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Souhrn

Tato prace se zabyva srovnanim vysokotlakych extrak¢nich technik aktivnich latek
zeleného cCaje, zejména superkritické fluidni extrakce a zrychlené extrakce rozpoustédlem.
Hlavni pozornost je zamétfena na extrakci epigalokatechin-3-galatu ze zelené¢ho caje. Pro
analyzu byla pouzita vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) s MS detekci.

Uvod prace je vénovan charakteristice zeleného ¢aje, jako je péstovani, zpracovani,
pfiprava a jeho déleni. Podrobné jsou popsany latky v zeleném ¢aji obsazené 1 jejich G€inky
na zdravi cCloveéka. Zvlastni kapitola je vénovana epigalokatechin-3-galatu a jeho
antioxida¢nim a 1é¢ivym schopnostem.

V experimentalni ¢asti jsou popsany vysokotlaké extrakce vzorkii zeleného Caje za
riznych podminek. Pii SFE byly extrahovany vzorky SC-CO, bez modifikatoru a s
ptidavkem modifikatoru (methanol, ethanol) a byl sledovan vliv teploty na G¢innost extrakce.
V ptipadé ASE byla volena riizna rozpoustédla a extrakéni cas.

Cilem této bakalaiské prace bylo shrnout poznatky tykajici se vysokotlakych extrakci

a porovnat superkritickou fluidni extrakci se zrychlenou extrakci rozpoustédlem.



Summary

This thesis deals with the comparison of high-pressure extraction techniques of active
substances from green tea, particularly supercritical fluid extraction and accelerated solvent
extraction. The main attention was focused on the extraction of epigallocatechin-3-gallate
from green tea. High performance liquid chromatography (HPLC) with MS detection was
used for analysis of extracts from green tea leaves.

The introduction consists of characteristic of green tea, such as growing, processing,
preparation and division. In detail, there are described substances contained in green tea and
their effects on human health. A special chapter is devoted to the epigallocatechin-3-gallate
and its antioxidant and healing abilities.

In the experimental part, high-pressure extractions of green tea samples were
described under the different conditions. Samples with pure CO, and with addition of
modifier extracted by SFE were compared and furthermore effect of temperature was
investigated. In case of ASE, an effect of solvent and extraction time was observed.

The aim of this work was to unite the information concerning the high-pressure
extractions and also compare the supercritical fluid extraction with accelerated solvent

extraction.
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1. Uvod

Po staleti je ¢aj konzumovan ¢inskou a japonskou populaci a je to patrné druhy, po
vod¢ nejkonzumovangj$i napoj asijské spolecnosti, kde je piti Caje zilezitosti kultury a
meditativniho zivotniho stylu. Postupné se rozSitoval i do dalsich zemi a dnes se jiz pije po
celém svéte.

Existue mnoho druhi ¢aju. VSechny se ale vyrabé&ji zjedné rostliny, ¢ajovniku
¢inského. Jednotlivé druhy vznikaji nepatrnymi rozdily ve zpracovani, z nichZ nejbézngjsi tii
jsou ¢aj zeleny, oolong a ¢erny. V této praci se vSak budeme zabyvat pouze ¢ajem zelenym a
extrak¢nimi metodami antioxidantd v ném obsazenych.

Oblibenost zelen¢ho Caje je zaloZena na jeho lahodné chuti a lé€¢ivych schopnostech,
za které vdéci obsahu polyfenoli, obzvlasté katechinu, jejichz u€inky na lidsky organismus a
1é¢bu riznych chorob jsou velmi Sirokospektré. Prospiva totiz t€méf vSem organtim, nebot’
posiluje imunitu, ¢imz zabrafuje virovym a bakteridlnim nakazam. Také brani vzniku a
rozvoji rakoviny, snizuje krevni tlak a hladinu cholesterolu v Krvi, a tak snizuje riziko infarktu
a mozkové mrtvice. Dokonce piedchizi tvorb&é zubniho kazu'. V Cing a Japonsku je

povazovan za pramen vé¢ného mladi.



2. Teoreticka cast

2.1 Historie

Zeleny Caj je uzivan jako 1é¢ivé tonikum a elixir zZivota uz vice nez 4000 let. Je to
jedna z mala rostlin s tak dlouhou a zajimavou historii. Kofeny tohoto &aje lezi v Cing.
Spadaji do doby pfiblizn¢ 2737 pf. n. 1, kdy se v ¢inské l€karské knize objevuje prvni
pisemna zminka o ¢aji jako o 1éCivém napoji. Trvalo nékolik stoleti, nez se piiSlo na dalsi
moznosti jeho vyuziti MySlenka, Ze je mozné si ¢aj jen tak vychutnavat, se objevila teprve
kolem roku 400 pt. n. 1.1 > Az v roce 350 n. I. se poprvé objevuje v &inském slovniku zptsob
ptipravy Caje. V té samé dob& zacali ¢inSti péstitelé se zdokonalovanim techniky péstovani
této rostliny®. Japonska Gajova historie za¢ina v roce 810 n. |. s ptichodem dvou mnichd, ktefi
propasovali seminka ¢ajovniku z Ciny do Japonska. Oficialné a ve velkém mnoZstvi se zacal
Cajovnik do Japonska dovazet ve 12. stoleti zCiny a zacal se zngj vyrabét vyhradné jen
zeleny ¢aj®. Ve 14. stoleti pronikly zpravy o tomto napoji i do Evropy. Jako prvni si ¢aj ziskal
oblibu v Holandsku, odkud se rozvazel do jinych zemi. Do Anglie dorazily zasilky ¢aje teprve
V letech 1652 az 1654. Caj byl zpocatku velice drahym zbozim, jakousi vystiednosti, kterou si
mohla dovolit pouze $lechta nebo skute¢né bohati obchodnici. Kdyz se vsak Anglie zapojila
do obchodovani s ¢ajem, zvysil se irozsah obchodu, a to vyustilo v soupefeni mezi riznymi
flotilami Evropy a Ameriky. Tak se ¢aj pozvolna ptfiblizoval i stfednim vrstvam obyvatelstva.
Také v Rusku znali ¢aj az v 17. stoleti, kde se stal rychle oblibenym. Rusové zacali tispésné
vysazovat ¢ajovniky v oblasti Kavkazu. Od poloviny 19. stoleti zacali Anglicané péstovat Caj
na plantazich svych kolonii — Indie a Cejlonu (Sri Lanky). Na Cejlonu byla roku 1869 plisni
zni¢ena celad uroda kavy, misto které se zde zacal péstovat ¢aj. V této dob¢ doslo k velkému
rozmachu &aje Gerného °.

Cajové plantaze byly postupné budovany na Tchaj-wanu, Sumatie, Javé, v Jizni Africe
a na mnoha daliich mistech. Caj se stal vyznamnym obchodnim artiklem a celosvétovym

kulturnim fenoménem®.



2.2 Zeleny caj

Zeleny c¢aj je obvykle svétle zelené nebo zluté barvy. Je to napoj s alkalickou povahou,
ktery pisobi proti prekyseleni. Na rozdil od ¢aje ¢erného (Obr. 1) neprochazi fermentaci, coz
je ur¢ity druh kvaseni, pti kterém jsou ¢ajové listky vystaveny pusobeni kysliku ze vzduchu.
Béhem fermentace dochazi v ¢aji k pfeméné jeho u€innych latek. Zeleny €aj si diky pferuSeni

tohoto kvasného procesu ponechava svou lé&ivou silu v plném rozsahu® 4 7.

Oznaceni ¢aje podle stupnt fermentace

cerny — pln¢ fermentovany

modrozeleny (oolong) — ¢astecné fermentovany

bily — lehce fermentovany, nékdy i nefermentovany

zluty — specialné fermentovany, nékdy ozna¢ované jako nefermentovany

zeleny — nefermentovany® &’

Oproti cernému Caji obsahuje zeleny Caj také men$i mnozstvi kofeinu a na druhou
stranu asi Ctyfikrat vice vazanych tfislovin, takzvanych polyfenold, které jsou odpovédné za

G&innost &aje v prevencia 1é€eni riznych chorob? °.

.
b
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Obr. 1. Zeleny éaj — Vlevo, cerny caj —vpravo (prevzato z cit?)



