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ABSTRAKT

Tato bakal#ska prace pojednava o antioxidanteatajich. V prvnic¢asti se zaby-
vam popisentajovniku acaje. Blize popisuji zpracovanajovych listki, jejich kvalitu,
jejich slozeni a vliwaje na lidské zdravi. Ve druld@sti popisuji polyfenoly a jejich
laboratorni stanoveni. V dal&asti se zabyvam praktickymeéiienim celkem 1Zaju,
dvou mate a dvou rooibbsStanovuji celkovy obsah polyferioinetodou FCM a meto-
dou UHPLC a antioxidai kapacitu metodou TAA. NejtSi obsahy polyfenél a
nej\wetsi antioxidani kapacity byly zrateny u oolong a zelenéh@aje Sencha HBO.
NejnizSi hodnoty vysly u obou pudrhkroms metody UHPLC, kde p#&ty mezi nejlep-
Si. Mate a rooibosy se obsahem polyfénol antioxida&ni kapacitou fiblizovaly

nagiklad bilému nebdernémuaji.

Kli ¢ova slova zpracovaniaje, kvalitacaje, polyfenoly, Folin-Ciocalteuova me-
toda, celkova antioxidai aktivita, UHPLC

ABSTRACT

This thesis discusses about antioxidants in teaghd first part | deal with de-
scription of a tea tree and a tea. | closely dbsgprocessing of tea leaves, their quality,
their composition and impact of the tea on humaadtheln the second part | describe
polyphenols and their laboratory determinationtia next part | deal with practical
measurements in total of 12 teas, two mate andawaibos. | determine total content of
polyphenols by a method FCM and by a method UHPLE the antioxidant capacity
by a method TAA. The highest content of polypherasid the highest antioxidant ca-
pacity were measured in the oolongs and the gese®éncha HBO. The lowest results
appeared in both puerh, except the results fromntethod UHPLC, where they be-
longed among the best ones. Mate and rooibos Wéin total content of polyphenols

and antioxidant capacity approached for exampléengri black tea.

Key words: tea processing, quality of tea, polyphenols, r=@liocalteu method,
Total antioxidant activity, UHPLC
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1 UVvOD

Caj je vysledek velmitznorodych a také slozitych technologickych postupa
zatatku stoji rostlingCamellia sinensigL.) O. Kuntze nebolEajovnik, ktery se viz-
nych krajich #izn¢ sbhira. Zc¢ajovniki se sbiraji pouze listy nikoliv i&wicky jako
nagiklad u rooibosu, cozZ je produkt ze zcela jinélnogt KdyZ se tedy tyto listy zpra-
cuji, vysledkem je&aj. Kvalitacaje zalezi na mnohd@zanych faktorech odgstovani az

po @ipravu Salku (Soon, 2011).

Na ¢aj se Ize divat z mnohé&znych pohled. Z pohledu zdravotniho pro vyzkum
ve farmaceutickém pmyslu, z pohledu zdravotniho pro jedince, z pohlelduwového,
Z pohledu tradiniho, coz zahrnuje hnedkolik moznych pohled, dale z pohledu fi-
nartniho nebo se vSechny tyto pohledy dajné kombinovat a na zakladzkoumani
ni inky. Lidé ovSem piji vyluhy Zaji i z dalSich dvodi jako je napiklad fakt, Ze je
¢aj posilujici a povzbuzujici a také, Zze zahani unawto vlastnosti jsou Zisobeny
zejména diky kofeinu (Soon, 2011; Valter, 2000).

KdyZz vynechame povzbuzujictiek proti tna¥, tak nejen tyto vlastnostije,
ale i mnohé dalsi jako n#iglad barva neborislovitost (rEkdy byva popisovana jako
horkost¢aje) jsou ovlivieny predevsSim skterymi antioxidanty. Tyto latky se vyskytuji
témet ve vSech rostlinach, avsak v kazdé rostie nachazejiizné kombinace a jejich
jiné porrery. Nekteré rostliny svym vysokym obsahem antioxidaptevaZuji vSechny
ostatni (Soon, 2011).

Pojmem antioxidanty Ize oz&ialatky, které ovliwuji jiné latky tak, Ze je brani
pied utokem specifickych negatipasobicich podétia z vrejSiho prostedi. Sestavaji
se z mnohatiznych latek od polyfen@laz po gkteré vitaminy. Kazdy antioxidant ma
svou aktivitu, tedy svou silu branit ostatni lafkermerris, et al., 2006).

Caj jako komplex dchto antioxidant, nékolika vitamini, silic, ttislovin, kofeinu,
theaninu a dalSich latek je velmiiznivé pasobici na lidské zdravi a obranyschopnost.
Vyluh z ¢aje je druhym nejvice konzumovanym napojem ri&dwed po vod (Dolby,
2002; van der Pijl, et al., 2010).



2 CIL PRACE

Cilem bakal&ské prace bylo vypracovani literarnihteipledu zaréujiciho se na
¢aj, polyfenoly véajich a zfisoby stanovenithto polyfenol. Déle bylo cilem labora-
torné¢ analyzovat izné druhycaji na obsah polyfenol a jejich silu a na zaklad

vysledki zhodnotit kvalitu a rozdily mezéinito caji.



3 LITERARNI P REHLED

3.1Caj

Co je to vlasta ¢aj? Podle Vaclava Malého, prodinkho manazera spa@leosti
Dilmah, ktera se zabyvagtovanim, zpracovanim, vyvozem a prodejaje, se tedy

¢ajem rozumi zpracovane listkgjovniku Camellia SinensiéL.) O. Kuntze).

3.1.1Rozdily v ¢aji

Pro kazdy ¥decky vyzkum je nezbytnygfaky testovany subjekt, vzorek. Dale je
nutné uvazovat, ze kazdy vzorek je jiny ageZe se £asem postugnmeéni. Je tedy

dulezité tento vzorekiesré popsat a #novat se samotnému vzniku daného vzorku.

Kazdy vyrobeny drultaje napiklad bily, zelenygerny, oolong a dalSi ma jiné
vlastnosti, jelikoZz se dané polyfenoly&ji béhem vyrobniho procesudmi. Neékteré se
oxiduji a rekteré Zistavaji stejné. Tyto polyfenoly éni hned &kolik viastnosticaje.

Méni nagiklad barvu, wni, chu’, zdravotni dinek, texturu a hikost (Soon, 2011).

Caj predstavuje obrovskou rozmanitost. Lisi se od setsgiiklad pouZitym dru-
hemcajovniku. V girodé existujecajovnik Camellia SinensigeZ ma ti varianty a sice
ginskou C. sinensiy asamskou. Assamicpa indonéskouQ. Indonesis Cajovnik
¢insky je spisSe kKedoristajici 2-3m s menSimi, tmavsimi listky. Asamskizemdofistat
20-30m s ¥tSimi, stlejSimi listky. Indonésky se vizstem nachazigkde mezi nimi.
Dorasta az do vySky 6m. Dale pak sarr@ag existuje nefeberné mnozstviiznych
odnid, kloni nebo hybrid nagiklad kvili poZadovanym vlastnostem (odolnost proti
suchym obdobim) pro dané priesti (Valter, 2000).

Minimalné v chuti a wini je potom rozdil vizném sbru ¢ajovych listki. V neé-
kterych castech sita se listky sbiraji modernizovanou mechanickouwod, ktera se
ukazala byt nevhodna, protoZe od sebe nerozligajeerlistky. Kazdy listek je jiné kva-
lity a néktery mize byt teba porusen, napaden nebdze mit jaky jiny nedostatek,

tudiz je ke stru a naslednému zpracovani nevhodny (Soon, 2011).

DalSi moznou odliSnostiiznych¢aji je slovo, které se pouziva i ve vietri, a
sice z francouzstiny vypceny termin terroir. Tento termirfqustavuje odliSnosti vip

d¢, potasi, zempisné poloze, klimatu, nadriské vysSce, sklonu svahu, lidské
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dovednosti a podokn kde secajovnik pstuje. Tyto rozdilné podminkyégtovani
ovliviuji opst predevSim chtia vini zpracovanéhdaje, ale nejen je. Najlad v ¢im
vySSi nadmiské vySce séajovnik gstuje, tim vice obsahuje pgaenéch zdravi pro-
spsnych polyfenal, ale i aminokyselin, mineralnich latek, sacharadd. Prag diky

zvySenému mnozstvi sachariohaji ¢aje z Darjeelingu sladsi ctigSoon, 2011).

