti teplot vody 60, 80 a 100 °C. Stupnice bodového
hodnoceni byla 1 — vynikajici az 5 — nedostacujici. Hodnoty jsou vyjadfeny jako primeér

hodnoceni 10-ti hodnotitelu.

Pti senzorickém hodnoceni viné ¢ajovych vyluht byly vzorky hodnoceny o néco
hite jako v pfedchazejicim ptipadé. Z obrazku ¢. 29 vyplyva, Ze nejlépe byly z hlediska
deskriptoru viiné hodnoceny c¢aj japonsky 2 (2,2), ¢aj ¢insky 2 (2,4) a ¢aj Cinsky 3 (2,6),
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vSechny ptipravené zalitim nejvyssi teplotou vody 100 °C. Nejhtie hodnoceny byly dva
Caje pripravené s vodou o teploté 60°C, ¢aj Cinsky 1 (3,5) a ¢aj japonsky 3 (3,6) a jeden ¢aj
piipraveny vodou o teplot¢ 80 °C, ¢aj japonsky 1 (3,5). Nejhorsi hodnoceni ziskal ¢aj

¢insky 1 a Caj japonsky 1. Nejlépe byla hodnocena viing Caje japonského 2.

Ca% ¢insky 1
4
Caj japonsky 3 Caj Cinsky 2
2 —60 °C
= ——80°C
—100 °C
Caj japonsky 2 Caj ¢insky 3
Caj japonsky 1

Obrazek 29. Senzorické hodnoceni viné vyluhti zelenych caji ¢inskych a japonskych.
Vzorky byly pfipraveny za pouZiti teplot vody 60, 80 a 100 °C. Stupnice bodového
hodnoceni byla 1 — vynikajici az 5 — nedostacujici. Hodnoty jsou vyjadieny jako priamér

hodnoceni 10-ti hodnotitelu.

Z pavucinového grafu (obrazek ¢. 30) vyplyva, ze nejlépe byl z hlediska
deskriptoru chuti hodnocen ¢aj japonsky 2 a naopak ¢aj ¢insky 3 byl hodnocen nejhiife.
Celkovée byla nejhlife hodnocena chut’ u ¢ajii pfipravenych 100°C vodou. Nejhtie dopadl
Caj Cinsky 3 (4) a ¢aj japonsky 1 (3,9). Dale byl negativné hodnocen ¢aj ¢insky 1,
pripraveny zalitim 60°C vody (3,6). Ze vSech vzorkl nejlépe dopadl ¢aj japonsky 2, pii
teploté¢ vody 60 °C mél primérné hodnoceni 2,5 a pfi teplot¢ vody 80 °C mél primérné
hodnoceni 2,6. Hodnoceni 2,6 bylo také pfifazeno €aji ¢inskému 2, ktery byl pfipraven

vodou o 60 °C.
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Obrazek 30. Senzorické hodnoceni chuti vyluhti zelenych ¢aji Cinskych a japonskych.
Vzorky byly pfipraveny za pouziti teplot vody 60, 80 a 100 °C. Stupnice bodového
hodnoceni byla 1 — vynikajici az 5 — nedostacujici. Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér

hodnoceni 10-ti hodnotitelu.

Z nasledujiciho sloupcového grafu (obrazek ¢. 31) mizeme pozorovat primérné
hodnoceni intenzity vybranych chuti (sladkost, hotkost a trpkost) u vyluhti ¢inskych ¢aju a

Z obrazku 32 mizeme pozorovat totéz, ale pro ¢aje japonské.
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Obrazek 31. Senzorické hodnoceni intenzity sladkosti, hotkosti a trpkosti vyluhii zelenych
¢aju ¢inskych. Vzorky byly pfipraveny za pouziti teplot vody 60, 80 a 100 °C. Stupnice
bodového hodnoceni byla 1 — siln¢ vyrazna az 5 — nepatrna. Hodnoty jsou vyjadieny jako

pramér hodnoceni 10-ti hodnotiteli.

Obrazek ¢. 31 znazorfiuje, Ze pti hodnoceni sladkosti vySel, v porovnani s ostatnimi
vzorky, nejhiife (nejméné intenzivni sladkd chut’) ¢aj ¢insky 3, déle ¢aj ¢insky 1 a nejlépe

(intenzivnéj$i chut’) €aj ¢insky 2. VSechny tyto ¢aje mély nejhorsi (nejméné intenzivni)
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hodnoceni sladké chuti pfi teploté vody 100 °C, ¢aj ¢insky 1 (4,8), ¢aj Cinsky 2 (4,8) a ¢aj
&insky 3 (4,6). Déle byla hodnocena intenzita hoiké chuti u vzorki &aji z Ciny. Nejméné
intenzivni hotkou chut’ mél ¢aj Cinsky 2, ptfipraveny vodou o teploté¢ 60 °C (3,3). Nejvice
intenzivni hotkou chut’ mél ¢aj ¢insky 1 (2) a ¢aj ¢insky 3 (2), pfipravené zalitim 100°C
vody. Pfi hodnoceni trpkosti vysel ¢aj ¢insky 3 jako nejtrp¢i a ¢aj Cinsky 2 jako nejméné
trpky. Konkrétné u ¢aje ¢inského 3, pii zaliti nejvyssi teplotou vody 100 °C, byla intenzita
trpké chuti hodnocena bodové 1,7. A u ¢aje ¢inského 2, pii zaliti nejnizsi teplotou vody 60