2.2.1 Cajovnik, péstovani

JelikoZ byl divoce rostouci ¢ajovnikovy kef dosud objeven pouze v Cing a Assamu,
jsou znamy pouze dvé odridy Cajovniku, které se od sebe lisi velikosti listi. Camellia sinensis
(Cajovnik ¢insky (Obr. 2)), jez je puvodni rostlinou zeleného Caje, avsak ziskava se zngj i
Cerny a bily ¢aj a také oolong. Druha odrtda je Camellia assamica (¢ajovnik assamsky

(Obr. 3)), z néhoz se ziskava téméf vyhradné jen Gaj Gerny® 37,

10)

Obr. 3. Camellia assamica s sirokymi listy (prevzato z Cit.

Rostlina, zniz se zeleny Caj vyrabi, cajovnik cinsky, je zceledi cajovnikovité
(Theaceae), rodu ¢ajovnik (Camellia) a jako vétSina jeho zistupci ma bilé kvéty podobné
tteSnim (Obr. 4). Tato vytrvala rostlina ma celorocné zelené listy, pro néz jsou typické dobie
viditelné stiibtité bilé chloupky na jejich spodni stran¢. MtiZze dortstat do vysky 10 — 30 metrii
a dozivat se stovky let. Pro snadnéjsi sklizeni listkli se ¢aj na plantazich péstuje v podobé kete

vysokého 1,2 metru® ~>8,



Obr. 4. Kvét ajovniku (pievzato z cit.!?)

Cajovnikim se daii nejlépe ve vyssich polohich steplym a destivym podnebim.
Prospivaji jim ranni mlhy, mirné teploty (okolo 18 °C) a bohaté sraZky béhem celého roku.
Osetiované kete cajovnikl davaji ¢aj az padesat let. Poprvé se z Cajovniku mize sklizet po
tiech letech od vysazeni rostlinky. Preferuje se ruéni sbér od strojového, ktery provadi zeny
nejriznéjsiho staii v dobé sezony po 10 az 15 dni. V Japonsku, Ciné a na Tchaj-wanu,
probihd sklizenn od dubna do fijna nebo listopadu. Pii ru¢nim sbéru se sklizi pouze mladé
vyhonky v podobé dvou listkii a jednoho pupenu. Za den sbéracky sklidi urodu 30 — 35 kg

Serstvého Gaje, z GehoZ se ziska 7 — 9 kg Gaje suSeného uréeného ke spotiebs® ~ 3,

Cajovnik se péstuje v oblastech Asie, zejména v Cing, Japonsku, Indii, na Tchaj-wanu,
V Indonésii, ve Vietnamu, v oblasti Kavkazu a na Sri Lance (diive Cejlon). V dne$ni dob¢ je
péstovani roz8ifeno také do n€kterych zemi Afriky a Jizni Ameriky. Na celém svété se ro¢né
vyrobi asi 2,5 milionu tun susené¢ho ¢aje, z ¢ehoz asi 20 % ptipada na €aj zeleny, temet 2 %
na oolong a asi 78 % na ¢aj erny. Cina je s vice jak 400 tisici tunami rodné nejvétsim

producentem zeleného ajel >,

2.2.2 Zpracovani zeleného ¢aje

Rozdilnymi zplsoby zpracovani lze z ¢ajovnikovych listkli zhotovit zeleny iCerny ¢aj.
Zeleny Caj prochazi nejSetrnéjSim zpisobem zpracovani. Aby listky zajového kefe zistaly
po ocesani zelené, musi se prerusit proces fermentace deaktivovanim fermenta¢nich enzymu,
které by jinak vyvolaly proces kvaseni, ¢imz by ze zelen¢ho Caje udélaly ¢aj Cerny s uplné
jinou chuti a ¢aste¢né velmi omezenym 1éCivym u¢inkem. Tento proces fermentace mize byt

zastaven dvojim zptsobem.



- Prazenim (Cinsky zpisob), pii némz se Cajové listky vlozi ihned po sklizni do plochych
ocelovych panvi nebo kovovych bubnd, kde jsou vystaveny suchému Ziru po dobu méné nez
jedné minuty. Pak se vétSinou ruéné¢ prohnétou a susi po dobu osmi az dvanacti hodin, a
posléze se svinyi. Takto zpracované Cajové listky se postupné prosévaji n€kolika rtizné
hustymi sity, aby se roztfidily podle velikosti. S klesajici velikosti listkl klesa kvalita caje.
Cajovym ,prachem®, ktery po proseti zbude, jsou plnény ajové sacky.

- Napafovanim (japonsky zpusob), pii kterém jsou cCerstvé sesbirané cajové listky
vystaveny na 20 — 40 vtetin vodni pafe. Foukdnim horkého vzduchu jsou pak listky opatrné
suseny a nakonec slisovany. Caj je susen tak dlouho, dokud jeho primérny obsah vlhkosti
nedosdhne piiblizné 3 % vlhkosti Cerstvé rostliny. Na zavér jsou ¢ajové listky svinuty, prosety

sity a tfid&ny do jednotlivych sort! ~3> 6

2.2.3 Priprava zeleného Caje

K zelenému ¢aji se musime chovat mnohem Setrnéji nez k ¢aji Cernému. Latky
obsazené v zeleném Caji maji totiz mnohem volIné&jsi chemickou vazbu a v horké vodé se
rozpusti rychleji a beze zbytku. Proto se nesmi louhovat ptili§ dlouho a je tieba jej zalit vodou
o nizsi teploté (70 — 90 °C). Takovyto postup Setii jeho aromatické latky, které pii velmi
vysokych teplotich snadno vyprchaji, a také zachovava vitaminy, aminokyseliny a enzymy,

které jsou taktéZ citlivé na teplotu?.

2.2.4 Déleni zeleného caje

Ve starovéké Cing bylo znamo vice nez 8 000 druhii zeleného ¢aje. Dnes jich je ale
podstatné méné. Chut’ ¢aje zavisi na mnoha Cinitelich a t¢mi jsou plantdZe (puda, pocasi a
dalsi vlastnosti oblasti, kde se ¢aj péstuje), zpisoby péstovani, doba a zpiisob sbéru, vybér a
stupent zralosti ajovych listkd, rostliny rostouci v blizkosti ¢ajové plantdze a také zpUsob
zpracovani o¢esanych listk o2 .

Nejjednoduseji mizeme zeleny ¢aj délit na ¢insky a japonsky, pficemz Cinsky ma na
rozdil od japonského bledsi zelenou barvu a odlisny zplsob fermentace (prazenim), kdezto
japonsky vynikd svoji travovou ptichuti, syt¢ zelenou barvou a k fermentaci dochazi pomoci
horké pary. Mén¢ znamé jsou potom jeSte¢ tchaj-wanské, indické, ceylonské a dalsi caje.

Podrobngjsi déleni je dale mozné podle oblasti p&stovani v kazdé z téchto zemi' ~*.



2.2.5 Volné radikaly a antioxidanty

Volné radikaly jsou vysoce reaktivni molekuly a ¢asti molekul, které maji jeden nebo
vice nesparovanych elektron. Volny radikal vezme elektron jiné molekule, takze této
molekule zacne elektron chybét a stane se tak volnym radikalem. Ta zase odejme elektron
zjiné molekuly, kterd se nasledné stane volnym radikdlem. Takto vznikd jakasi fetézova
reakce, kterou mohou zastavit antioxidanty. Nedojde-li k pferuseni této reakce, dochazi ke
vzniku neSkodného oxidu uhli¢itého, vody a energie. Pokud ale néktery z volnych radikalt
z této reakce unikne, mize poskodit molekuly v té¢lesnych bunkach. Po né&jaké dobé vede
radikalové poskozeni t&la k mnoZstvi nemocia predasnému starnuti bungk?.

Volné radikaly jsou schopné Skodit buikdam téla, pomahaji ptipravovat pudu pro
rakoviny, nemoci srdce a mnoho dalSich degenerativnich onemocnéni. Jednim
z nejnebezpecnéjSich volnych radikali je singletovy kyslik nebo superoxidovy ion, ktery
vznikd zperoxidu vodiku. Volné radikaly se tvofi ze tii hlavnich zdroji: v téle, v okolnim
prostiedi a zjinych volnych radikdli. Jejich mnozstvi vtéle se zvySuje pisobenim mnoha
faktoril, po¢inaje stresem, pies toxické latky v okolnim prostiedi a UV zafeni, aZ po Spatné
stravovaci navyky" *.