Existuje nepeberné mnozstvi dalSich m#dosti, které pedstavuji rozdily &a-
jich. Datum sbru, hodina stru, paiasi @i skeéru, ndhoda, kvalifikovanost pracoviik
kvalita samotnyckajovych listki, podminky vyroby a odchylky odbnych vyrobnich
postuf a mnoho dalSich (Soon, 2011).

3.1.2Druhy ¢aje

Caj se dli hlavnd podle mista fivodu a zpracovani. Dale je mozné sledovat veli-

kost listki zpracovanéhdoaje.

3.1.2.1Podle mista fivodu

O objeveni¢ajovniku existuji d¥ legendy, jedn&inska a jedna indicka.iRodns
se vSakéajovnik mstoval pouze \Cing. Dale se uchytil v Japonsku, kam jejnesli
japonsti kazi. Oblibenym se stal i v dal$ich sousednich zemidy jako v Tibetu,
Mongolsku, Rusku a v zemich arabskych. \&kuw kolonizovéni s#ta si Angltané
ukradli ¢ajovniky zCiny a z&ali je pistovat v Indii. Zjistili ale, Ze se zd&nto ¢ajov-
nikim mnoho nedd Nasli vSak v firodé podobnou rostlinginskémucajovniku. Byl

to ¢ajovnik asamsky (Valter, 2000).

Dnes s&ajovnik roz&iil po celém s¥té: na Cejlon (dnes Sri Lanku), do Afriky,
Turecka, Indonésie, Viethamu a do dalSich zemitév,a2000).

Misto pivodu ovSem ozriaje nejen zemi, ale dasti zend. Mezi re pati i pro-
vincie, plantaze, zahradyasti zahrad, vlastni to, co z¢asti oznduje termin terroir
(Soon, 2011; Valter, 2000).

3.1.2.2Podle zpracovani

Zpracovankaje zalezi na jeho kvatita na vyrobnim postupu daného zpracovate-
le. Kazda kniha pojednavajici o zpracovénje ukazuje pa¥kud odliSné zpisoby

Zpracovani.
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Zakladnimi produkty ale jsou:

¢aje nezpracované (bilé)

Caje zelené

oolong (modrozelené, polozelené)
cajecerné fervené)

¢aje aromatizované, ochucené (Soon, 2011).

ok

DalSimi druhy, které jsou mérzndmé a také se vyrgbv mensSich mnozstvich a
jen v ukitych oblastech jsodaje Zluté,caje Zluté (cisiské) acaj Pu-erh neboliaj
tmavy (Valter, 2000).

,,,,

nebo dokonce uvadi jako totozné pojmy fermentaogidace. Proto seékdy oolon-
gum nespravaé tika polofermentované neldasté&né fermentovanéaje. Oxidace \aji
vyjadiuje oxidovani pirozenych latek (§tSinou polyfenal) za &asti oxid&nich enzy-
mu, které se v listcichipozerg vyskytuji. Fermentace naproti tomu vyfage ugity
typ kysani, kvaseni zatfipomnosti mikroorganisin (bakterii, plisni). VeSkeréaje i
vyrobnim procesu pouze oxiduji, pokud saiegmé nebyla poruSena hygiena vyroby.
Existuje pouze jedna vyjimka, ktera prochazémh procesy¢aj Pu-erh (Thomova, et
al., 2002).

3.1.2.2.1.Caje nezpracované (bilé)

Nezpracovanyaj znamena, ze se trhaji zejména tipsy, coz je gavzholovy
pupen na koncovychéwickach cajovniku. Tipsy ¥tSinou obsahuji na svém povrchu
drobné vlasky, které davajaji stribrny lesk. Nkdy se pouzivaji i listky nizsi kvality,
ale bily ¢aj by mel obsahovat co nejvice tipsCo ukuje bily ¢aj dale, je technologie
zpracovani. Bilygaj je po sbru listki vibec nejmé# zpracovavanyaj. Proto se &kdy
nazyva jako nezpracovany. Hlavkvuli zcela nehlidané oxidaci susSenych listke

které sice mze dojit, ale ne v takovém rozsahu jatebt ucajecerného.

Technologicky postup vyroby bilékaje:

e shir

o tiidéni

o iSténi

e zavadani
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» pripadné tvarovani (zalezi néekkosti, kvali¢ a také na zpracovateli)
e suSeni
» baleni a expedice (Soon, 2011; Valter, 2000).

3.1.2.2.2.Caje zelené

Zeleny¢aj si zachovava svouipodni zelenou barvu a to jak v suchém listu, tak i
v nalevu. Pro zelené&aje se pouziva jiz vSech 5 jakostni¢iu €ajovych listki. Diky
oprazeni nebo napeni hned po poZzadovaném zavadnuti list# znéi vétSina enzym
zpasobujicich oxidaci. Proto si zelergj diky tomuto zpracovani ponechava i nejvice

puvodnich (girozenych) polyfendi.

Technologicky postup vyroby zelenétaje:

e sker

o tfidéni

o CiSténi

e zavadani

e oprazeni na panvi nebo napeaani horkou parou

* svinovani (tvarovani)

* suSeni

* baleni a expedice (Dolby, 2002; Soon, 2011; Vakego).

3.1.2.2.300long (modrozelené, polozelené)

Oolong vznikl ndhodou, kdy rolnika sbirajicite vydisil had. Proto rolnik utekl
domi a listky tam nechal. Kdyz se za&kolik dni vratil, listky na slunctast&né zoxi-
dovaly a rolnik si z nich uwi kupodivu dobrycéajovy vyluh. Jedna se tedy @j
castén¢ oxidovany, ktery kombinuje Zigoby vyroby zeleného &rnéhocaje. Jméno
ziskal podle vySe zmovaného hada, kterého si rolnik spletl s drakeno(@p=¢cerny
drak) Oolongy rozliSujeme podle doby nechané iistloxidovat. Mize byt zoxidovan
z Siroké Skaly procentgtdinou (20-60) %.

Technologicky postup vyroby oolongu:

e sker

o tfidéni

o CiSténi

e zavadani
e svinovani

13



» kratka oxidace (podle pozadovaného procenta)
* prazeni na panvi

e suSeni

» baleni a expedice (Soon, 2011; Valter, 2000).

3.1.2.2.4Caje cerné ¢ervené)

Cernécaje prochazi uplnou oxidaci listkzakladem je hned po zavadnuti Ifstk
jejich svinovani. Tim se porusi btéma struktura a Zamou se vice uvébvat enzymy
zpasobujici oxidaci. Otas se jak@ervenécaje neoznéuji caje ¢erne, ale jiné byliny
nebo ovoce, coz je 8pvic nazoru. Avsak historicky se@iné cernyméajam tika cer-

veneé.

Technologicky postup vyrobyernéhcocaje:

e shker

o tFideéni

o CiSténi

e zavadani
e svinovani

* Uplna oxidace
e prazeni na panvi
» baleni a expedice (Soon, 2011; Valter, 2000).

3.1.2.2.5.Caje aromatizované, ochucené

Jedna se o jakykoliv jiz zidvany druhcaje, ke kterému bylo &o pidano.
Aromatizovanycaj obsahuje navic Kty nebo ®jakou silici (@girodnici umeélou), které
¢aj navoni. Ochucené obsahujidané kousky ovoce nebo #emi (Thomova, et al.,
2002). Napiklad ¢aj Earl Gray je aromatizovan bergamotovou sili@ds, 2011).

3.1.2.2.6.Specialnicaje

Pati semcaj Zluty ac¢aj Pu-erh. Oba tytdaje jsou vyhrad&c¢inskou zalezitosti.

Caj Pu-erh se §stuje pouze v provincii Yunnan a nazev dostal pamiejsiho
okresniho mssta Pu-erh. Jeho vyroba byla uchovavanoureZehoucinskou tradici.
Dnes je vSak jiz jeho vyroba pém¢ dole popsana. Jako jediny prochazi procesem
fermentace, ktera probiha velmi dlouho, a zn&ge popisuji, Ze Pu-erh, ktery zral ko-
lem 20 let pai k tm wvibec nejlepSim. Vyrabi se podabjako cerny ¢aj az na

konenou fazi, kdy s&aj nesusSi Upky ale naopak se necha jesasténé vihky praw
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fermentovat. DalSi zvl4Stnosti jeho vyroby jeigpb oté&eni listki pii cast&ném suSe-
ni. Susi se venku na slunci, kde jsajpvé listky otdeny pomoci bosych nohdlitian
(Thomova, et al., 2002).