°C, byla intenzita trpké chuti hodnocena bodovée 3,7 (nejméné intenzivni).
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Obrazek 32. Senzorické hodnoceni intenzity sladkosti, hotkosti a trpkosti vyluhli zelenych
¢aju japonskych. Vzorky byly pfipraveny za pouZiti teplot vody 60, 80 a 100 °C. Stupnice
bodového hodnoceni byla 1 — silné€ vyrazna az 5 — nepatrna. Hodnoty jsou vyjadieny jako

prameér hodnoceni 10-ti hodnotiteli.

Z obrazku €. 32 je patrné, Ze u vzorkl japonskych caji byly celkové hodnoceny
intenzity chuti (sladkost, hotkost, trpkost) jako méné vyrazné, ¢aje japonské mély vyssi
bodové hodnoceni oproti ¢ajim Cinskym. Pfi hodnoceni sladké chuti m¢l ¢aj japonsky 2
nejniz$i bodové ohodnoceni (3,8), a to pii teploté vody 60 i 80 °C, tudiz vySel z
japonskych caji jako nejsladsi. Naopak nejménég intenzivni sladka chut’ byla zaznamenéna
u Caje japonského 1 (4,4) pfi teploté vody 100 °C. Celkové vySel jako nejméné sladky caj
japonsky 3. Pfi hodnoceni hotké chuti dosahl ¢aj japonsky 1 nejintenzivngj$i hotkosti (2,8)
pii zaliti 100°C vodou. Nejméné intenzivni hotkd chut byla zaznamenana u caje
japonského 2 (3,9) pii 60 °C. Pfi hodnoceni intenzity trpkosti byl jako nejvice trpky
oznacen €aj japonsky 1 (2,9) a nejméné trpky ¢aj japonsky 2 (3,6).
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5.4.2 Senzorické hodnoceni sypanych ¢aji

Pfi hodnoceni samotné suroviny sypanych zelenych ¢aju je patrné z obrazku ¢. 33,
ze nejlépe hodnocenym c¢ajem byl ¢aj japonsky 1 a nejhiiife hodnocenych cajem ¢aj Cinsky
1. Pii hodnoceni barvy ziskal ¢aj japonsky 1 primérné hodnoceni 2,1 a ¢aj ¢insky 1
pramémé hodnoceni 3,1. Pfi hodnoceni viiné suroviny mél také ¢aj japonsky 1 nejlepsi
hodnoceni 2,1 a ¢aj ¢insky 1, 3 a japonsky 2 shodné primérné nejhorsi hodnoceni 2,8. Pfi
hodnoceni celkového dojmu ze suroviny ¢aji byl ¢aj Cinsky 1 stdle hodnocen nejvice

negativné (3,2). Nejlepsi celkovy dojem ziskat ¢aj ¢insky 2 (2,3) a ¢aj japonsky 1 (2,4).

Caj japonsky 3
Caj japonsky 2 l
Caj japonsky 1 I
mcelkovy dojem

Caj ¢insky 3 L vimg

Caj ¢insky 2 _, ) barva

Caj éinsky 1 :

1 2 3 4 5
Bodové hodnoceni

Obriazek 33. Senzorické hodnoceni barvy, viiné a celkového dojmu ze suroviny zelenych
¢aju Cinskych a japonskych. Stupnice bodového hodnoceni byla 1 — vynikajici az 5 —

nedostacujici. Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér hodnoceni 10-ti hodnotiteld.

Pii senzorické analyze vybranych deskriptortt u ¢ajovych vyluhii bylo hodnoceni
subjektivni, ale vysledky ukazaly velky vliv teploty pfi piiprav€é cajového vyluhu na
celkovou chut’ a dojem. Ve vétSiné€ piipadi byly vyluhy pfipravené teplotou vody 100 °C
shledany jako vice hotké, coz je zplisobeno vysokym obsahem vyluhovanych fenolickych
a flavonoidnich sloucenin. Vyrobce uvadi nejlepsi teplotu pro piipravu vybranych

zelenych ¢aji 75-80 °C.