Antioxidanty maji tu dutlezitou vlastnost, Ze2 mohou dodavat elektrony volnym
radikaliim, ¢imZ jsou schopny uhasit jejich reaktivitu a ukonc¢it zhoubny fetézec radikalovych
reakci. Takovy antioxidant pak bud’ vstupuje znovu do reakce s jinym antioxidantem, aby se
sam nestal volnym radikdlem, anebo muize zdstat ve zménéném stavu, nema-li jeho nova
struktura skodlivy vliv na jiné molekuly?.

Antioxidacni enzymy, které si télo vytvaii a antioxidacni vitaminy, které¢ ptijimame
S potravou, nemohou dostatecné ochranit vSechny télesné buiky pted poskozenim v dusledku
okyslicovani. Proto nas déle zajimaji antioxida¢ni latky, které se nachdzeji v rostlinach,
véetné polyfenoltl vyskytujicich se v zeleném cCaji, zvlasté katechintl, jez maji mnohem vyssi
antioxida¢ni u€¢inek nez mnohé druhy ovoce nebo zeleniny, napt. ¢esnek, cibule, kapusta a

dalsi.



2.2.6 Co obsahuje zeleny ¢aj

Neékteré rostliny obsahuji latky, které maji silny u¢inek na lidské zdravi. Témto latkdm
se n€kdy fika ,rostlinné chemicky u€inné latky* nebo . fytolatky*. Rostliny je pouZivaji
K vlastnimu pfeziti. Mnohé fytolatky v rostlinach pisobi jako enzymy, hormony, barviva nebo
regulatory ristu.  V ¢ajovém listé je obsazeno kolem 400 nejriiznéj$ich t¢innych latek. Cim
jsou cajove listky star$i, tim mén¢ t€chto latek obsahuji.

Latky obsazené v ¢aji k Zivotu probouzi horkd voda a jejich koncentraci ovliviiuje
teplota vody, doba louhovani, davkovani, misto sklizng, zptisob zpracovani a druh ¢aje.

Z farmakologického hlediska jsou nejzajimavéjsi polyfenoly* —3:°.

Polyfenoly

Polyfenoly obsahuji jednu nebo vice fenolovych skupin. Tato velkd skupina latek ma
fadu podskupin, mezi které patii flavonoidy, jez se zase dé€li na dalSi podskupiny, z nichz
nejdulezitéjsi jsou flavanoly neboli katechiny.

V zeleném €ajijsou polyfenoly obsazeny ve velkém mnozstvi (obsahujipfiblizné 30 %
obsahu listll) a davaji tak ¢aji lehce sviravou, trpkou az hotkou chut’. Maji silné antioxida¢ni
ucinky, diky kterym pulisobi preventivné proti vzniku rakoviny a srde¢nich onemocnéni. Spolu
s chlorofylem zpUsobuji zabarveni ¢aje. Nejvice je jich obsazeno v listovém pupenu a Se
starnutim listd jich ubyval 3 2.

Flavonoidy

Flavonoidy jsou rostlinné pigmenty s antioxida¢nim u¢inkem, které mohou vyrazné
pusobit pfi prevenci a I&cb& chorob jako jsou arterioskler6za a jind kardiovaskularni
nemocnéni. Mohou vazat nékteré kovové ionty (Zelezo, méd’), brani peroxidaci lipidd,

likviduji volné kyslikové radikaly, regeneruji a zpeviiuji cévy™.

Katechiny
Strukturou jsou katechiny podobné flavonoidim (derivaty flavan-3-o0lu). Obecné maji
tyto latky vyznamnou antioxida¢ni aktivitu na singletovy kyslikovy radikal a brani peroxidaci

tuki. Jsou také schopné inhibovat tvorbu tromboxanu a snizovat hladinu cholesterolu v krvi'.



Taniny

Je to skupina jednoduchych a sloZzenych fenold, polyfenolt a flavonoidt. Tyto latky
zmirfuji Zalude¢ni problémy, zlepSuji traveni a maji uklidnujici G¢inek na centralni nervovy
systém, ¢imz piisobiproti U¢inkiim kofeinu.

Jejich nazev je odvozen od nejznaméjsi tiisloviny — taninu (kyselina t¥islova), ktery
se nastésti v ¢aji nenachazi, nebot’ je zdravi Skodlivy pfi poziti, vdechnuti nebo pii styku
skuzi. Rostliny taniny produkuji pro svoji ochranu pied patogeny, zvéfi a nepfiznivym
ptirodnim podminkam. Na rozdil od taninti ostatnich rostlin, které jsou kvili své vlastnosti
srazet bilkoviny toxické, jsou taniny z c¢ajovniku pro lidsky organismus neskodné. To je
zptisobeno odlinou chemickou strukturou® 14,

Purinové alkaloidy
Cajovnik obsahuje v listech az 4,5 % kofeinu, doprovizeného theofylinem,
theobrominem a xanthinem. Jsou to methylderivaty xanthinu (2,6-dioxypurinu) nazyvané téz

purinové alkaloidy™.

Kofein

Kofein patii do skupiny chemickych latek zvanych metylxantiny. Diive byla tato latka
V ¢aji oznaCovana jako ,thein®, protoze se lidé domnivali, Ze jde o jinou latku, neZ se nachazi
vkavovniku. Toto pojmenovani se v odborné terminologii vSak jiz nepouziva, nebot’ bylo
zjisténo, Ze jsou molekuly kofeinu vkaveé i ¢aji identické. Pouze vazby, kterymi se kofein
Z caje nebo kavy vaze na jiné latky, jsou odlisné. Zustaneme tedy u ndzvu kofein.

Télo dokaze piijmout kofein zkavy rychleji nez kofein zcaje. Po vypiti kavy se
uc¢inek kofeinu dostavi relativné rychle, béhem asi 30 minut dosahuje maxima a v pribéhu 2-3
hodin pak zase pozvolna odeznivd. Pokud pjeme caj, pusobi kofein i pfi stejném mnoZzstvi
pomaleji, ale delsi dobu. Kromé svého znidmého povzbuzyjictho u€inku odvodiuje
organismus a zesiluje ostatni 1é¢ivé uCinky, protoze rozsituje cévy a umoznuje tak dalsim
latkam lep$i rozptyleni v organismu. Kofeinové vazby v kaveé povzbuzuji srdce a krevni obéh,
Vv ¢aji zase ovliviiuji centralni nervovou soustavu. Jeho smrtelna davka pro ¢lovéka Cini asi

10 g, coZ odpovida cca 80 $alkim kavy nebo cca 140 $alkam &aje® > .



V ¢aji se vyskytuji jest¢ dvé kofeinu piibuzné latky. Prvni znich je teofylin, ktery
silné¢ povzbuzuyje srdce, respiracni systém a ledviny a ma podle farmakologickych testl jeste
vétsi tcinek na nervovou soustavu nez kofein. Druha kofeinu podobna latka je teobromin,
ktery pusobi podobné jako zmiftiované dva, ovsem jeho stimula¢ni u€inek je nejslabsi. Ve
vétSiné Caji je obsah téchto dvou latek znacné nizky, tudiz je jejich vliv prakticky
zanedbatelny®.

Vitaminy
List zeleného ¢aje obsahuje vitaminy A, B; (thiamin), B, (riboflavin), Bs (pyridoxin),
B (biotin), Bio (kyselina folova), B> (kobalamin) a také vitaminy C, E, K a provitamin beta-

karoten> 16

Aminokyseliny

vvvvvv

oviem L-theanin, ktery v &aji tvoii vice nez 60 % celkového obsahu aminokyselin®®.

L-theanin

Tato aminokyselina je obsazena pouze v ¢ajovniku a nekterych druzich hub. Jeho
mnozstvi v €aji klesd s rostoucim stafim cajovych pupent. Zatimco katechiny jsou trpké,
chut' theaninu je nasladla, a tak vznikd vyvazena chut' ¢aje. Vyzkumy prokazaly pozitivni
ucinky theaninu na mysl a pamét clovéka, protoze pomahd chranit mozkové bunky a
prodluzyje jejich zivotnost. Je také povazovan za prirodni antidepresivum, a to diky produkci
vln alfa, které uvolnuji stres, zbavuji uzkosti a navozuji pocit relaxace a dobré nalady.

A V neposledni fad€ posiluje imunitni systém, snizuje krevni tlak, zvySuje G¢inek nékterych

------

Pektin
Pektin je pfirodni potravinova vlaknina, ktera zvySuje vstiebavani vitaminu C a vaze

t&7ké kovy. V zeleném &aji se vyskytuje v malé mife?’.

10



Minerdly a stopové prvky
Zeleny &aj obsahuje 5 — 7 % mineralnich latek™®.