Zluty ¢aj je pojmenovan podk&inské cistské barvy, Zluta. Bve byl Zlutyéaj ur-
¢en pouze pravpro cis@e. Vyrabi se jakaaj zeleny, ale misto rychlého suSeni na
konci vyrobniho procesu se suSi &kalika centimetrové vrstvpo dlouhou dobu. Tim
dochazi kasté&né lehké oxidaci, ip které ziskava Zlutgaj svou jedinénou chu’. Ob-
as Ize jedt nalézt rozliseni mezi Zlutym a Zlutysmjem.Caj Zluty je popsan vyse a
jako ¢aj Zluty se niZze oznait jakykoliv druh ¢aje, ktery je tak kvalitni a dobry, Ze by
mohl byt podan ciga(Thomova, et al., 2002).

3.1.2.3Podle velikosti listu*aje

Caje &lime na celolisté (whole leaf), zlomkové (brokendmené, praskovité
(fannings, dust). NejlepSi a nejkvalijsi byvaji nefasgji ¢aje celolisté. Existuji vSak
vyjimky jako ¢aj matcha (pouZivanyipjaponskémeéajovém olsadu zvaném chanoju),
ktery se vyrabi rozemletim na praSek toho nejkwgtho japonskéhd@aje gyokura.
(Valter, 2000) Déle existuje moderni neSetrna meetoa zpracovaniernéhocaje me-
chanizaci nazyvana CTC (crush, tear, curl = dutitat, svinovat). Jedna s#sté¢ o
strojové zpracovani, snad krémucéniho skru, kterécerstvécajové listky vhozené do
stroje nejprve rozdrti, K\ umozreni oxidace, a poté je natrha a svine do pozadova-
nych tvai. Cely proces &etné oxidace probiha ve stroji. Tato metoda je veligghla a
levna, avSak takto vyrober@je nejsou §ilis kvalitni a pouZivaji sefpdevsim na vy-
robu meég kvalitnich sékovych¢aja (Thomova, et al., 2002).

3.1.3Kvalita ¢aje

Kvalitni listky by se nily sbirat za suchého pasi.Cim cerstwjsi ¢aj, tim lépe
(Valter, 2000).

Velmi zaleZi na rénim obdobi séru neboli flush. Z prvniho sibu (zkratkou FF z
anglického first flush), ktery se shir4 hned z jpoavyraseni pupén macaj nejwtsi
zdravotni potencialCaje z druhého siu (zkratkou SF z anglického second flush) a
tietiho skéru (zkratkou TF z anglického third flush) sbirani&t a na podzim maji vice

aromatickych latek a jsou s#jsi v chuti (Valter, 2000).
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Mriviw s

ho listu. Z¢ajového kée nebo stromu se shira pouze prvnighhornich listk na kazdé
vrcholové tvicce. Kazdy listek ma své jméno a jakostni kategBrip. kvalitnicaje se
sbiraji pouze prvnititlistky nebo méa Ctvrty a paty listek se jiz povazuje za nién
kvalitni s nizSim obsahem aromatickych, @wych a blahodarnych latek. Sbira se tu-
diZ jen do levyySich, még kvalitnich ¢aju. Prvni listek se jmenuje pupen (tip). Jde
vlastre o jeSt nerozeveny listek. Druhy je orange pekogett pekoegtvrty pekoe sou-

chong a paty souchong. Sesty listek zvany congosebjz nenil sbirat. Tedygim

Vv s

Na Sri Lance, v Indii a v Keni sedajim déale pitazuje utita zkratka vyjatljici
kvalitu a jemnost listk ObZas ji Ize vidt i u ¢aju z jinych zemi. Jde vlastro vyjadeni
kvality obsahu a typu listk¢aje v baleni. Dale namikefici, o jakou velikostnittdu
¢aje se jedna (celolisté, zlomkové, drcené, prad&p@TC). Napiklad FF SFTGFOP |
(nebo 1) znamena first flush, special finest tigpyden flowery orange pekoe Imperial.

Obecrt se d&ici, zecim delSi zkratka, tim lepsi kvalita (Valter, 2000).

3.1.4Zdravotni u¢inky

Lécivé a posilujici dinky ¢aje jsou znamy jiZ ies 4000 letCajovnik obsahuje
antioxidané silngjsi polyfenoly nez jereba vitamin C a E. Navic obsahuje i vitamin C,
B,, D, K a beta-karoten. Jsou ¥m také mineraly jako selen, mangan a héafluorid
(Dolby, 2002; Vinson, et al., 1998). Dale obsahsiee, kofein, theanin, pryskigné
latky, vosky a cukry (Valter, 2000; van der Pifi,ad, 2010).

Komplex €chto latek, nejlépe pokud jsou vwmdnim stavuderstvy), maji hned
n¢kolik blahodarnych &inka na lidské zdravi. #sobi jako prevence rakoviny. Bylo
provedeno &kolik odbornych pozorovanickolika skupin lidi, kde ti, kt@ pili ¢aj, meli
mensi procento vyskytu rakovinyagdbi giznivé na kardiovaskularni systém. SniZzuje
hladinu LDL cholesterolu a vyrovnava krevni tlakaMreventivni &inky proti mrtvici.
Pasobi antibakteriakh Posiluje imunitni systém. Byly provedeny laborataesty na
umeélém chrupu, z nichz vySlo nasledujici: zalug@ vzniku zubniho kazu, posiluje a
fluorizuje zubni sklovinu. Zabtiaije uchyceni bakterii na povrchu zubu. Posilujenédas
Diky vSem &mto piznivym vlastnostem zlepSuje a zkvalije Zivot ¢lovéka (Dolby,
2002; Rosen, 2000; Vermerris, et al., 2006).
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3.2 Polyfenoly

Fenoly jsou latky, na jejichz aromatickém jadrunibenu) je napojena jedna nebo
vice hydroxylovych skupin. Polyfenoly se pak najivVatky, které obsahuji akolik
aromatickych jader s navazanymi hydroxyly. Polyfgree gFirozerg vyskytuji v rostli-
nach. Castji nez volné se v3ak vyskytuji ve fokmesteru nebo glykosidu. Fenoly
respektive polyfenoly jsou podobné alkalral Na rozdil od nich se vSak chovaiji jako
slabé kyseliny diky labilnimu vodiku na hydroxyluto labilitu zpisobuje pitomnost

aromatického jadra (Vermerris, et al., 2006).

Polyfenoly se dajitzré rozclit. Mohou se dlit naptiklad podle toho, jakasto
se vyskytuji na&asto se vyskytujici, mértasto se vyskytujici a polymery. Nebo se daji
rozctlit do skupin podle p&tu uhliki v molekule. Mezi nejzna§si skupiny pafi ku-

v s

polyfenoly v¢aji jsou flavonoidy a taniny (Vermerris, et al.,(8).

3.2.1Flavonoidy

Flavonoidy obsahuji 15 uhlikv molekule. Dale sedi do i skupin na chalkony,
aurony a flavonoidy. Chalkony a aurony se vyskyjakio Zluty pigment v rostlinach.
Flavonoidy se déledti. Flavan-3-oly (nafiklad katechin, ktery je z&kladni jednotkou

polyfenol ¢aje) se'adi mezi flavonoidy (Vermerris, et al., 2006).

3.2.1.1Flavonoidy

Flavonoidy obsahuji 3 benzenova jadréliBe na ®kolik skupin, z nichz kazda
ma réjak poznénénou molekulu nebo obsahuiji jiné substituenty. Mizionoidy pati
flavonony, flavononoly, leukoantokyanidiny, flavgngntokyanidiny a deoxyantokya-

nidiny a antokyany (Vermerris, et al., 2006).