Ve studii [83] porovnavali rizné teploty vody pii piipravé tureckého zeleného Caje
a porovnavali obsah katechinli a jejich vliv na senzoricky dojem z ¢aje. Senzorickymi
deskriptory byla barva, chut’, aroma a celkova piijatelnost vyluhu ¢aje. Bylo pozorovano,
ze namétfené hodnoty koncentrace katechinil vzristaji pii kratsim luhovéani (pod 5 minut).
Pfi del$im luhovani a pii vyssi teploté vody byly vyluhy tmavé a hotké, nebyly proto

hodnoceny pozitivné pii senzorické analyze.
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6 ZAVER

Cilem této studie bylo stanoveni bioaktivnich latek s antioxidaéni aktivitou u
sypanych zelenych ¢ajii, za pouziti modernich bioanalytickych metod. Bylo provedeno
porovnani obsahu piirodnich antioxidantii pfi tfech postupech piipravy Caje, a to pii zaliti
vodou o teploté 60, 80 a 100 °C. Dale byla provedena orienta¢ni senzorickd analyza
sledovanych ¢ajii. Stanoveni vybranych pfirodnich antioxidantd z vodnych extraktt caju
probihalo pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie. Vysledky této analyzy
ukazaly, ze se zvySujici se teplotou vody se zvySoval i obsah vybranych sloucenin u
¢ajovych vyluhii. Z fenolickych kyselin byl zaznamenén nejvyssi obsah u kyseliny gallové
a z flavonoidnich slou¢enin u epigallokatechinu. Vysledky analyz antioxidacni aktivity
v této studii ukazaly niz§i hodnoty, nez uvadi odborna literatura (pii srovnatelné dobé
luhovani za teploty 60 °C). Se zvySujici se teplotou vody se snizovala antioxida¢ni aktivita
vyluhii. Pfi senzorické analyze vybranych deskriptori u c¢aji bylo hodnoceni sice
subjektivni, ale vysledky ukézaly velky vliv teploty pii pripravé cajového vyluhu na
celkovou chut’ a dojem z Caje. Vyrobci doporucuji zalévat zelené ¢aje vodou o teploté 75-
80 °C. Caje piipravené teplotou vody 100 °C opravdu nebyly hodnoceny nejlépe.
Doporucuje se pit zeleny ¢aj pfipraveny za niz$i teploty vody. Takovy vyluh ma soucasné i
vy$$i antioxidacni aktivitu. Je vSeobecné zndmo, Ze se prave zeleny €aj pripravuje pii nizsi
teploté vody oproti ¢aji ¢ernému.

Stanovované latky v soucasné studii byly vybrdny zdivodu prokézaného
pozitivniho vlivu na lidsky organismus. Zdravi prospésny ucinek zeleného caje lze
zaznamenat pii Sirokém spektru onemocnéni vcetné nékolika typt rakoviny,
kardiovaskularnich a plicnich onemocnéni. Léfebné ucinky konzumace zeleného caje a
jeho slozek pii 1é¢bé rakoviny a kardiovaskularnich chorob jsou v soucasnosti intenzivné
studovany [89-91]. Dalsi zaznamenany piinos pozivani zeleného caje pro lidsky
organismus mohou mit jeho protizanétlivé [92], antiarthritické [93], antibakterialni [94],
antiangiogenni [95], antioxida¢ni [96], antivirové [97], neuroprotektivni u¢inky [98] a
ucinky snizujici hladinu cholesterolu v krvi [99]. Ze zakladnich slozek zeleného ¢aje ma
vyraznou terapeutickou ulohu v zachovani lidském zdravi flavonoidni sloucenina
epigallokatechin gallat [1]. V nasi studii se ukazaly byt koncentrace této slouceniny

relativn€ vysoké U vSech vyluhii vybranych zelenych ¢aji, bez ohledu na teplotu ptipravy.
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9 SEZNAM ZKRATEK

ABAP —2,2"-azobis(2-amidinopropan)dihydrochlorid

ABTS - 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina

C — katechin

CE — capillary electrophoresis

CZE — capillary zone electrophoresis
DMPD - dimethyl fenylen diamin
DMPO - 5,5-dimethyl-1-pyrrolin N-oxid
DMSO - dimethyl sulfoxid

DPPH — 2,2-diphenyl-1-pikrylhydrazyl-hydrat
EC — epikatechin

ECD - electron capture detector

ECG — epikatechin gallat

EGC — epigallokatechin

EGCG — epigallokatechin gallat

FRAP — ferric reducting ability power
GAE - gallic acid equivalent

HDL — high density lipoprotein

HPLC — high performance liquid chromatography

LDL — low density lipoprotein

MEEKC — microemulsion electrokinetic chromatography

MEKC — micellar electrokinetic chromatography
MilliQ — demineralizovana voda
MS - mass spectrometry

NACE — nonaqueous capillary electrophoresis
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NADH — nikotinamid adenin dinukleotid

ORAC - oxygen radical absorbance capacity

PMS — 5-methylfenazinium-methyl-sulfat

RNS - reactive nitrogen species

ROS - reactive oxygen species

RP — reversed phase

SD — smérodatna odchylka

TAA — total antioxidant activity

TBARS — thiobarbituric acid reactive substances

TE — trolox equivalent

TEAC — trolox equivalent antioxidant capacity

TPTZ - 2,4,6-tripyridyl-S-triazin

Trolox — 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina
UHPLC — ultra high performance liquid chromatography