Fluor — zpevnuje zuby a kosti, ni¢i bakterie (Streptococcus mutans), které zptsobuji povlak
na zubech a vytvati zubni kaz, urychluje hojeni ran a chrani pred anémii v t€hotenstvi.

Ptedavkovani fluorem (vice nez 10 mg denné) mize vést k deformacim kost.

Draslik — ma vliv na bunéény metabolismus, odstrafiovani toxickych latek z t€la, snizovani
tlaku, zasobovani mozku kyslikem a nervové vzruchy. Dale je draslik dulezity pro
spravnou ¢innost kardiovaskularniho a svalového systému a ¢innost mnoha enzymd,
pfeménu cukrl na energii (kterd je ukldddna v jatrech a ve svalech) a pro udrzovani
rovnovahy kyselin. Pro jeho existenci v organismu je dulezitd pfitomnost hoic¢iku.

Snizend hladina drasliku vede k poruchdm srde¢niho rytmu az zastavé srdce® 8.

Vapnik — je potiebny pro tvorbu zubti a kosti, spravnou srazlivost krve, hojeni ran, funkci
svalli a nervu a hraje dilezitou roli pti buné¢ném metabolismu a latkovych pfeménach
(tvorba hormonli a enzymtl). Véapnik také snizuje krevni tlak a podporuje ¢innost

srdce. Jeho dlouhotrvajici nedostatek vede k osteopordze a svalovym kedim® 18,

Sodik — je zodpovédny za odstraniovani jedovatych latek z téla, za svalové kontrakce,
spravné traveni a za hospodafeni téla s vodou. V zeleném caji je ho ale nepatrné

mnoZstvi,

Mangan — je velice dulezity pro spravny metabolismus cukrd, aminokyselin a cholesterolu a
hraje roli v antioxida¢nich d¢jich. Podporuje vyvoj chrupavky a kosti a proces hojeni.
Nedostatek manganu v t¢le miize vést k onemocnéni cukrovkou a vzniku cévnich a

kardiovaskularnich onemocnéni*e.

Zelezo —je nezbytné k dychani, protoZe je sou¢asti hemoglobinu a rozvadi tak kyslik z plic

do organismu. Nedostatek Zeleza se projevuje tnavou a oslabenim vykonnosti®,

11



Zinek — je dulezity pro spravnou funkci mnoha enzymt v téle. Tyto enzymy se G¢astni také
tvorby protilatek a nepfitomnost zinku zpUsobuje sniZzenou aktivitu bunék nic¢icich
virovou infekci. Jeho nedostatek vtéle se také projevuje pomalym hojenim ran,
ubytkem na vaze, zhorSovanim paméti a smyslového vnimani. Ddle je dilezity pro

spravny vyvoj té¢lesného a dusevniho zdravi a funkci muzskych pohlavnich orgénﬁ?” 18

Med — se vyskytuje v mnoha enzymatickych cyklech. Tyto enzymy ovliviiuji metabolismus
sacharid, krvetvorbu, tvorbu kosti, ¢innost svalti a srdce, vyvoj mozku a fungovani
nervového systému. Nedostatek médi mtZe vést k chudokrevnosti, osteoporoze,

vzniku kardiovaskulirniho onemocnéni a ke zvysovani hladiny tuka®.

Cajovy list dale obsahuje rtizné enzymy, flavonoly (napi. kvercetin, kaempferol a
myricetin), chlorofyl, sacharidy, kyseliny (napf. molybdenova, fosfore¢na aj.), karoten, tuky,
vosky, saponiny, éterické oleje (silice) a vice nez 150 dalich, ¢asteCné¢ aromatickych

substanct 4.
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2.3 Epigalokatechin-3-galat (EGCG)

Jeden druh katechinii ze skupiny polyfenoll se pii vyzkumech ukazal byt zvlast
aktivni vboji proti nemocem. Tento pravdépodobné nejucinnéjSi antioxidant a
antikarcinogenni substance zeleného Caje je epigalokatechin-3-galat (EGCG) (Obr. 5)
s chemickym nazvem 3,4-dihydro-5,7-dihydroxy-2R-(3,4,5-trihydroxyphenyl)-2H-1-
benzopyran-3R-yl-3,4,5-trihydroxy-benzoat a molekulovou hmotnosti 458,4 g/mof,

OH
OH
HO O ‘\\\\
- OH
"'O
OH — OH
o~
OH
OH

Obr. 5. Strukturni vzorec EGCG

Z pokust na zvitatech bylo jednoznacné zjisténo, ze EGCG zabranuje karcinogenezi
podatilo zjistit, ze brani i vzniku nadorového bujeni na kuzi.

Klinické pokusy pozdéji prokazaly, ze antikarcinogenni vliv EGCG se uplatfiuje i na
¢lovéku tim, ze brani ristu rakovinovych bunék v plicich, jatrech, zaludku, sttevé i pokozce a
také snizuje riziko rakoviny prsu, zabrafiuyje zhorSovani pooperacnich stavli a zmiriiuje
toxicky odpad koufeni. Mezi jeho dalSi pozitivni u€inky patii termogenni ucinek (podpora
spalovani tukl), podpora regenerace svali a ochrana svalové hmoty pfed poskozenim,
prevence proti arterioskleroze a srdeénim chorobam. Vyzkumy potvrdily také inhibi¢ni
ucinky ¢ajovych extraktli na rist a reprodukci mnoha druhti bakterii, dokonce ito, Ze je ptimo
ni¢i (napf. Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Salmonella typhi, Salmonella
typhimurium, Salmonella anteritidis, Shigella flexneri, Shigella dysenteriae a Clostridium).
Vedle antibakterialniho ucinku také EGCG u¢inné brani v ¢innosti viram, a to tak, ze
ovlivituje jejich prilnavost k bunkam. EGCG se navaze na virus (napf. chiipkovy) a zabrani

tak propuknuti infekce. V neposledni fadé se EGCG osvéd¢il v podpofe obranyschopnosti
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organismu (imunitniho systému) tim, Ze je§t¢ G¢innéji nez bézné uzivané léky zvysuje hladinu
bilych krvinek, specialné makrofagt, B-lymfocytiia T-lymfocyt®™ 34 192,

Pokud jde o piisobeni na nékteré aktivni kyslikové radikaly, je EGCG 200 x G¢innéjsi
nez vitamin E a 100 x 0¢inn&j§i nez vitamin C. Uginky jsou viak méné uspokojivé, jde-li o

pisobeni na volné hydroxylové radikaly’.

2.4 Dasi vyznamné katechiny

Katechiny podobné EGCG se v zeleném ¢aji vyskytuji v mnohem vétsi koncentraci
nez v ¢aji cerném, kde kvtli pisobeni kysliku béhem fermentace dochazi ke snizovani obsahu
polyfenol. Jedna se 0 epigalokatechin (EGC), epikatechin galat (ECG), epikatechin (EC),
katechin (C). Salek zeleného ¢aje primérné obsahuje 142 mg EGCG, 65 mg EGC, 28 mg
ECGa 17 mg EC.

a) b) OH
OH
OH HO O .“\\\\ OH
HO O Wy i,
) OH P OH
“OH O
OH OH
OH
c)
OH
HO O ‘\\\\@
h OH
“"OH
OH

Obr. 6. Strukmurni vzorce katechimi a) EGC, b) ECG, c) EC, d) C
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2.5 Utinky zeleného ¢aje na zdravi ¢lovéka
AIDS
Vyzkumy dokézaly, ze katechin, ktery je obsazeny v zeleném caji, brani

Vv rozmnoZovani viru HIV. Zadny 16k proti AIDS zatim ale objeven nebyP.

Rakovina

Vyzkumy na zvitatech prokazaly, ze ¢ajové polyfenoly maji preventivni, ochranny a
lécivy dopad na rakovinu nejruznéjSiho stadia (pfevazné rakovinu ktize, traviciho ustroji,
jicnu, prsu, prostaty, jater, slinivky, mo¢ového méchyre a plic). Zabranuji vzniku prvniho
stadia rakoviny, tj. preménam bun€k na bunky rakovinné, a v pokro¢ilych stadiich brani ristu

v oIy

nadort a Sifeni metastdz. Zeleny ¢aj chrani t¢lo pied vedlej$imi G¢inky 1écby rakoviny, jako

jsou ozafovani a chemoterapie® 2.