3.2.2Taniny

Mezi taniny pat latky, které maji schopnost vazat a srazet pmgtelohoto se
vyuZziva napiklad i vyrob¢ vina a piva. Taningasto byvaji oznsovany jako tislovi-

ny. MiZzeme je dlit na ti dalSi skupiny (Vermerris, et al., 2006).
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3.2.2.1Kondensované taniny

Skladaji se z katechinovych (flavan-3-ol) jednoté&dna se tedy o oligomerni
nebo polymerni flavonoidy. Jsou to slozité molekulg jejichZz polymeraci se podileji
kyseliny nebo enzymy. Stupgolymerace ma vliv na srazeni protei@pisobuji tzv.
suchy pocit v Ustech obzvia3u vysoce taninovych ifslovitych) ¢ervenych vin
(Vermerris, et al., 2006).

3.2.2.2Komplexni taniny

Komplexni taniny jsou velmi komplexni, slozité mialdy. Obsahuji glykosidic-
kou vazbu, ktera spojuje katechiny a ellagitanmefpo gallotaniny dohromady. Tyto
taniny vznikaji nagiklad kthem starnuti vina v dubovych sudech. Jedna z jéjickci

je chranit DNA bugk, ¢imz zabrauji vzniku rakoviny (Vermerris, et al., 2006).
3.2.2.3Taniny podléhajici hydrolyze

3.2.2.3.1 Gallotaniny

Jsou to hydrolyzovatelné taniny, které obsahujy@ové jadro a zbytky gallové
kyseliny. Polyolové jadro dze byt napiklad D-glukosa (Vermerris, et al., 2006).

3.2.2.3.2 Ellagitaniny

Ellagitaniny jsou odvozeny od gallotafinale na rozdil od nich maji propojené
dva sousedici zbytky gallové kyseliny navazanéaigofové jadro. Opt jsou hydroly-

zovatelné (Vermerris, et al., 2006).

3.2.3Hlavni polyfenoly v ¢aji

Mezi hlavni polyfenoly zelenéhoaje pati epicatechin (EC), epigallocatechin
(EGC), epicatechin-3-gallat (ECG) a epigallocateedigallat (EGCG). Bhem vyrob-
niho procesucerného ¢aje se potom dkteré gemeni na polyfenoly theaflavin a
thearubigin. Vzhledem k této oxidaci negrny ¢aj takové pozitivni &inky jako ¢aj
neoxidovany. Z polyfendltedyc¢aj obsahuje fedevsim flavonoidy a taniny (Vermerris,
et al., 2006; Wang, et al., 2012).
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Obrazek 1: Chemické vzorce epicatechin (EC), elugalechin (EGC), epicatechin-3-
gallat (ECG) a epigallocatechin-3-gallat (EGCG)raveno v ACD/ChemSketch podle
predlohy z (Vermerris, et al., 2006)

3.2.4Vliv polyfenoli na lidské zdravi

Polyfenoly nizeme z#adit mezi latky zvané antioxidanty. Ty jsou znamyrsi
pozitivnimi inky na lidské zdravi. Jeden &hto &inku je antiseptické (antibakterial-
ni) pasobeni. Napiklad se ukazalo, Ze pozitiwrpasobi proti pupinim, které vznikaji
mikrobialni ¢innosti tzv. za#&. Timto tedy napomahajitippzené obranyschopnosti.
Nekteré mohou absorbovat Skodlivé slamez&eni @i opalovani (Vermerris, et al.,
2006).

Jak vlasty antioxidanty funguji? Bhem metabolismu, ale i v naSem okolirg
zere vznikaji radikaly, které obsahuji volny (neparowlektron. Tyto radikaly jsou
velice reaktivni a mohou #pobit oxid&ni zmenu molekul bugk. Takto poskozené
buiiky potom neplni svou funkci aike dokonce dojit ke vzniku rakoviny. Antioxidan-
ty jsou latky, které maji schopnost tyto radikalyckytdvat a zneSkadvat.
ZneSkodovani funguje tak, Ze se antioxidanty namisto jmymolekul samy oxiduji a

tim zbavi radikal volného elektronu. Mezi nejzrgggh antioxidanty pat vitamin C a
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vitamin E. Dale se k antioxidairh fadi fenoly s antioxidai schopnosti, které seéim-
zere vyskytuji v rostlindch. V hojném mnozZstvi jsou tragpeny v ovoci, v zelenéa v
koreni (Velisek, a dalsi, 2009; Vermerris, et al.,&00

Antioxidanty maji pozitivni vliv na kardiovaskuldrsystém. Zvysuji pruznost
cév, snizuji hladinu LDL cholesterolu, snizuji kaiinfarktu a riziko dalSich srdeich
onemocgni. Ukazalo se, Ze polyfenoly obsazené ves vimgji pozitivni synergicky
efekt s alkoholem vina. Vitamin E ndidad zabrauje negativni oxidaci lipidl. Antio-
xidanty mohou pozitivé pasobit i proti mykotoxiam. Celko pasobi jak preventiv®y
tak I&ive (Vermerris, et al., 2006). SniZuji riziko vyskytakoviny v celém de, ale
mohou i pozitivé pasobit @i jeji 1écbeé (Dolby, 2002).

3.31zolace a analyza polyfenal

Jako prvni se musi (poly)fenoly vyextrahovat zessidltu. Rozpustné polyfenoly
z rostlin se daji jednoduSe izolovat 70% methanofesho methanolem okyselenym
pomoci 0,1% HCI. Da se také pouzit aceton, ethaebb dimethylformamid. kZeme
ale také pouzit ol#gjnou vodu, abychom zjistili mnoZzstvi polyfefigraw tieba vca-
jovém nélevu. Degradace polyfefiole vzorku je urychlenafp extrakci horkym
roztokem nebo imym slunénim z&enim. Pra¥ proto je vhodgjSi extrakci provag
za snizené teploty a v temnu. Kdyz jsou polyfengfgxtrahované, rfiveme provést
kvantitativni (kolik obsahuje) a kvalitativni (cdosahuje) analyzdi zjistit jejich (€in-
nost (antioxidani kapacita). K tomutodelu existuje hnedékolik metod (Stodt, et al.,
2013; Vermerris, et al., 2006).

3.3.1Folin-Ciocalteu reagent, kvantitativni metoda

Tato metoda zkracérevanad FCR byla vyvinuta a publikovana pany Folingm
Ciocalteuem v roce 1927. Byla upravenaizquni metody, kterou vymyslel pan Folin
a pan Denis v roce 1912, ktera analyzovala amiredkys tyrosin. Upravenou metodou
muzeme zjistit koncentraci rozpést/ch polyfenol jako antokyaf, komplexnich tani-

nt nebo hydrolyzovatelnych tarir{\Vermerris, et al., 2006).

Metoda je zaloZena na redukci \WCa MoQ? iontii pomoci hydroxylovych sku-
pin polyfenoli. Za p@itomnosti NaCOs vznikd modré zabarveni $8i. Sytost tohoto
zabarveni se potom stanovi jako absorbance ziskargpektrofotometruipvinové
délce 750nm (Vermerris, et al., 2006) nebo 765ntadiSet al., 2013) na blank metha-
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nol nebo vodu nebo ethanol podiivpdniho pouzitého rozpoustia. Ze ziskané absor-
bance se stanovi koncentrace polyféne¢ vzorku. Tato koncentrace se vyfia z
kiivky absorbanci ziskanych z redukce Folin-Ciocakeudla a gallové kyseliny o
znamych koncentracich (kaliiré zavislost). Pomoci této metody tedyizame zjistit
celkové mnozstvi polyfendlve vzorku (Stodt, et al., 2013; Vermerris, et 2006).

Pouzivani FCR sé&asto podciuje, avSak jinym metodam se svou kvalitou vyrov-

na (Vermerris, et al., 2006).

3.3.2Dalsi kvantitativni metody

DalSi metody se za#tuji na stanoveni pouzedité skupiny polyfenal. Jsou tedy
vice kvalitativni, avSak konkrétni polyfenoly nexiai.

3.3.2.1Stanoveni kondensovanych tanin

Pomoci fiznych rozpougtlel a podminek metody iheme stanovit mnozstvi
pouze kondensovanych tafime vzorku. Mizeme nafiklad pouZzit butanol s HCI jako
rozpoustdlo a gidavek heptahydratu siranu Zeleznatého. Netibeme pouZzit vanilin
v kyselém prosedi. Tyto metody jsou kolorimetrické. V obotigmdech vznika barev-
ny roztok, z jehoz absorbance a kaldmiazavislosti standardu se vyfita koncentrace
kondensovanych tanin Také nizeme vyuzit srdZzeni kondensovanych tarsrformal-
dehydem. U této metody se nejprve zjisti celkovéoistvi polyfenal pomoci FCR,
poté se fes noc necha vzorek srazet s formaldehydem. Rapgsdannozstvi nesraze-
nych polyfenok pomoci FCR a odg¢enim g€chto hodnot zjistime mnozstvi

kondensovanych taninVermerris, et al., 2006).