UV-VIS — ultraviolet-visible
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10 PRILOHY

Priloha 1: Statistické vyhodnoceni naméfenych dat ziskanych pomoci HPLC

e Koncentrace vybranych fenolickych kyselin u vyluhti zeleného ¢aje Cinského a

japonského.

e Koncentrace vybranych flavonoidnich slou¢enin u vyluhti zeleného ¢aje ¢inského a

japonského.
Piiloha 2: Statistické vyhodnoceni naméfenych dat ziskanych pomoci BS 200

e Koncentrace celkovych bilkovin a celkovych fenoll, stanoveni antioxidacni

aktivity pomoci metody DPPH a FRAP.
Piiloha 3: Statistické vyhodnoceni dat ziskanych senzorickou analyzou

e Senzorické hodnoceni barvy, viné a chuti vyluhit zelenych c¢aju Cinskych a

japonskych.

e Senzorické hodnoceni intenzity vybranych chuti vyluht zelenych caji ¢inskych a

japonskych.

e Senzorické hodnoceni barvy, viing a celkového dojmu ze suroviny zelenych ¢aji

¢inskych a japonskych.

Piiloha 4: Orientacni senzoricky dotaznik
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Statistické vyhodnoceni namérenych dat ziskanych pomoci HPLC

Tabulka 1: Koncentrace vybranych fenolickych kyselin u vyluht zeleného ¢aje ¢inského a japonského.

Priloha 1

Kkyselina kavova kyselina chlorogenovia Kkyselina gallova Kkyselina p-kumarova kvselina vanilova
teplotavody | c (ug/g) S, RSD (%)| c(ng/c) S, RSD (%) c(ng/s) S, RSD (%) | c(ng/c) S, RSD (%)] c(ug/s) S, RSD (%)

100°C 207 0.08 3.73 34.94 1.25 3.59 281.73 9.11 323 7.26 0.35 482 021 0.01 6.49

(‘f‘aj cinsky 1 80°C 267 0.14 531 14.19 047 3.28 207.83 6.29 3.03 4.86 0.32 6.66 0.55 0.03 5.64
60°C 1.15 0.05 4.44 4.18 0.23 5.48 116.12 6.05 521 2.74 0.08 3.07 0.27 0.01 323

100°C 248 0.13 5.20 21.67 0.66 3.06 284.27 15.05 5.30 951 0.35 3.66 0.82 0.03 323

ﬁ‘aj cinsky 2 80°C 272 0.13 4.59 13.24 0.65 4.94 276.04 14.74 534 7.00 0.21 3.04 0.33 0.02 5.36
60°C 0.91 0.05 5.74 77 0.18 4.86 166.59 §.99 5.40 3.59 0.16 4.37 021 0.01 337

100°C 0.59 0.03 5.10 18.72 0.66 351 24515 9.60 3.92 6.26 0.34 5.49 043 0.02 537

(vi‘aj cinsky 3 80°C 451 0.16 3.66 27.58 1.25 452 258.40 14.53 5.62 6.57 0.24 3.69 032 0.02 598
60°C 2.15 0.08 3.56 13.50 047 3.45 211.37 §.28 392 4.55 22 4.87 0.29 0.02 5.67

100°C 1.15 0.04 347 2014 0.89 3.05 143.02 7.77 543 6.95 0.36 5.20 0.32 0.02 5.08

(Vj‘aj japonsky 1 80°C 0.76 0.05 6.37 222 0.89 4.00 119.64 5.34 4.47 6.26 0.39 6.28 0.13 0.01 5.76
60°C 0.43 0.01 3.32 11.10 0.71 6.36 91.55 5.36 5.86 3.72 0.19 4.99 0.24 0.01 3.05

100°C 1.09 0.04 3.72 217 0.84 3.86 20491 7.29 3.56 725 0.37 5.16 0.81 0.04 533

ﬁ‘aj japonsky 2 80°C 1.44 0.05 3.26 29.04 141 4.84 230.27 7.29 3.17 871 0.48 547 0.30 0.02 6.02
60°C 0.86 0.04 4.53 15.49 0.93 6.01 193.10 6.34 3.20 542 0.30 5.48 0.74 0.03 4.67

100°C 129 0.04 3.08 2.74 0.98 3.00 263.58 10.14 385 5.90 031 531 0.67 0.04 5.89

ﬁaj japonsky 3 80°C 117 0.04 3.36 2014 1.28 439 258.53 9.88 382 6.2 0.23 3.63 045 0.01 324
60°C 1.39 0.06 22 27.33 1.79 6.56 254.41 10.53 4.14 4.90 0.25 5.10 0.35 0.02 5.60

¢ (ng/g) ... koncentrace (je uvedena hodnota prumért tfi méteni)

Sx ... smérodatna odchylka

RSD (%) ... chyba méteni
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Tabulka 2: Koncentrace vybranych flavonoidnich slouc¢enin u vyluhti zeleného ¢aje ¢inského a japonského.