Kardiovaskularni choroby

Zeleny Caj chrani srdce a cévy tak, Ze snizuje krevni tlak a hladinu cholesterolu v krvi,
brani vzniku usazenin v cévach a napomaha proudéni krve. Tim je zarovei snizovano riziko
mnoha srde¢nich chorob, jako jsou napf. infarkt, postizeni vén¢itych cév, angina pectoris,

mozkova mrtvice a arterioskler6za (kornaténi cév)* 2.

Cukrovka
Epikatechin podporuje sekreci insulinu, a tak pomaha udrzet hladinu krevniho cukru
vrovnovaze. Proto je tedy zeleny ¢aj vhodnym doplikem pii lécbé cukrovky 1 pii jeji

prevenci 3,

Neurodegenerativni onemocnéni
Zeleny ¢aj podporuje spravnou c¢innost mozku a bradni rozvoji senility a
degenerativnich mozkovych onemocnéni jako jsou stafecka demence, Alzheimerova nebo

Parkinsonova choroba??,
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Virova a bakterialni onemocnéni
Jak jiz bylo uvedeno vySe, V zeleném ¢aji je obsaZen katechin, ktery je u€¢innou latkou
proti mnoha druhtim virt (chiipka, HIV atd.) a bakterii (Cerny kasel, zapal plic, cholera,

Streptococcus mutans, Escherichia coli, Staphylococcus aureus atd. ) %4,

Radioaktivni zaté Z
Ttisloviny zeleného €aje vazou radioaktivni izotop stroncium 90 a organismus je pak
schopen vzniklou slouc¢eninu vyloucit. Je prokazino snizeni radioaktivni zatéZe stronciem 90

azo tietinu. Prevence zdravotniho poskozeni pii ozateni® 2.

Prekyseleni téla
Zeleny caj je témet jedineCnym prostiedkem k neutralizaci piekyseleni organismu,
které muze zplsobit paleni zahy, zubni kaz, revmatické problémy, mocové, Zlu¢nikové nebo

ledvinové kameny a dal3i potize? °.

Zuby
Fluor obsazeny v zeleném c¢aji posiluje zubni sklovinu a zaroven s katechiny brani
bakteriim podilet se na vzniku povlaku a zubniho kazu. Zeleny c¢aj také ni¢i bakterie

zapFicifiujici zapach ustni dutiny™ 2.

Travici potize
Ptipriymu a ,pokazeném* Zaludku je zeleny ¢aj doporuovan uz po staleti. Zeleny ¢aj

zklidiuje 7aludek, podporuje traveni a pomaha predchazet zacps' 2.

Obezita a hubnuti

Zeleny Caj snizuje rychlost vstfebavani cukri a napomahad lepSimu spalovani tukt
(termogenni t€inek). Polyfenoly maji vliv na ¢innost enzymu amyldzy, obsazeném ve slinch,
ktery rozklada sacharidy a také ovlivituje nasledné traveni cukrt v travicim Ustroji. Za vahové
ubytky je caste¢né zodpovédny i kofein, ktery zrychlyje bazilni metabolismus a pomaha tak

t&lu spalovat vice kalorif® 2.
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2.6 Vysokotlaké extrakce

Extrakce je délici metoda, pti které se vyuziva rlizné rozpustnosti jednotlivych slozek
vzorku Vv riiznych rozpoustédlech®. Tento proces je zaloZeny na difizi rozpoustédla do
matrice, ze které extrahuje zadanou slozku.

Klasické extrakéni techniky (jako je extrakce v Soxhletové extraktoru, extrakce
ultrazvukem nebo vytfepavaci extrakéni technika) jsou naro¢né na Cas, Vysokou spotiebu
analyzovan¢ho vzorku 1 extrakéniho rozpoustédla. Proto byly nahrazeny novéjSimi
extrak¢nimi metodami, které redukuji mnozstvi pouzivanych rozpoustédel a zkracuji dobu

extrakce. Mezi né patii superkriticka fluidni extrakce a zrychlen4 extrakce rozpoustédlem®.

2.6.1 Superkriticka fluidni extrakce (SFE)

Tato metoda vyuziva vlastnosti kapalin za superkritickych podminek, takzvanych
superkritickych tekutin (SCF). Superkriticka (neboli nadkriticka) tekutina je definovana jako
latka s teplotou i tlakem vysSim, nez je jeji kriticka teplota (Tc) a kriticky tlak (Pc). Kriticky
bod predstavuje nejvyssi teplotu a tlak, pfi kterych mize latka existovat jako plyn a kapalina
vrovnovaze. SCF maji nékteré vlastnosti jako plyny (transportni vlastnosti, viskozitu blizkou
plynum, stlaitelnost) a nékteré jako kapaliny (rozpoustéci vlastnosti a hustotu blizkou
kapalindm). SCF také nemaji zddné povrchové napéti a viskozita je u nich mnohem niz$i nez
u kapalin, takze rozpoustédlo miize pronikat do malych pért matrice, které jsou kapalinam

nepiistupné. Vysii difuzivita a nizi viskozita vyrazng zvy$uji rychlost extrakce®*,

Superkriticka
oblast
'Z Kapalina
P, ___________f o _______
c / : ~

| | kriticky hod
Tiak (MP3) Pevna | :
latka | :
|
trojny bod !
|
— !
Plyn :
|
l

Teplota (°C) Te

Obr. 7. p-tdiagram CO; s vyznacenim superkritické oblasti
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Tabulka I: Srovnani fyzikalné-chemickych viastnosti plynné, kapalné a superkritické

faze (prevzato z cit. )

Hustota Viskozita Difuzivita
(g.ml™) (Pa.s) cnt.st
Plyn (0,6 —2,0).10° | (0,5-3,5).10™ 0,01-1,0

Superkriticka tekutina 0,2-0,9 (2,0-9,9).10* | (0,5-3,3).10*

Kapalina 0,8-1,0 (0,3-2,4).10% | (0,5-2,0).10°

Jako superkriticka tekutina se pii SFE pouziva oxid dusny, amoniak, freony apod.,

nejCastéji je to vSak oxid uhlicity.

Superkriticky oxid uhli¢ity (SC-CO3y)

SC-CO; je nejpouzivangjsi superkriticka tekutina, protoze ma relativné¢ nizkou
kritickou teplotu (31,1 °C) i tlak (73,8 bar), vysokou Cistotu pii relativné nizké cené, je
netoxicky, nehoflavy, inertni, nekorosivni a hojné se vyskytujici. AvSak nevyhodou SC-CO;
je jeho nepolarnost, nebot’ se stoupajici polaritou analytti klesé jejich rozpustnost. Pro zvySeni
polarity a tim i vytéznosti pfi extrakci polarnich latek se k SC-CO; pridavaji vhodné polarni
latky - modifikatory (nejéastsji methanol, ethanol, acetonitril, benzen nebo voda)®* .

SFE systém byl shleddn mnohem jednodussi, s mensi ¢asovou naro¢nosti extrakce a
mensSim pouzitim procesti nez klasické extrakéni techniky. Je to také vhodna alternativa kvuli
své mensi spotfebé pouzit¢ho rozpoustédla a schopnosti extrahovat teplotné nestabilni latky

za mirnych podminek?® %,

Pouziti SFE

SFE muize byt pouzita pro extrahovani Siroké skaly nepolarnich, biologicky aktivnich
latek z ptirodnich produktt zahrnujicich esencidlni oleje a dalsiaromatické latky, lécivé latky,
karoteny a alkaloidy. A také byva pouzita pro mirné polarni latky, jako jsou napt. aldehydy,
estery, alkoholy, tuky, pesticidy a dalsi biochemicky zajimavé latky. Ac¢koliv vétSina doposud
provedenych analytickych studii se zabyva extrakci relativné nepolarnich latek, objevuji se i
studie extrakci polarnich vzorki. Tato metoda neni vhodnid pro pfimou extrakci vzorkt

obsahujicich vodu?®.
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Obr. 8. SFE extraktor

2.6.2 Zrychlena extrakce rozpoustédlem (Accelerated Solvent Extraction — ASE)

Pro tuto metodu existuje mnoho nazvi a zkratek, z nichz nejpouzivanéj$i jsou
Pressurized solvent extraction — PSE, Pressurized fluid extraction — PFE, Fast extraction — FE,
High-pressure solvent extraction HPSE, Enhanced solvent extraction — ESE a Pressurized
liquid extraction — PLE. Dale budeme pouZivat pouze zkratku ASE?’,