3.3.2.2Stanoveni gallotani

Stejre jako v minulém odstavci, ovSem za pouziti jinyclzpoustdel a podmi-
nek, mizeme stanovit obsah gallotafiitve vzorku. Nafiklad reakci gallotaniin s
jodicnanem draselnym vznika Zluté zabarvenésmkteré se vyhodnocuje spektrofo-
tometricky @i 550nm. PozZitim rhodaninu, ktery reaguje s gallowyselinou, vznika

cervené zabarveni. @pse vyhodnocuje spektrofotometricky (Vermerrisalet2006).
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3.3.2.3Stanoveni ellagitani

Reakci dusitanu sodného s ellagitaniny ve vodnémtpdi vznikd modré zabar-
veni snési se vzorkem, které se vyhodnoti na spektrofotamé@fermerris, et al.,
2006).

3.3.3Chromatografie, kvalitativni metoda

Kvalitativnimi metodami zjifujeme jaké dané latky se ve vzorku nachazeji. Na
uréeni jednotlivych polyfendl se nejasgji pouzivaji fizné druhy chromatografie. iv
Zeme pouzit chromatografii tenkovrstvou, u kterénaedestiku potazenou sorbentem
(stacionarni faze) pohybuje pomoci kapalné (maopflide naneseny vzorek a z urazené
vzdalenosti a retardaiho faktoru se u@if, o jakou latku se jedna. Jde o plmd rych-

lou, jednoduchou a levnou metodu (Vermerris, ¢t28l06).

DalSi typ chromatografie @te byt plynova chromatografie. Ta vyuZziva jako sta-
cionarni fazi ®jaky sorbent naneseny v tenké visty trubici, na ktery se nanese
vzorek. Jako mobilni faze, kterd s sebou trubiésiivzorek, se pouzije plyn. Detektor
na konci trubice zachyti mobilni fazi a poté mobitwzi s unesenym vzorkem. Na za-
kladé doby piichodu trubici se pak stanovi retancas, podle kterého sediy o jakou

latku se jedna. Tato metoda se da pouzit i jakatieivni (Vermerris, et al., 2006).

3.3.3.1UHPLC

Jedna se o dalSi typ chromatografie a sice o chogradii kapalinovou. Zkratka
UHPLC, ktera vychazi z angtiny, znamena Ultra High-Performance Liquid Chroma-

tographycesky tedy ultra vysocetinna kapalinova chromatografie.

Je to metoda, kterd je principidlpodobna pedchozim, ale de byt rychlejsi.
Principialni rozdil je v tom, Ze mobilni faze jepadina. RychlejSi rize byt proto, Ze
stroj obsahuje vysokotlak&rpadlo mobilni faze. Diky tomu je mobilni faze migji
tlacena tenkou trubici (kolonou) obsahujici stacion&mi a vzorek. Vzorek, naneseny
automatickym davkowsem, je unadSen mobilni fazi ke konci trubice, kdengsleds
zachycen a vyhodnocen na detektoru. Detektor sgmmodiie byt napiklad spektrofo-
tometr nebo hmotnostni spektrometr nebo jiny. Kpogeném peitaci se poté objevi

elueni kiivka obsahujici piky. Z reténich ¢asi ve vrcholech danych pikmazeme ur-
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¢it jednotlivé polyfenoly. Plocha pod pikem pakiwje obsah daného polyfenolu ve
vzorku (Stodt, et al., 2013; Vermerris, et al., @00
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Obrazek 2: Hklad chromatogramu (Coufal, 1996)

3.3.4Total antioxidant activity (TAA)

Tato metoda byva také ozmewana jako Trolox equivalent antioxidant capacity
(TEAC). Vyznamem této metody je zjistit, kolik vgich radikah jsou polyfenoly ve
vzorku schopny vychytat uvainymi vodikovymi kationty. Jako radikal se pouziva
roztok radikalkationtu ABTS. Tento radikal se d&ipravit nasledovie 5 ml 7 mmol/l
roztoku ABTS se smicha s &8 140 mmol/l persulfatu draselného a necha sevatat
tm¢ 12 hodin. Vznikne barevny roztok, ktery se potamicha se vzorkem. Vzhledem
ke zp@tné redukci ABTS na ABTS se roztok postupmdbarvuje aZ do tité sytosti.
TakZec¢im etSi antioxid&ni kapacita polyfenolu, tim vice se roztok odbaNa. spek-
trofotometru se z#Fi absorbance vzniklého roztokui i734nm. Jako standard pro
vytvoieni kalibr&ni kiivky se pouziva roztok troloxu s koncentraciadech mmol/l.
Vysledna schopnost polyferiolychytavat radikaly (antioxidai kapacita) se vyjadje
ekvivalentem ke standardu tj. v mmol/l troloxu. Zmamena, Ze 1 mmol/l troloxu odpo-
vida 1 mmol/l polyfendi (Carloni, et al., 2013; Rusak, et al., 2008).
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4 PRAKTICKA CAST

4.1 Material

4.1.1Vzorky

Na laboratorni rreni jsem pouzil 5tznych drulia ¢aji. Od kazdého druhu jsem
potom vzal dva rozdiln&je. VSechnyaje jsem zakoupil ¥ajovre U Pilmésice, ktera
odebira zboZi z internetového obchodu Am&tae jsem pevzal v celolistovém stavu
v uzavenych papirovych obalech, do kterych bylegypany z velkych nadob, krém

Tie Guan Yin. Celkem jsem zkoumal &&ju, 2 rooibosy a 2 mate.

4.1.1.1Bilé ¢aje

« Pai Mu Tan (Bila pivoka), ¢insky, nacaji je vidét, Ze obsahuje vice
ochmyenych tipg nez Shou Mee
* Shou Mee (Obd dlouhého ¥ku), cinsky

4.1.1.2Zelenécaje

* Lung Ching (Dré&i studna), jeden z nejznéjgich a nejlepSiclinskych
zelenycheaju (Valter, 2000)

e Sencha HCO (bio), japonsky, druhy nejvice rfe$y ¢aj v Japonsku
(Valter, 2000)

4.1.1.300longy

« Tie Guan Yin (Zelezna bohyh pati mezi¢inské lehce oxidované oolon-
gy (Valter, 2000), na pohled ma zedg listky nez Phoenix Tang Chung,
jako jediny byl zakoupen v originalnim hermetickgasteném 509 baleni

» Phoenix Tang Chungjnsky, z listu je patrné, Ze je vice oxidovan, mez

Guan Yin

4.1.1.4Cerné éaje

* Darjeeling, pochazi z horské oblasti v Indii, maitkou vysokohorskou
citrusovou vini, bez uvedeni kvality listu typické pro indickaje
« Ceylon Yalta, pochazi ze Sri Lanky, list ma tmadaivu nez Darjeeling,

opet bez uvedeni kvality listu
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4.1.1.5Pu-erh, tmavyéaj

» King Pu-erh, nelisovanyinsky, vyssiiida a drazsi nez klasicky Pu-erh,
list m& menSi nez klasicky Pu-erh, citim vyzralggijemnsji zatuchlejsi
vini nez u klasického Pu-erhu

» Pu-erh klasik, nelisovangjnsky

4.1.1.6Roo0ibos a mate

V téZecajovre jsem zarovie zakoupil rooibos oxidovany (Rooibos super grade) a
neoxidovany (Rooibos zeleny) a dale pak mate nep@afMate Rancho) a prazené
(Mate Pampero). Qbtyto zpracované rostliny nepochazejégovniku, avsak jsou v
¢ajovnach vedl€aju ¢asto nabizeny. Rooibos pochazi rekspalathus linearig mate

ze stromulex paraguariensigSoon, 2011).

4.1.2Chemikélie
Pro stabilizaci vzonk jsem pouzil L-askorbovou kyselinu (vitamin C).