Priloha 1

katechin epikatechin epikatechin gallat epigallokatechin epigallokatechin gallat

teplota vody c(ug/e) Sx RSD (%0)| c (ug/s) Sx RSD (%0)] c (ug/2) Sx RSD (%0)| c(ug/o) Sx RSD (%0)] c(ug/s) Sx RSD (%)
100°C 59.39 2.06 347 965.45 28.96 3.00 55956  16.98 3.04 |32114.66 1057.06 329 |12333.28 786.70 6.38
ﬁaj ¢insky 1 80°C 64.21 2.01 3.13 896.91 3941 4.39 538.17 17.18 3.19 |32673.96 100043 3.06 |10951.77 438.44 4.00
60°C 41.79 2.09 5.00 463.55 23.13 4.99 206.58 6.30 3.05 |21057.82 103733 493 280426  143.09 5.10
100°C 79.67 2.76 346 12122 36.93 3.05 580.10 17.50 3.02 |41184.01 1269.73 3.08 |11093.64 518091 4.68
ﬁaj cinsky 2 80°C 47.15 2.01 425 639.72 19.29 3.01 38429 1192 3.10 (2714839 1111.16 409 |749256 31844 425
60°C 7.20 1.51 3.19 533.63 17.87 3.35 180.54 8.93 4.95 |23163.39 728.00 3.14 1938.90 75.35 3.89
100°C 141.97 427 3.01 1363.74 7.48 348 125971 38.10 3.02 [43601.92 132142 303 |18654.65 607.89 3.26
ﬁaj Cinsky 3 80°C 120.58 4.00 332 |106099 4854 458 60276 1835 304 |34617.68 104626 3.02 |1152896 49957 433
60°C 102.52 3.16 3.08 §79.62 2696 3.06 436.84 1425 326 [29200.71 971.11 3.33 8477.07 476.11 5.62
100=C 15431 475 3.08 |1650.33 5186 3.14 58519 18.02 308 |5807544 178239 307 |[1210036 41278 341
ﬁaj japonsky 1 80°C 126 .86 3.81 3.00 |1281.15 4258 332 2748 272 388 |50693.69 155469 307 |7231.88 22726 3.14
60°C §9.99 3.54 3.93 113948 62.30 547 194 .36 §.02 413 |46486.40 139723 301 313271 11046 3.53
100°C 187.67 6.41 341 185212 100.64 543 603.18 2101 348 |48496.53 148890 3.07 1194541 44997 77
(vi‘aj japonsky 2 80°C 165.77 5.03 3.04 |1736.63 9849 5.67 493 53 14.85 3.01 (4670641 140747 301 |[1018269 331.18 3125
60°C 27.59 4.34 340 |1180.10 6937 5.88 187.51 10.98 586 [3531695 111494 316 |216836 100.56 4.64
100°C 180.59 7.29 404 176334 10298 5.84 1011.72 3056 3.02 |5135930 1778.87 346 |17810.84 59665 335
(vi‘aj japonsky 3 80°C 11542 472 409 110433 70.78 6.41 20340 1780 6.07 |33403.20 100458 301 588231 178.39 3.03
60°C 123 47 4.71 382 123429 7728 6.26 309.83 16.54 534 |37174.66 149831 403 611460 20230 331

¢ (ug/g) ... koncentrace (je uvedena hodnota pruméru tii méteni)

Sx ... smérodatnd odchylka

RSD (%) ... chyba méteni
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Statistické vyhodnoceni namérenych dat ziskanych pomoci BS 200

Tabulka 3: Koncentrace celkovych bilkovin a celkovych fenold, stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci metody DPPH a FRAP.

celkové bilkovinv metoda DPPH metoda FRAP celkove fenoly
teplotavody | c(mg/o) Sx RSD (%) |c(mmol TE/g) Sx RSD (%) |c(umol TE/g) Sx RSD (%) |c(umol GAE/g) Sx RSD (%)

100°C 156.44 245 1.57 731 021 281 28960 192 0.66 222 38 3125 146

éaj ¢insky 1 g0°C 21382 3.30 1.55 707 0.05 077 28359 340 1.20 13649 305 289
60°C 32194 9.78 3.04 767 0.06 0.72 35901 6.84 1.90 17929 256 1.43

100°C 124.42 2.64 212 3.63 0.05 1.35 191.31 3.36 1.76 88.2 2125 255

Caj &insky 2 80°C 134.36 1.84 1.37 4.95 0.03 0.64 202.66 3.64 1.79 89.04 149 1.68
60°C 238.14 2.68 1.12 4.88 0.05 1.03 312.01 4.85 1.56 155.98 3.94 2.53