ASE je extrak¢ni proces mezi tuhou latkou a kapalinou provadény v kratkém casovém
intervalu (5 — 20 min) za zvySené teploty (50 — 200 °C) a zvySeného tlaku (100 — 150 bar).
Pro tuto extrakéni techniku byvaji pouzita organickd rozpoustédla bézna piiextrakci
kapalinami (aceton, methanol atd.) a to vrozmezi 10 — 20 ml na extrakci a pfi vysokych

teplotach a tlacich, aby urychlila proces extrakce?®.
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Faktory ovliviiujici t¢innost ASE

zvySenim vzristd rozpustnost analytd vrozpoustédle, coz umoziuje snizeni objemu
rozpoustédla pro Uplnou extrakci analytu z matrice vzorku. Dale roste rozpustnost vody
Vv nepolarnich rozpoustédlech a rychlost difize, coz vede ke zrychleni extrakce a podstatnému
Zkraceni extrakéniho cCasu. Se snizenim teploty klesd viskozita a povrchové napéti
rozpoustédla, coz umoznuje lepsi proniknuti do pdérit a mezi Castice matrice, a dochazi k
oslabeni a naruSeni silnych interakci mezi analytem a matrici zaloZzenych na van der
Waalsovych silaich. Nejen teplota vyznamné ovliviiuje proces ASE, ale i tlak ma sviij ucel,
predev§im udrzet rozpoustédlo v kapalném stavu, ¢imz umoznuje extrakci rozpoustédlem za

teplot mnohem vyssich neZ je jeho bod varu®® "%,

Pouziti ASE

Tato metoda mize byt pouzita pro extrakci mnoha riznych latek, jako jsou tuky,
pifrodni a G¢inné latky, ropné uhlovodiky, polychlorované bifenyly, polycyklické aromatické
uhlovodiky, dioxiny, bazické, neutrdlni a kyselé slozky, organochlorované a organofosforové

pesticidy, chlorované herbicidy a antioxidativni p¥isady z polyolefini®®.

Obr. 9. ASE extraktor
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2.6.3 Studie zabyvajici se vysokotlakymi extrakce mi katechinii ze zeleného ¢aje

Od zavedeni analytické SFE vr. 1986 jiz bylo publikovino mnozstvi GspéSnych
analytickych aplikaci a SFE se stava rychle se rozvijejici extrakéni metodou. Stejné je to 1
s ostatnimi vysokotlakymi extrakcemi.

Byla zkoumdna separace katechinli ze zeleného cCaje pomoci SFE za podminek
242 bar, 35 °C a pridavku ethanolu jako modifikatoru a zjistili, ze po pfidani 99,8 % ethanolu
doslo k 2,8-nasobnému zvySeni celkového obsahu surovych extrakti nez bez ptidavku
modifikatoru a k dvojnasobnému zvyieni nez po ptidani 45 % ethanolu?®. Podobna studie
pouzivala SC-CO; s podminkami extrakce 310 bar a 60 °C za pridavku vody a ethanolu jako
modifikatori o rozné koncentraci®®. Dale byl sledovan vliv teploty, tlaku a modifikatoru na
vytéznost extrakce. Po analyze bylo zjist€no, Ze vytézek EGCG vzrostl po zvySeni tlaku,
teploty a mnozstvi vody>’.

Byla studovana ASE katechinu a epikatechinu z ¢ajovych listki za piidavku Ctyf
raznych rozpoustédel (vody, methanolu, ethanolu a etylacetatu), z nichz methanol prokazal
nejlepsi vysledky. Tato studie zahrnuje i extrakce tfi typt ajovych listil liSicich se stupném
fermentace. Tento fermentacni proces probiha na povrchu ¢ajového listku s tim, ze zbyvajici
katechiny, které nebyly zoxidovany, se nachazeji v méné dostupnych ¢astech listku. A proto
extrakce katechinti z fermentovaného Caje bude obtiznéjsi nez z ¢aje zeleného. Pti teplotach
nad 130 °C a dobé& extrakce 10 minut dochazi k degradaci katechinu a epikatechinu®?.

Pro extrakci katechini ze zeleného caje byla pouzita vysokotlaka extrakce
rozpoustédlem za laboratorni teploty, kdy vzorek byl spolu s rozpoustédlem (50 % ethanol)
umistén do polyetylenového vaku. Extrakce probihala pti riznych tlacich (100 — 600 MPa) po

dobu 15 minut®3.
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2.6.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (High performance liquid chromatography —

HPLC) je pokrocila separa¢ni analytickd metoda umoznujici kvantitativni a kvalitativni

analyzu latek zroztoku. HPLC

kapalnych i tuhych latek rozpustnych ve vodé a béZznych organickych rozpoustédlech nebo ve

umoznuje separovani vSech organickych méné tekavych

Ziedénych mineraInich kyselinach?? 3,

Mobilni faze (MF) je vedena ze zasobniku pfes odplynova¢ do vysokotlakého
Cerpadla, odkud pokraduji po pfipadném utlumeni pulsi ptres davkovaci zatizeni do
chromatografické kolony. Kolona je spojena piimo s detektorem, ktery vede do sbérace frakci

nebo do jimace mobilni fize a také je napojen na zatizeni pro automaticky zdznam dat a pro

vyhodnocovéni chromato grami?®

faze

davloow ac
lrohout se
smycloon

riooiint LI

CHFOMATCGRAM
B 12
2
E 14
pumpa 2 o9 piky
5.
" amndndEae i)

gﬁﬁﬁﬂ;agg [ =38

pocitad

S I
separacni
kolona detektor O

Obr. 10. Schéma kapalinového chromatografu (ptevzato z Cit.

Davkovaci zatizeni

K davkovani se pouziva Sesticestny ventil s ddvkovaci smyckou, jehoZ otoenim se

vnitini prostor ventilu naplnény vzorkem presune do proudu mobilni fize a je vytlaten do

separaéni kolony?? %,

35)
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Kolony

Separacni kolony musi odolat vysokému tlaku mobilni faze, proto se vyrab&ji
zZnerezové oceli nebo ze skla s velkou mechanickou pevnosti Vnitfni primér kolony
nepiesahuje 3 — 6 mm. Délka kolony se voli podle druhu pouzité¢ stacionarni faize a byva

vrozmezi 15 — 30 cn?% 34,

Detektory

K detekci separovanych latek se vétSinou vyuziva jejich obecnych nebo specifickych
vlastnosti, kterymi se 1i§i od mobilni fdze. Podle toho se také rozliSuji univerzalni a selektivni
detektory. NejpouzivangjSimi detektory jsou fotometricky, refraktometricky, fluorescencni,

FTIR, elektrochemicky nebo hmotnostni spektrometr (MS)?% 3¢,

Mobilni a stacionarni faze

Mobilni fize nesmi byt misitelnd se staciondrni fazi. Pouzivaji se bézna rozpoustédla a
jejich smési. V ptipad€ separace slabé kyselych nebo bazickych latek je nutnd optimalizace
pH. Pokud si mobilni faze zachovava konstantni slozeni béhem celé analyzy, jedna se o
izokratickou eluci latek. Pokud ovSem béhem analyzy ménime slozeni mobilni faze s Casem,
jde o gradientovou eluci. Kolony jsou naplnény stacionarni fazi, tou byva obvykle oxid
kifemi€ity, nejcastéji modifikovany navazanim vhodnych funkénich skupin. Typ funkéni
skupiny na povrchu stacionarni faze urcuje jeji vyslednou polaritu.

Eluéni pofadi je dano vzajemnym vztahem polarity separovanych latek a polarity
mobilni a stacionarni faze. Pti pouziti polarni staciondrni fize jsou nejméné zadrZovany
nepolarni latky, snizeni polarity vede k prodlouzeni reten¢nich ¢asti. Pro nepolarni stacionarni
fazi plati, ze jsou v kolon¢ nejméné zadrzovany polarni latky a se zvySenim polarity mobilni
faze se prodluzuji retencni ¢asy. Dokonald separace vSak vyzaduje konstantnost pritoku

mobilni faze, kterou zajist'uji éerpadlazz‘ 3
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pristrojové vybaveni

Superkriticka fluidni extrakce byla provedena pomoci nadkritického extraktoru
LIZARD - 2001 firmy SEKO-K, s.r.0. Brno v off-line provedeni. Pti extrakci byla nastavena
teplota restriktoru 100 °C, teplota extrak¢ni cely 40 a 60 °C, tlak 200 bar a ¢as 20 minut.