Na Folin-Ciocalteovu metodu jsem pouZzil tyto cheatigc Folin-Ciocalteutv re-
agent FCR 10krat fedny (fosfowolframato-fosfomolybdatovy  komplex
pravdipodobného sloZzeni (PMoMDao)* /(NaeWO, . 2H,0 + NaMoO, . 2H,0) +
HsPO, + HCI), gallova kyselina 1 mmol/l (3,4,5-trihydrglxenzoova kyselina), uldl
tan sodny 7,5% (N&0;).

Pro zjiS&ni antioxid&ni kapacity metodou TAA jsem pouzil ABTS (2,2"-
azinobis(3-ethylbenzo-thiazolin-6-sulfonatu)), pdi& draselny (KS;Og), fosfatovy
pufr (NgHPO, . 12H0 + NakPQO, . 2HO + NacCl), trolox 1 mmol/l (6-hydroxy-

2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina).

Na vyuziti UHPLC jsem siijipravil vzorky pomoci SPE (solid-phase extraction)
kolonek, u kterych jsem pouzil 100% a 5% metha@sfOH) a kyselinu chlorovodi-
kovou 6 mol/l (HCI). Pro samotné é&ieni polyfenoh metodou UHPLC jsem pouZil
gradient acetonitril-voda stiplavkem 0,8% mraveh kyseliny @i velikosti nastiku 5

ul.
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4.1.3Pristrojové vybaveni a ponicky

4.1.3.1P¥istroje a stroje

Pro @ipravu vzork a pro laboratorni stanoveni jsem pouZil tykisipoje: labora-
torni analytické vahy sipsnosti na desetitisiciny gramlaboratorni vég¢, lednici,
spektrofotometr Genesys 100 UV-VIS (Thermo Fishee®&ific Inc., Waltham, MA,
USA), systém UHPLC (Knauer Platin Blue, Berlin, @any) spojeny s PDA detekto-

rem, istroj na SPE.

4.1.3.2Pomicky

VSechny poricky, které jsem pouzil: Erlenmayerovyitbg, 1Zicky, kadinky, fix
na popisovani, filtréni aparatura (nalevka, skladany filtrgityka, vialka), vialky na
vzorky, minivialky, stojan na zkumavky, zkumavky,ikmopipety tiznych objen,

Spicky na pipety, kolonky na SPE Strata-X 1ml/30mg.
4.2 Metodika

4.2.1P¥iprava vzorka

Co nejlépe fipraveny vzorek je zakladnirgdpoklad pro kvalitni atdéryhodné
vysledky nasledujicich pokaisVysledky také musi byt porovnatelné, a jelikoZpse
prava fiznych druli ¢aji, maté a rooibosu (dale jen material)iza liSit podle
kulturnich nebo jinych zvyklosti, rozhodli jsme sevedouci mé prace pradipravu
vzorka ve dvou tiznych teplotnich podminkach. Kazdy material jsedy teouzil dva-
krat. Jednou praihnla extrakce i 80 °C, coz jsme zvolili jako zlatyistd, aby nebyla
teplota u gkterych ¢ajo ani @ili§ vysoka ani §lis nizka. Podruhé prehla pi 8 °C,
abychom zjistili, zda materialy poskytnou obsahbwhaté i maceraty a nejen nalevy.
Kazdy pokus jsem pro stanoveniipgrné hodnoty vysledku opakoval 3krat. Celkem

jsem nél tedy 84 vzork.

4.2.1.1Vazeni materialu

Pro vazeni materialu jsem pouzil laboratorni amnehtgt vahy. Navazoval jsem
vzdy @iblizné 2 g s pesnosti na desetitisiciny gramu. Zertiznych navazek jednotli-

vého materidlu jsem nepital aritmeticky pémér a nevyhodnocoval sfrodatnou
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odchylku, protoZze jsem provéldsamostatny pokus pro kazdou navazku zvld#&o
vyhodnocovani vysledku pokusu jsem tedy vzdy pdudilnotu dané navazky.

4.2.1.2Extrakce

Navazené vzorky jsemi@sypal do Erlenmayerovych k#n Fridal jsem k nim
pal malé laboratorni IZky kyseliny L-askorbové a 40 ml vytemperované diegiiné
vody. Ri 80 °C extrakci jsem ifiéval horkou vodu pedem obétou na laboratornim
vari¢i. Déle jsem nechal vzorkytippokojové teplat 24 hodin. B 8 °C extrakci jsem

priléval vychlazenou vodu z lednice, kam jsem nasidyio vzorky ulozil na 24 hodin.
4.2.1.3Filtrace

Po 24 hodinovém luhovani jsem vzorky Zzfiltrovée skladany filtr fmo do via-
lek.
4.2.2Folin-Ciocalteova metoda

Metodika této analyzy je upravena podle metodikgdené v Medina, et al.,
(2011).
4.2.2.1P¥iprava standardu

Do 6 zkumavek jsem pomoci mikropipet napipetovd pOFCR. Poté jsem po-
stupre pridal (0, 20, 40, 60, 80, 10Q) Immol/l gallové kyseliny a (100, 80, 60, 40, 20,
0) ul destilované vody. Zkumavky jsem pirgpal a nechal 10 minut stat. Nakonec jsem
do kazdé fidal 400ul 7,5% NaCOs; a nechal stat 30 minut.

4.2.2.2P¥iprava vzorku

Kazdy zfiltrovany vzorek jsem si néjaete 10 krat ngedil destilovanou vodou. Po-
té jsem do prdzdné zkumavky napipetoval pDBCR, 20ul natedného vzorku a 8l
destilované vody. Zkumavku jsem pepal a nechal stat 10 minut. Naslegsem i-
dal 400ul 7,5% NaCO; a nechal stat 30 minut.

4.2.2.3Spektrofotometrické @¥eni

Pro nasledné vyhodnoceni vzorksem musel zgfit absorbanci standakda
vzorki po vySe uvedeném 30 minutovém odstani. Absorljaani nefil na spektrofo-
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tometru @i 765 nm. Jako blank jsem pouzil zkumavku z kaltlera nulovou koncentra-

ci gallové kyseliny.

4.2.3Metoda Total antioxidant activity

Postup této metody je upraven podle metodiky uvédeRe, et al., (1999).

4.2.3.1Pfiprava standardu

Do 6 zkumavek jsem napipetoval 950 ABTS ™" ziedtny fosfatovym pufrem
1:18 kwali pufracni schopnosti a snizeni intenzity barvy. Potom jp@stupg pridaval
(O, 10, 20, 30, 40, 5Q) troloxu a dophujici mnozstvi (50, 40, 30, 20, 10, @)destilo-
vané vody. Zkumavky jsem prepal a nechal 20 minut stat.

4.2.3.2Pfiprava vzorku

Kazdy Zzfiltrovany vzorek jsem si museliedit destilovanou vodou wviznych
ponerech kvili vhodnému spektrofotometrickémuéieni. Do prazdné zkumavky jsem
napipetoval 95Qil ABTS™ (stejny jako u standardu), 20 ziedtného vzorku a 3Ql
destilované vody. Zkumavku jsem piepal a nechal stat 20 minut.

4.2.3.3Spektrofotometrické @eni

Absorbanci standatda vzorki jsem n&fil na spektrofotometruip 734 nm po
zmintném 20 minutovém odsténi. Jako blank jsem pougfatovy pufr.
4.2.4UHPLC

Nasledujici metodika pro SPE je upravena podlerijpet al., (2010).

Kazdy vzorek jsem si nejprve okyselil 20 6 mol/l HCI. Poté jsem ijpravil
vzorky pomoci SPE (extrakce na pevném sorbenty)Zelisem nejdve praistil ko-
lonky 1 ml 100% methanolu, dale jsem je proplachildestilované vody, dale jsem do
nich napipetoval po 1 ml okyselenych vzik praistil 1 ml 5% methanolu. Takto pro-

cistené vzorky jsem extrahoval 1 ml 100% methanolu aagky jsem pevedl do

minivialek.

Metodika pouzitd pro UHPLC byla vyvinuta laboridteedouci mé prace RNDr.
Evou Dvaé&kovou, PhD a kolektivem.
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Minivialky s extrakty jsem vloZil do UHPLC stroj&tery vyuzil gradient acetoni-
tril-voda: (A - octova kyselina/B - acetonitril)@min — 90/10; 1.0 min — 92/8; 1.1-4.0
min — 97/3; 5.0-8.9 min — 92/8; 9.0-13.0 min — 89/13.6-15.5 min — 65/35; 16.0-18.0
min — 90/10. Pouzita kolona byla Kinetex C18 colufhD. 4,6 mm x 100 mm, 2,6m,
Phenomenex). Jednotlivé polyfenoly zjistil PDA digébe s vinovymi délkami 270, 290,
310 a 324 nm.