100°C 288.12 3.69 1.28 4.97 0.02 0.50 313.50 6.33 2.02 157.91 251 1.59

Caj ¢insky 3 80°C 332.07 7.92 2.38 5.26 0.12 228 339.13 4.13 1.22 178.99 2.00 1.12
60°C 408.93 5.58 1.36 5.97 0.09 1.52 408.59 4.72 1.16 225.10 4.30 1.91

100°C 241.30 4.81 1.99 5.19 0.02 0.48 378.62 4.90 1.29 178.89 298 1.67

Caj japonsky 1 80°C 310.40 7.23 233 5.99 0.09 1.47 462.77 8.30 1.79 22552 517 229
60°C 392.70 3.23 0.82 6.25 0.05 0.7 482.12 6.65 1.38 254.93 5.83 2.29

100°C 24207 3.66 151 511 007 132 38833 8.00 2.06 18049 198 1.10

Caj japonsky 2 80°C 2382 2.77 1.16 5.26 0.04 0.83 384.73 882 22 184.03 2.69 1.46
60°C 32441 7.18 2.2 5.86 0.07 22 444.53 7.14 1.61 226.50 2.02 0.89

100°C 194.77 3.32 1.71 4.45 0.04 0.97 305.92 5.10 1.67 142.83 256 1.79

Caj japonsky 3 80°C 197.20 5.23 2.65 4.87 0.16 32 313.46 9.14 292 146.30 295 201
60°C 343.32 8.00 2.33 5.69 0.05 0.83 398.88 2.73 0.68 206.64 1.71 0.83

¢ (mg/g), (mmol TE/g), (wmol TE/g), (umol GAE/g) ... koncentrace (je uvedena hodnota primeéri tii méteni)

Sx ... smérodatnd odchylka

RSD (%) ... chyba méteni
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Statistické vyhodnoceni dat ziskanych senzorickou analyzou

Tabulka 4: Senzorické hodnoceni barvy, viing a chuti vyluhu zelenych ¢aja ¢inskych a japonskych.

Priloha 3

barva vvluhu viné vvluhu chut’ vvluhu
teplotavody | primér Sx Vx MIN  MAX median|praimér  Sx Vx MIN  MAX mediin|praimér Sx Vx MIN  MAX mediin

100°C 25 0.7 03 1.0 3.0 3.0 34 1.0 03 20 50 30 34 11 03 20 5.0 4.0

Caj ¢insky 1 80°C 26 1.0 04 1.0 4.0 25 30 vl 02 20 4.0 3.0 30 2 04 1.0 50 30
60°C 2. 1.0 0.4 1.0 4.0 3.0 3.5 1.0 0.3 20 5.0 3.0 3.6 0.8 0.2 3.0 5.0 3.0

100°C 20 0.8 04 1.0 3.0 20 2 0.8 04 1.0 4.0 2.0 33 11 03 20 50 3.0

fi‘aj cinsky 2 BO°C 22 1.0 05 1.0 4.0 20 27 2 04 1.0 50 30 28 0.6 02 20 4.0 3.0
60°C 3.1 0.9 0.3 20 4.0 3.0 2. 0.8 0.3 20 4.0 3.0 2.6 1.0 0.4 1.0 4.0 25

100°C 20 0.7 03 1.0 30 20 26 1.1 04 1.0 4.0 30 4.0 0.8 02 20 50 40

fi‘aj cinsky 3 BO°C 29 0.7 03 20 4.0 3.0 29 1.0 03 1.0 4.0 30 31 7 02 20 4.0 3.0
60°C 2.5 1.0 0.4 1.0 4.0 3.0 33 1.1 0.3 2.0 5.0 3.5 3.4 1.0 0.3 2.0 5.0 3.0

100°C 19 1.0 05 1.0 4.0 20 34 13 04 1.0 50 35 39 11 03 20 5.0 4.0

fi‘aj japonsky 1 BO°C 21 1.0 05 1.0 4.0 20 35 i 02 30 50 30 3.0 0.8 03 20 4.0 3.0
60°C 2.0 2 0.6 1.0 4.0 1.5 3.0 1.1 0.4 1.0 4.0 3.0 3.2 0.6 0.2 2.0 4.0 3.0

100°C 24 2 05 1.0 4.0 25 22 09 04 1.0 4.0 20 33 11 03 1.0 5.0 3.0

ﬁ‘aj japonsky 2 BO°C 24 1.1 0.4 1.0 4.0 20 29 1.1 04 1.0 50 30 26 11 0.4 1.0 4.0 20
60°C 28 1.1 0.4 1.0 4.0 25 27 0.8 0.3 1.0 4.0 3.0 25 0.8 0.3 1.0 4.0 25