Jako ptistrojové vybaveni pro zrychlenou extrakci rozpoustédlem slouzil one PSE
firmy Applied Separations, Inc. USA. Teplota extrakéni cely byla 100 °C, tlak byl 100 bar a

¢as 5 a 10 minut.

K odsttedéni tuhych podili z extrakti byla pouzita centrifuga Centrifuge
EPPENDORF 5702. Pro odpafeni vzorku do sucha pied analyzou byl pouzit suchy termostat
pro odpafovani rozpoustédel ze vzorkti Evaterm firmy LABICOM s.r.o. Olomouc. Pro
rozpousténi odpafenych vzorkl rozpoustédlem slouzila ultrazvukova lazen Elma, S 40 H,

Elmasonic.

Pro analyzu vzorkd byl pouZit kapalinovy chromatograf: Modularni syst¢ém Acquity
UPLC (Waters, Milford, USA) obsahujici Acquity PDA Detector, Acquity Column Manager,
Acquity Sample Manager (autosampler) a Acquity Binary Solvent Manager.

Parametry kapalinové chromatografie
» Binarni gradientova eluce: MF A: 0,1 % (v/v) kyselina mravenci ve vodé, MF B 0,1 %
(v/v) mravenci v acetonitrilu
= Profil gradientu (Tab. 11)

Tabulka I1: Profil gradientu

Krok Cas (min) Prutok (ml/min) | Rychlost A (%) | Rychlost B (%)

1. pocatek 0,250 100,0 0,0

2. 2,50 0,250 100,0 0,0

3. 5,00 0,250 70,0 30,0
4, 10,00 0,250 50,0 50,0
5. 12,00 0,250 30,0 70,0
6. 13,00 0,250 0,0 100,0
7. 15,00 0,250 0,0 100,0
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= Kolona: C18 (Acquity BEH, 1,7 um, 50 mm x 2,1 mm i. d., Waters)
= Davkovani: davkovaci smycka 10 pl, zplsob davkovani: Castecné plnéni smycky

(5 ul) s prepInénim davkovaci jehly.

Jako detektor slouzil hmotnostni spektrometr: Q-TOF Premier (Waters, USA)
S ortogondlnim uspofdddnim analyzatoru typu QqTOF, vybaveny iontovym zdrojem ESI
s vyuzitim ZSpray technologie a iontové optiky T-Wave a S moznosti méieni piesné a spravné

hmotnosti iontl (systém LockSpray).

Parametry hmotnostniho spektrometru
= Napéti na sprejovaci kapilare: + 3,2 kV
* Teplota iontového zdroje: 120 °C
=  Teplota desolvata¢niho plynu: 150 °C
» Pritok plynt: (zmlzovaci 400 1/hod; cone gas flow O I/hod)
» Kolizni energie: pro MS sken 5 eV, pro MS/MS sken rampa 20-70 eV
= Doba skenu: v rozsahuls (interscan delay 0,02 s)

3.2 Chemikalie
= Sypany zeleny &aj s ndzvem Vzicné obo&i (Chun Mee), zemé ptivodu Cina, vyrobce
OXALIS, spol. s.r.0., Slusovice, Ceské republika.
= Standard epigalokatechin-3-galat, > 80 % HPLC (SIGMA — ALDRICH).
= Methanol, ethanol, aceton, viechny p. a. (PENTA, Chrudim, Ceska republika).
»  Kyselina mraven¢i (SIGMA — ALDRICH).
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3.3 Pracovni postup
SFE

Do patrony byl navazen vzorek Caje nebo caje s pfidavkem modifikatoru. Patrona byla
vlozena do extrakéni cely a utésnéna. SC-CO; protéka zextrakéni cely pfes kifemenny
restriktor, ve kterém se vlivem snizeného tlaku méni skupenstvi na plynné. Za restriktorem
nasleduje zachyt analytu do rozpoustédla. Proudici plyn rozpoustédlo probublava a neustdle
ho odpafuje, ¢imz nastava i CasteCna ztrata tékaveéjSich latek. Po ukonceni extrakce byly
vSechny vzorky centrifugovany, pie¢istény ptes PTFE stitkkackovy filtr (pramér 25 mm,
velkost port 0,45 um), odpateny V proudu dusiku do sucha a vloZzeny do mraziciho boxu az

do doby analyzy.

pec

extrakéni cela

-

oxid uhlicty restrikior

shérng vialka

Obr. 11. Schéma SFE extraktoru (pievzato z cit.%")

Pracovni podminky pro SFE
Navazka vzorkd pfi SFE byla 1 g, extrakéni tlak byl 200 bar, pouzita nadkriticka
tekutina SC-CO,, jimaci kapalina methanol a ¢as extrakce 20 minut. Extrakce jednotlivych
vzorkl se liSily pouze teplotou extrakce a pouzitym modifikdtorem. Hodnoty t€échto podminek
pro vzorky 1 — 6 byly nasledujici:
vzorek ¢. 1:t=40 °C, bez modifikatoru
vzorek €. 2: t=40 °C, modifikator methanol (200 ul)
vzorek €. 3:t=40 °C, modifikator ethanol (200 ul)
vzorek ¢. 4:t= 60 °C, bez modifikatoru
vzorek €. 5:t= 60 °C, modifikator methanol (200 ul)
vzorek €. 6:t= 60 °C, modifikator ethanol (200 pl).
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ASE

Vzorek caje byl navazen na analytickych vahich a vlozen do patrony. Navazka ¢inila
2 g. Patrona se vzorkem se doplnila centimetr pod okraj sorbentem (Obr. 13) a vlozila do
vyhiivaného extrakéniho bloku (termostatu). Termostat byl uzavien pfiSroubovanim vika.
Aby po extrakci nedoslo k potiZim s otevirdnim termostatu, musi byt viko pootoceno o 'a
otacky zpét. Na displeji byl zvolen program s hodnotou teploty 100 °C, tlaku 100 bar a doby
extrakce 10 a 5 minut. Po spuSténi startu se do patrony nacerpa rozpoustédlo, jehoz tlak a
teplota se upravi na pracovni podminky a po ukonéeni extrakce je vypusténo do jimaci vialky.
Patrona je nasledné vymyta ¢istym rozpoustédlem a poté dusikem. Po skoneni extrakce se
termostat otevie, vyjme se patrona a dikladné¢ vymyje. Vzorky byly centrifugovany,
pre¢istény pies PTFE stiikackovy filtr (pramér 25 mm, velkost pora 0,45 um), odpateny

v proudu dusiku do sucha a poté ulozeny v mrazicim boxu az do doby analyzy.

pumpa

etrakini
pec cela

shérna vialka |:|

solvent cuisik

Obr. 12. Schéma ASE extraktoru (ptevzato z cit.>")
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Obr. 13. Napinéna patrona

Pracovni podminky pro ASE
Navazka vzorki pro ASE Cinila 2 g, extrakéni tlak byl 100 bar a teplota extrakéni cely
byla 100 °C. Vzorky se od sebe lisily dobou extrakce a pouzitym rozpoustédlem. Jejich
hodnoty byly nasledyjici:
vzorek €. 7:t= 10 min, rozpoustédlo methanol
vzorek ¢. 8:t= 10 min, rozpoustédlo ethanol
vzorek €. 9:t= 10 min, rozpoustédlo aceton
vzorek €. 10: t=5 min, rozpoustédlo aceton
vzorek €. 11:t=5 min, rozpoustédlo methanol

vzorek ¢. 12: t=5 min, rozpoustédlo ethanol.

Piiprava vzorkl pfed analyzou

Vsechny zakoncentrované odparky byly rozpustény v Cistém rozpoustédle. Vzorky ze
SFE byly rozpusttny v1 ml MF 0,1 % kyseliny mravenéi ve vod¢é s ptidavkem 100 pl
methanolu a pro lepsi rozpustnost vlozeny do ultrazvukové lazné. Vzorky z ASE byly
rozpustény 10 ml smési, slozené zMF (0,1 % kyseliny mraven¢i ve vod¢) a methanolu

Vpomeéru 10:1.
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Kalibrace

Standard byl pfipraven rozpusténim 1 mg EGCG v 500 pul MF (0,1 % kyseliny
mravenéi ve vod¢). Ztohoto roztoku o koncentraci 2 mg/ml byla postupnym fedénim
ptipravena sada kalibraénich roztokl o koncentraci 200, 100, 50, 40 a 16 mg/l dopInénim

mobilni faize do 1 ml a sestavena kalibra¢ni pfimka.