4.3 Vysledky a diskuse

4.3.1Vytvoreni kalibraéni kifivky pro FCM a TAA

Pro stanoveni celkového mnoZstvi polyfénelriznych materialech jsem pouZil
metodu FCM. Aby byla metoda pouzitelnd, musi sezficstandardu, ktery simuluje
polyfenoly. Jako tento standard jsem pouzil gallokgselinu o koncentraci 1 mmol/l.
Pomoci znamych koncentraci gallové kyseliny v jelilnech zkumavkach pro kalibraci
a pomoci jejich nagtenych absorbanci jsem vytiokalibra¢ni pfimku. Jednu kalib-
rani primku jsem pouzil na vypet pouzectyi danych materiél o dané tepl@t aby
kalibrace kazdy den odpovidaterstvosti pouzitéhd@inidla FCR. Celkem jsem tedy
vytvoril sedm kalibraci.

Metodou Total antioxidant activity (TAA) jsem starmval antioxid&ni kapacitu
ve vzorcich. Pro tuto metodu jsem jako standardpénwlox (hydrofilni forma tokofe-
rolu), ktery simuluje antioxidant. Znameé koncenéradroloxu v jednotlivych
zkumavkach pro kalibraci a jejich nafené absorbance jsem pouzil pro vybmi ka-
libracni piimky. Jednu kalibréni primku jsem opt pouZil na vypoet pouzedtyr
danych materidél o dané tepl@t abych zajistil pesnou kalibraci, ktera kazdy den odpo-

vidacerstvosti pouZitéheinidla ABTS ™. Celkem jsem vytviil sedm kalibraci.
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Obrazek 4: Hklad kalibra&ni primky pro TAA

4.3.2Porovnani vyslednych koncentraci

V nasledujicich podkapitolach jsou uvedeny grafgré zobrazuji porovnani vy-

slednych koncentraci. Pro metodu FCM jsou uvedenymmol polyfenol (v

ekvivalentu na gallovou kyselinu) na gram materglpro TAA v mmol polyfendl (v

ekvivalentu na trolox) na gram materialu. Vysledo@centrace pro UHPLC jsou uve-

deny v mg polyfendi na gram materialu. Zkratky v grafech u néazaji znamenaji

druh gislusnéhaaje, tedy B - bily, Z - zeleny, O - oolor@.- ¢erny, T - tmavy.
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4.3.2.1FCM
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Obrazek 5: Graf porovnani koncentraci pro FCM @é@
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Obrazek 6: Graf porovnani koncentraci pro FCM pf€8

Na grafech jde na prvni pohled ¥idZe obsah polyfendlje po extrakci fi 80 °C
u vS8ech materiél vy3Si nez po extrakcitp8 °C. Jedinou vyjimkou je Mate Rancho,
které m& v obouijpadech obsah polyfenopiiblizné stejny. D& se tedjici, Ze toto
mate se P velmi rozdilnych teplotach vyluhujeriplizné stejré. Rozdily v obsahu poly-
fenoli v méteni @i obou teplotach vSak nejsou ani dvojnasobné. Takdeeraty (ve
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studené nebo teplé v&doproti nalewm (v horké vod) nejsou bezvyznamné. (Valter,
2000).

Dale Ize pozorovat, Ze obechkvalitnéjSi ¢aj Pai Mu Tan ma v oboutipadech
vySSi obsah polyfendlnez Shou Mee.i&jm¢ je to diky vySSimu zastoupeni tipg caji
Pai Mu Tan, které jsou na polyfenoly bohatSi neaatoslistky. Lung Ching s&adi me-
zi 10 nejlepSicleinskych¢aji, a fresto ma o &co mensi obsah polyfeniohez Sencha
HBO, ktera pai mezi stedni tidu japonskychtaju. VSak tato konkrétni Sencha HBO
pochazi ze specialni zahrady, ktera zachov&séopani v bio kvali. Navic japonské
zelenécaje neprochazi prazenim na panvi, aleepan v pée, které je Kaji Setrrgjsi.
Vysledek tudiZz neniipkvapujici. Tie Guan Yin pdtmezicinské malo oxidované oo-
longy a Phoenix meziinské stedre oxidované oolongy, coZ poukazuje na zvlastnost,
Ze Phoenix $ 80 °C Tie Guan Yin v obsahu polyfeidoprevySuje. Darjeeling pit
mezi lepSi itidu a lepSi grade (listova vyrovnanost, celistvost¥ Ceylon Yalta, tim
padem pdf do vysSi cenové kategorieiefine i diky tomu ma Darjeeling v obouipa-
dech vysSi obsah polyferiol Puerh klasika v mnoZstvi polyfeiopievySuje King
puerh v obou fipadech. Pro znalce puérhkteti doposud nieSili obsah polyfendl
muze byt tento vysledek zarazejici, jelikoz King pubyl mnohem drazsi adnvzhle-
rozdil je vSak vysgtlitelny tim, Ze puerhy jako jedin&je prochazeji hlubokou oxidaci
i fermentaci a cena i kvalita puérke utuje podle délky zrani.iPzrani vSak dochazi k
degradaci polyfendl Mate Rancho neboli zelené mate, je neprazendiqpezenému
Mate Pampero. TakZe vysledek, Ze Mate Rancho m& wgsah polyfenélnez Mate
Pampero oft neni velmi pekvapuijici. U rooibosu plati podobna zavislost jakmate,
avSak misto praZzeni Rooibos supergrade prochadacix(Valter, 2000; Vermerris, et
al., 2006).

Pfi porovnani vSech materiadimezi sebou je nejzajimggéi vysledek u obou oo-
longi. Phoenix i Tie Guan Yin majifp8 °C srovnatelné mnozstvi polyfefioke
zelenymicaji a @i 80 °C je dokonce #ievysuji. To je velmi zvlastni, jelikoz oolongy
naproti zelenymtajaim prochazejtast&énou oxidaci. Tento vysledek je igoben rej-
me kvalitou a stm konkrétnich¢aji. Navic zkoumané oolongy maji vice ztkané
listy (pojem heavy), takZe lisky nigpousti tolik kysliku na autooxidaci polyferiol
(Soon, 2011; Velisek, a dalsi, 2009). Rooibosy tenmaaji srovnatelny obsah polyfeno-
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li s puerhygcernymicaji a @i 8 °C s bilymicaji. Mate Rancho je zde #&pvyjimkou,

jelikoZz ma oproti podobnym materiéh mnohem vy3Si obsah polyfefich @i 8 °C

dokonce zcela nejvyssi. NejnizSi obsahy polyfémyly nangreny u puerh.

Y

Obsah polyfendi vSak neni zcela kKiovy pro antioxidani (inky na zdravi, jeli-
koZ se touto metodou stanovi veSkeré polyfendgtré nagiklad taniri, které sice
pati mezi polyfenoly, ale nepd@tmezi antioxidanty (VeliSek, a dalsi, 2009; Verrisgr
et al., 2006).

4.3.2.2TAA
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Obrazek 7: Graf porovnani koncentraci pro TAA pto’8
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Obrazek 8: Graf porovnani koncentraci pro TAA pri&C8

Shou Mee, Ceylon Yalta a puerhy maji  °C nizSi antioxidéni kapacitu nezip
80 °C. Mate Rancho ma antioxia kapacitu stejnou v obouipadech. Zbyvajicich
dewt material ma ¥ 8 °C vySSi antioxidéni kapacitu nezip80 °C. Tento rozdil rir
Ze byt zgsoben pilis dlouhym extraknim ¢asem (24 h), takze antioxidantyly dost
¢asu na autooxidaci, avSak u extrakci mateéni@hovanych v lednici {8 °C) mohl
byt tento proces zpomalen. Na toto zpomaleni paijkazto, Zze wkteré zfiltrované
extrakty z 8 °C byly sitlejSi nez z 80 °C.#Pautooxidaci dochazi kipmene swtlejSich
latek na tmavsi latky (Dasgupta, et al., 2014; 3&4j a dalSi, 2009). Tento fakt podpo-
ruje i skuténost uvedena ¥lanku Rusak, et al., (2008), ze jejich extrakty eod
zeleného a biléh&aje zkoumané pomoci FCM na obsah polyféroddsahovaly az 2000
mMgGAE/l. Po pepaitu mych vysledk z FCM na jednotky mgGAE/l vySly hodnoty asi
20 krét niZsi.