100°C 24 1.0 0.4 1.0 4.0 25 31 1.1 04 1.0 50 30 35 13 0.4 1.0 5.0 4.0

Caj japonsky 3 80°C 24 1.3 0.6 1.0 50 20 31 1.1 04 1.0 5.0 30 27 2 04 1.0 50 25
60°C 3.0 1.4 0.5 1.0 5.0 3.0 3.6 1.3 0.4 1.0 5.0 3.5 3.1 2 0.4 1.0 5.0 3.0

pramér ... uvedena hodnota primérd bodového hodnoceni 10-ti hodnotiteld

Sx ... smérodatna odchylka; Vx ... varia¢ni koeficient

MIN ... minimalni hodnota souboru; MAX ... maximalni hodnota souboru

median ... stfedni hodnota souboru
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Priloha 3

Tabulka 5: Senzorické hodnoceni intenzity vybranych chuti vyluht zelenych ¢aju ¢inskych a japonskych.

intenzita sladkosti intenzita hoikosti intenzita trpkosti
teplota vody| primér Sx Vi MIN MAX mediin |primér Sx Vi MIN MAX mediin |primér Sx Vi MIN MAX mediin

100°C 4.8 0.4 0.1 4.0 5.0 5.0 20 0.8 0.4 1.0 3.0 20 22 0.6 03 1.0 3.0 20

éaj cinsky 1 80°C 4.1 i 02 3.0 5.0 4.0 24 1.0 0.4 1.0 4.0 25 28 1.5 05 1.0 5.0 3.0
60°C 4.3 0.9 0.2 3.0 5.0 5.0 27 1.1 0.4 1.0 4.0 25 3.0 2 0.4 1.0 5.0 3.5

100°C 4.8 0.4 0.1 4.0 5.0 5.0 22 0.6 03 1.0 3.0 20 22 09 0.4 1.0 4.0 20

éaj cinsky 2 80°C 2 1.1 03 20 5.0 5.0 29 1.1 0.4 1.0 5.0 3.0 3.0 2 0.4 1.0 5.0 3.0
60°C 3.8 2 0.3 2.0 5.0 4.0 3.3 0.8 0.2 2.0 4.0 3.5 3.7 1.1 0.3 2.0 5.0 3.0

100°C 4.6 05 0.1 4.0 5.0 5.0 20 0.8 0.4 1.0 3.0 20 1.7 0.8 05 1.0 3.0 20

éaj cinsky 3 80°C 4.5 0.8 02 3.0 5.0 5.0 24 i 03 20 4.0 20 31 2 0.4 1.0 4.0 4.0
60°C 4.4 0.8 0.2 3.0 5.0 5.0 3.0 1.3 0.4 1.0 5.0 3.0 29 2 0.4 1.0 4.0 3.5

100°C 4.4 0.8 02 3.0 5.0 5.0 2. 2 0.4 1.0 5.0 25 29 1.1 0.4 1.0 5.0 3.0

éaj japonsky 1 80°C 39 09 02 3.0 5.0 4.0 33 0.8 02 20 5.0 3.0 37 1.1 03 20 5.0 4.0
60°C 4.0 0.8 0.2 3.0 5.0 4.0 3.5 0.8 0.2 2.0 5.0 3.5 3.8 0.9 0.2 2.0 5.0 4.0

100°C 4.1 09 02 3.0 5.0 4.0 34 1.0 03 20 5.0 35 2 1.0 03 1.0 5.0 3.0

éaj japonsky 2 80°C 38 2 03 20 5.0 4.0 31 1.1 0.4 1.0 5.0 3.0 36 2 03 1.0 5.0 4.0
60°C 3.8 0.9 0.2 2.0 5.0 4.0 3.9 0.9 0.2 2.0 5.0 4.0 3.9 1.1 0.3 1.0 5.0 4.0

100°C 43 0.8 02 3.0 5.0 4.5 2 14 0.4 1.0 5.0 3.0 2 2 0.4 1.0 4.0 4.0

éaj japonsky 3 80°C 4.0 2 03 20 5.0 4.5 36 2 03 1.0 5.0 4.0 36 13 0.4 1.0 5.0 4.0
60°C 4.3 0.8 0.2 3.0 5.0 4.5 3.8 2 0.3 1.0 5.0 4.0 3.8 1.0 0.3 2.0 5.0 4.0

pramér ... uvedena hodnota primérd bodového hodnoceni 10-ti hodnotiteld
Sx ... smérodatna odchylka

VX ... varia¢ni koeficient

MIN ... minimalni hodnota souboru; MAX ... maximalni hodnota souboru

median ... stfedni hodnota souboru
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Priloha 3

Tabulka 6: Senzorické hodnoceni barvy, viing a celkového dojmu ze suroviny zelenych ¢aji ¢inskych a japonskych.