Analyza vzorkt
Analyza extrakti byla provedena technikou HPLC s MS detektorem.
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4.  Vysledky a diskuze

Cilem bakalaiské prace bylo vyextrahovat EGCG ze zeleného Caje za pomoci
vysokotlakych extrakénich technik a porovnat jejich G¢innost a experimentalni naro¢nost.
Byla pouzita superkritickd fluidni extrakce a zrychlend extrakce rozpoustédlem za rtznych
extrak¢nich podminek. Vzorky byly analyzovany HPLC MS a MS/MS. Retentni Cas

standardu EGCG se shodoval s retenénim ¢asem realného vzorku.

OH
OH OH
H* OH
HO 0 H
OH *
HO 0)
OH
(@) —_— >
OH OH
OH
O OH Chemical Formula: CsH; 504"
Exact Mass: 307.08123
OH
OH
Chemical Formula: C5,H 140"
Exact Mass: 459.09219 HO OH*

OH

Chemical Formula: C7H,05"
Exact Mass: 139.03897

Obr. 14. Fragmentace EGCG
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Obr. 17. Spektrum realného vzorku
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Pro sestrojeni kalibra¢ni ptimky byla pouzita sada roztokl o koncentraci 200, 100, 50,
40 a 16 mg/l. Mez stanovitelnosti (LOQ = 4,5 mg/l) byla ur€ena zpoméru vysek signalu a

w

sumu.
Kalibraéni pfimka EGCG

y =0,8798x + 7,2663

200 + R2=0,9928
(O]
o
c
cci
2
3 100
o]
<
0 —
0 50 100 150 200 250
Koncentrace

1: TOF MS ES+
kalibrace 2-5-mg-I
ibr g 459,08
caj-kalibrace-200-mg-| 1.63e3
62 11.14
= - . 70 _
-40
1.00 2.00 3.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00
caj-kalibrace-100-mg-I 1 09e3
62 11.14
= L
S S S .
1.00 2.00 3.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00
epigalocatechin-50mg-I 02 632
60 1.14
= 16.7
-40
1.00 2.00 3.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00
caj-kalibrace-100-mg-| 1.09e3
62 11.14
# 86
-40
1.00 2.00 3.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00
caj-kalibrace-40-mg-| 624
60 11.14
S . 83
-40 - - - - -
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caj-kalibrace-16-mg-| 233
60
-40
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Obr. 19. Kalibrace
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Pro SFE jsme pouzili riizné teploty extrakce (40 a 60 °C) a také rizné modifikatory
(methanol a ethanol). Extrakty byly zachytavany do vialkky s 1 ml methanolu. Pfi této
superkritické extrakéni technice muze vdusledku expanze SC-CO; dochazet k zamrzani
restriktoru. V téchto ptipadech jsme zamrznuty restriktor uvolnovali pouzitim topného bloku.
V pribéhu experimentt bylo nutné vénovat pozornost pritoku SC-CO; restriktorem, nejen
zdlvodl jeho zamrzani, ale 1 zdlvodu ucpani restriktoru ¢asticemi vzorku. Pfi vybéru
modifikatort byla kromé methanolu a ethanolu zvolena také voda, ktera pfi experimentech
zpisobovala ucpdvani restriktoru. V daném experimentdInim uspoiadani nebylo mozné tento
problém vyfesit, a tudiz jsme ji vyloucili. Extrakty ziskané touto metodou byly Cisté¢ a
nepotiebovaly dalsi ¢isténi. Z tabulky Il je patrné, ze nejlepsi vysledky byly ziskany pouzitim

methanolu jako modifikatoru pfti teploté 60 °C.

Tabulka I11: SFE EGGC ze zeleného caje

Teplota bez modifikatoru modifikator - methanol | modifikator — ethanol
40 °C nekvantifikovano 1,175 nekvantifikovano
60 °C nekvantifikovano 8,904 nekvantifikovano
extrakce SFE+methanol-T=60st 1: TOF MS ES+
caj-SFE-V4 459.08
200
80
1.00 200 3.00 400 500 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00
caj-SFE-V5 5.14 1: TOF MS ES+
' 459.08
80 151 200
Area

%

20 :
1.00 200 300 400 5.00 600 7.00 800 9.00 10.00 11.00 1200 TiMe

Obr. 20. Srovndni SFE
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Pti ASE byla volena rizna rozpoustédla (aceton, methanol a ethanol) a doba extrakce.
Na rozdil od literatury, kde vysokotlaké extrakce probihaly za laboratorni teploty, byla
Vv naSem piipad¢ zvolena teplota rozpoustédla nad bodem varu. Byl zvolen extrak¢ni ¢as 5 a
10 minut. Delsi extrakéni ¢as nemél vyrazné veétsi vliv na UCinnost extrakce. Extrakty

vyzadovaly dal$idikladnéj$i preciSténi (centrifugace, filtrace).

Tabulka IV: ASE EGGC ze zeleného caje

Doba extrakce Aceton Methanol Ethanol
5 min 330,909 368,645 367,508
10 min 383,444 458,415 415,360
extrakce ASE 1: TOF M485 gEgg
-FASE-V11 :
caj-AS 514 2.00e3
386.3 Area
80
A T ke ahe 4w amo | ebo | 7ho abo o 1oe0 | tiwo | 1240
caj-ASE-V10 514 1: TOF MS ES+
| 352.0 459.08
80 | 2.00e3
-20
1.00 200 3.00 400 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00
caj-ASE-V9 5.15 1: TOF MS ES+
_ 4499 - 459.08
80 2.00e3
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 1zoo  Time

Obr. 21. Srovnani ASE
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Ztabulek 111 a IV mizeme udélat zavér, ze zrychlena extrakce rozpoustédlem byla ve
srovnani se superkritickou fluidni extrakci mnohonasobné G¢inngj$i. Metoda ASE je rychlejsi
a v prubéhu experimentu neni nutny zasah do jeho chodu. Na druhou stranu, extrakty ziskané
ASE obsahuji vét§1 mnozstvi balastnich latek, a tudiz je nezbytna jejich dalsi uprava pred
analyzou. Z vysledkt vyplyva, ze nejucinngjsi pro extrakci EGCG ze zeleného ¢aje je ASE
methanolem, pti tlaku 100 bar, teploté 100 °C a dob¢ extrakce 10 minut.
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Zavér

Bylo sledovano n€kolik faktort, které ovlivituji extrakéni U¢innost superkritické

fluidni extrakce a zrychlené extrakce rozpoustédlem. Parametry ménéné pii SFE byly teplota

a ¢isty SC-CO;, nebo s ptidavkem modifikatoru. U ASE se ménilo pouzivané rozpoustédlo a

doba extrakce. Z naméfenych vysledkt vyplyva, ze nejlepSimi podminkami pro SFE je

pouziti methanolu jako modifikatoru pii teplot€¢ 60 °C a pro ASE je pouziti methanolu jako

rozpoustédla po dobu 10 minut.

Ze zavérecného porovnani vysledk obou metod je jednoznacné uc¢innéjSi ASE. Na

zaklad¢ vySe uvedenych faktl lze konstatovat, ze vysokotlaké extrakce jsou schopny plné

nahradit klasické extrakéni metody.

Tabulka V: Porovnani vyhod a nevyhod klasické extrakce s vysokotlakymi extrakcemi

(pievzato cit.*®)

Doba

Rozpoustédlo Vyhody Nevyhody
extrakce
— velka spotieba
— levna rozpoustédla
o | ok | ormke | Feruren s e
hodin (150 — 500 ml) . " e x
manipulace odpaiit rozpoustédlo
— neni nutnd filtrace — zakoncentrovani i
necistot
o — rychla extrakce
CO2 Cisty neb9 — nizké spotieba rozpoustédla | _ vysoké cena
10 — 60 l’IlOdIf’IkOVal’l’y — moznost extrakce teplotné instrumentace
SFE _ vhodnympolar. | nestabilnich latek — probkm s matrici
min rzozpcs)us‘;edlem — zakoncentrovani analytd — mozny rozklad
— O MITESP. | — moznost on-line piipojeni X
analytu béhem extr.
30 — 60 ml — neni nutnd filtrace Y
— vysoka cena
~ rychla extrakee instrumentace
10-20 ické ARy » — moznd degradace
ASE . orgamckel ~ nizkd spotfeba teplotné nestabilnich
min (15— 60 ml) rozpoustédla analytii
— nutné pre¢isténi
analytu
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