Rozdily mezi déma materidly jednoho druhu zachovavaji podobnyjaéo u
FCM. Vyjimku tvari zelenyéaj Lung Ching, ktery v 80 °C svou antioxiafé kapacitou
pievySuje zelenyaj Sencha HBO. DalSi vyjimka je u oolongu Tie GiYan, ktery ma
0 reco vyssi antioxidéni kapacitu nez Phoenix.

Pri porovnani vSech materiamezi sebou jeizjmé, Ze v obou teplotach maji nej-
vySSi antioxidani kapacitu oolongy. Pouze wipadt 8°C extrakcetaj Sencha HBO
prevysil jeden z oolong Fi¢inou toho, pré Sencha HBO nevystupuje i u 80°C extrak-
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ce, miZze byt fakt, Ze japonské zeletaje nesnaseji vyssi teploty luhovani a jsou @ro n
doporwovany teploty az o 15 °C nizSi neZ @ioské zelenéaje (u japonského zelené-
ho ¢aje Gyokuro se dokonce dopouje maximalni teplotaffpravy 50 °C). Rekvapivé

je i to, Ze mate a rooibosy maji podobné nebo vgs8oxida&ni kapacity nez puerhy.
DalSim zajimavym faktem je, Ze v 8 ¥@rny ¢aj Darjeeling pevysil zelenytaj Lung
Ching. Pro puerhy byly natfeny oggt nejnizsi hodnoty. #liSnym zpracovanim a zra-

nim se jim tedy sniZila antioxidai kapacita na minimum (Rosen, 2000; Valter, 2000).

Antioxidatni kapacita nam tuje schopnost antioxidahtvazat volné radikaly.
To, Ze vZdy nesouvisi s celkovym obsahem polyfiem@m dokazuje Mate Rancho,
které v 8 °C u FCM fevysilo ostatni, vSak v 8 °C u TAA spadlo podrpér. Nebo Ze
Lung Ching je u 8 °C u FCM na podobné urovni jaktoagy a Darjeeling, vSak u 8 °C
u TAA vS8echny tytataje Lung Ching fevysuji (Carloni, et al., 2013; VeliSek, a dalsi,
20009).

4.3.2.3UHPLC
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Obrézek 9: Graf porovnani koncentraci pro UHPLC&B6C
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Obrézek 10: Graf porovnani koncentraci pro UHPLE&FC

Podle metody UHPLC, ktera stanovuje obsah polyferak na grafech vi, ze
pii 80 °C byl obsah polyfendlvyssi nez f 8 °C. Jedinou vyjimkou je Sencha HBO,
jejiz obsah polyfendl je vyssi pi 8 °C. DalSi vyjimka by mohla byt ¢aje King puerh,
avSak pi 80 °C je vidt velka odchylka v &eni. Ri srovnani s FCM nejsou u vysladk
z UHPLC mezi 80 °C a 8 °C tak markantni rozdilyrkéoiaje Phoenix. DalSi zajima-

vosti je, Ze Puerh klasika ma v obou teplotniiéhgulech podobné mnozstvi polyfeinol

Rozdily mezi déma materialy jednoho druhu jsousdpodobné a odpovidajiid
ve zmirgnym vlastnostem materialLung Ching je zde jako jedina vyjimka. Obsahuje
v obou teplotnichifipadech ¥tSi mnoZzstvi polyfendlnez Sencha HBO.

Srovnanim vSech mateniéezi sebou je vid, Ze i 80 °C byly nejvyssi hodno-
ty nameieny ucaje Phoenix, avSakipd °C jsou pamérné. Bilé a zelen&aje maji mezi
sebou u obou teplot podobna mnoZstvi polyfénfkernécaje se v obsahu polyferiol
nejen vyrovnaji, ale dkde i prevysi zelené i biléaje. Nejmarkant¥Sim rozdilem f
srovnhani UHPLC a FCM jsou puerhy. V 80 °C maji dmud obsahy jako zelené a bilé
¢aje. V 8 °C ma King puerh pmérné zastoupeni a Puerh klasika ma dokonce zastou-
peni nejvysSi. Tyto hodnoty n@mené ucaji pomoci UHPLC mohou byt ovSem
zavadijici, protoze polyfenolyaje jsou pevazre katechiny a jejich gallaty, coz jsou
molekuly, které obsahuji alesptii benzenova jadra (VeliSek, a dalsi, 2009; Verragerri

et al., 2006). Ja ovSem pomoci UHPLC zkoumal hdav#si fenolové kyseliny, které
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maji v molekule pouze jedno benzenové jadreji& tedy kwili tomu maji vSechny
¢aje podobny obsah polyferiolMate i rooibosy obsahuji ze zkoumanych matérial

polyfenoli nejmérs.
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5ZAVER

V této bakaléské praci jsem i za cil seznamit se se zakladnimi rozdiignych
variant ¢ajovniki, se zpracovaniniaje, s obsaznymi latkandiaje, jejich @&inkem na
lidské zdravi; s&adit a popsat polyfenoly, zjistit, jak se laboratostanovuje obsah
polyfenol a jejich antioxidani kapacita, a hakonec provéstieni na vybranych dru-

zich¢aja a bylin a porovnat zjighé vysledky.

Jelikoz cajovnik zahrnujeft varianty a nespget tiznych odfid, miZze se kvalita
nasled’ zpracovanéhoaje velmi lisit.Cajovnik se také §stuje téndt po celém sits, a
tak kvalitacaje zavisi i na terroir. Zpracovagajovych listki vede k¢aji. Tento proces
zahrnuje gkolik fazi, které ukuji, jaky druhc¢aje vznikne. Zpracovatilcaje je velké
mnoZstvi a kazdy ma 8ytajny presny postup na vyrobu svékiaje. Postup vyroby
nekterych drulfi ¢aju jako puerh nebo Zlut§aj byl jeS€ do nedavna tajemstvim. Kvalita
Caje tedy zaleZi i na zpracovateli. Zjistil jsem,riezi hlavni zdravi progpné latky v

¢aji pati polyfenoly.

Po prozkoumani odborné literatury jsem zjistil pte laboratorni stanoveni obsa-
hu polyfenol se nejastji pouzivh metoda FCM a chromatografické metodycasdsji
vS8ak HPLC. Pro zjigni antioxid&ni kapacity se potom ngstji pouziva metoda
TAA.

Pti vlastnim laboratornim pokusu jsem tedy pouZziladetFCM a UHPLC na ur-
¢eni celkového mnozZstvi polyferioh metodu TAA na weni antioxidani kapacity u
dvou bilych, dvou zelenych, dvou polozelenych, d¥eunych a dvou tmavycéaji a u
dvou mate a dvou rooibdsNejvySSi obsahy a antioxitta kapacity byly zjiginy u
oolongi a zelenéh@aje Sencha HBO. O¢no nizSi byly zji&ny u zelenéh@aje Lung
Ching, ¢ernéhocaje Darjeeling a biléhdaje Pai Mu Tan. NejmenSi hodnoty byly u
puerhi, kromg metody UHPLC, kde naopak pit mezi nejlepsi. Neprazené matep
kvapilo svym vysokym obsahem polyfefidrovnatelnym se zelenyriji, avSak jeho
antioxida&ni kapacita byla asi o polovinu mensi. Zajimavdeadisy byly ziskany i pro
neoxidovany rooibos, ktery byl srovnatelny s bilgajem Shou Mee nebo &ernym
¢ajem Ceylon Yalta.

NejvétSi blahodarné dinky na organismus maji tedy oolongy. Ze ziskanygh

sledki vyplyva, Ze i maceraty ziskané za studena mohpuusgsné vyuziti nafiklad
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v horkych letnich rmssicich a zarovetakto ziskat cenné latkyéaje i studenou cestou.
Konzumenti, kt& neugednostiuji klasicky ¢aj, mohou zvolit matei rooibos, které

maji také porérné vysoky obsah antioxidaint
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