barva suroviny viiné suroviny celkovy dojem ze suroviny
primér Sx Vx MIN MAX mediin | pramér Sx Vx MIN MAX mediin | primér Sx Vx MIN MAX  mediin
Caj ¢insky 1 31 1.0 0.3 1.0 4.0 3.0 2. 2 0.4 1.0 5.0 3.0 2 0.8 0.2 2.0 4.0 3.0
Caj ¢insky 2 22 1.0 0.5 1.0 4.0 20 27 12 04 1.0 4.0 2.0 2 0.8 0.4 1.0 3.0 25
Caj Cinsky 3 3.0 0.9 0.3 1.0 4.0 3.0 28 . 0.3 2.0 4.0 25 2 0.7 0.3 2.0 4.0 3.0
ﬁaj japonsky 1 2. 0.9 0.4 1.0 3.0 2.0 21 12 0.6 1.0 4.0 2.0 24 0.7 0.3 1.0 3.0 25
Caj japonsky 2 2. 1.0 04 1.0 5.0 3.0 28 1 04 1.0 4.0 3.0 29 1.0 0.3 1.0 4.0 3.0
Caj japonsky 3 2. 1.1 0.4 1.0 4.0 3.0 2.6 1.2 0.5 1.0 5.0 3.0 2.7 1.1 0.4 1.0 4.0 3.0

prumér ... uvedena hodnota praméri bodového hodnoceni 10-ti hodnotitelt
Sx ... smérodatna odchylka

Vx ... varia¢ni koeficient

MIN ... minimalni hodnota souboru

MAX ... maximalni hodnota souboru

median ... stfedni hodnota souboru
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Priloha 4

Orientacni senzoricky dotaznik
vek: pohlavi: kurak:

Hodnotte piedlozené vzorky v poiadi, jak je uvedeno niZze: barva, viin¢ a na zavér chut a
intenzita chuti, dale bude hodnocena samotna surovina - sypané zelené ¢aje. Pfi hodnoceni
pouzivejte jako neutralizator chuti bilé pecivo. Barvu hodnot'te proti bilému podkladu.

Senzorické hodnoceni zelenych ¢aji

Ohodnot’te jednotlivé vzorky Caje a prifad’te kazdému vzorku hodnoceni podle nasledujici
bodové stupnice (1 - vynikajici az 5 - nedostacujici):

1 - vynikajici

2 - velmi dobra

3 - dobra

4 - dostacujici

5 - nedostacujici

A) Barva ¢ajového nalevu (nalev zeleného Caje ma byt prizraény, barva jasna, ¢ira,
zlutozelend)

Oznaceni

A B C D E F G H CH
vzorku

Bodové
hodnoceni

Oznaceni
vzorku

Bodové
hodnoceni

B) Viiné ¢ajového nalevu (viné zelené¢ho ¢aje ma byt Cista, ryzi, bez vedlejSich zapacht s
tony zelenymi, kvétinovymi, ovocnymi. Viin€é sena, zatuchliny ¢i zadna viné jsou znaky
nekvalitni jakosti)

Oznaceni

A B C D E F G H CH
vzorku

Bodové
hodnoceni

Oznaceni
vzorku

Bodové
hodnoceni
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C) Chut’ ¢ajového nalevu (chut’ zeleného Caje je typicka, nasladla, nema byt mdla nebo
naopak svirava, prili$ trpkd a hotka ¢i obsahovat dalsi pachut¢)

Oznaceni

A B C D E F G H CH
vzorku

Bodové
hodnoceni

Oznaceni
vzorku

Bodové
hodnoceni

Intenzita chuti ¢ajového nalevu

Ochutnejte jednotlivé vzorky ¢aje a prifad’te kazdému vzorku hodnoceni podle nasledujici
bodové stupnice (1 - nepatrnd az 5 - siln¢ vyrazna):

1 - silné vyrazna

2 - dosti vyrazna

3 - prumérna

4 - velmi slaba

5 - nepatrna

Oznaceni
vzorku

Sladkost

Kyselost

Slanost

Horkost

Trpkost

Oznaceni
vzorku

Sladkost

Kyselost

Slanost

Horkost

Trpkost
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Senzorické hodnoceni suroviny - sypanych zelenych ¢aju

Ohodnot’te jednotlivé vzorky Caje a prifad’te kazdému vzorku hodnoceni podle nasledujici
bodové stupnice (1 - vynikajici az 5 - nedostacujici):

1 - vynikajici

2 - velmi dobra

3 - dobra

4 - dostacujici

5 - nedostacujici

Barva suroviny (barevné tony zelené)

Oznaceni

1 2 3 4 5 6
vzorku

Bodové
hodnoceni

Viné suroviny (viné sladka, sladce zelena, kofenéna, nezadouci — pf. plesniva, piipalend)

Oznaceni

1 2 3 4 5 6
vzorku

Bodové
hodnoceni

Celkovy dojem (pfiblizn¢ stejné listky nebo ulomky stejné velikosti a barvy, nema
obsahovat cizi ¢astice — pf. pisek, kaminky)

Oznaceni

1 2 3 4 5 6
vzorku

Bodové
hodnoceni

Poznamky:
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