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ABSTRAKT

V teoretické Casti bakalarské prace je charakterizovan pravy caj, jeho druhy, slozeni a
zpracovani. Déle je popsan kofein, jeho vlastnosti a stanoveni kofeinu metodou kapalinové
chromatografie. Prakticka cast bakalaiské prace se zabyva stanovenim obsahu kofeinu
z extraktli pravych caji (Cernych, zelenych, oolong, bilych) pfipravenych béznym

postupem, i jako ledové Caje, pomoci metody HPLC s UV detekci.

Kli¢ova slova: ¢aj pravy, extrakt, kofein, stanoveni, HPLC/UV.

ABSTRACT

In the theoretical part there is a characterization of tea, types of tea, its composition and
manufacturing process. Further there is described a caffeine, properties of caffeine and its
determination using high presence liquid chromatography. The practical part deals with the
caffeine determination from tea’s extracts (black, green, oolong, white) made with a classic

procedure and as an ice tea, by HPLC method with UV detection.

Keywords: Tea, extract, caffeine, determination, HPLC/UV
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UvVOD

Caj pravy je napoj, vyrobeny extrakci zpracovanych listti pochazejicich z rostliny Camellia
sinensis. Dnes je to jeden z nejvice konzumovanych a nejvice rozsifenych napoji. Ma
nezastupitelnou roli v kultufe a historii, nejedna valka byla zapocata kvili ¢aji a neméné¢

jich bylo u ¢aje ukonceno.

Caj pochazi z Ciny a je to podstatny prvek kultury Dalného vychodu. V dnesni dobé je
sortiment ¢ajii velmi Siroky, k dostani je nékolik druhii ¢ajii pravych a znacné mnozstvi
zéastupcl kazdého druhu Caje. Nejvyznamnéjsi druhy caje jsou Caje bilé, zelené, oolong a
cerné.

Jeden z diivodtl popularity ¢aje je samotna chut. Caje nefermentované byvaji chutové

v ~

jemné, svézi s prichuti zelené a je s nimi ¢asto spojovana chut’ umami. Caje fermentované
byvaji vyrazngj§i, fizné az sviravé. Caje pravé se navic pii ptipravé mohou dale misit
s bylinami nebo ovocnymi ¢astmi.

Dalsim diivodem konzumace jsou ucinky, které ma caj na lidsky organizmus. Jsou mu
piisuzovany preventivni UCinky ptfed srdecnimi chorobami a vznikem rakoviny. Také ma
pozitivni vliv na krevni tlak, ¢innost jater a na imunitni systém. Nezanedbatelna je také
antioxidacni c¢innost polyfenoli obsazenych v ¢aji. Nejznaméjsi ucinek Caje je
povzbuzujici efekt. Je zptusoben pritomnosti kofeinu v ¢ajovém listu, ktery prechazi pti
piipravé ¢aje do nalevu. Kofein je alkaloid, nejvice uzivany stimulant, ktery je obsazen ve
vice rostlinach, napft. také v kavé. Zpiisobuje povzbuzeni a zvysSeni pozornosti. OvSem ve

veétSim mnozstvi miize zpiisobit i nevolnost, Uzkost €1 zvySeni nervozity.

Pfesné mnozstvi kofeinu je mozné stanovit napf. pomoci spektrofotometrickych nebo
chromatografickych metod. Vysokoucinna kapalinova chromatografie vyuZzivajici
zpomaleni ¢astic v disledku interakce se stacionarni fazi s detekci v UV oblasti je pro

analyzu kofeinu vhodna metoda poskytujici presné vysledky.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CAJPRAVY

Dle vyhlasky Ministerstva zemédélstvi 330/2003 Sb. je ¢aj pravy definovan jako ,.Caj
vyrobeny z vyhonkt, listi pupenii nebo jemnych ¢asti zdievnatélych stonktl cajovniku

Camellia sinennsis (Linaeus) O. Kunze, poptipad¢ jejich kombinaci.“ [12].

Caj je napoj vyrobeny z listka rostliny pattici do rodu Camellia, obsahujici asi 90 druhd,
pfi¢emz pro zpracovani Caje se vyuziva pouze Camellia sinensis (obr. 1) a Camellia
assamica. Tyto druhy se li$i velikosti, texturou a tvarem list, kdy Camellia assamica ma

veétsi listy a lehce odlisné naroky na péstovani [5].

Oba dva druhy jsou vhodné pro ptipravu €ajii v zavislosti na jejich odriidé a chutovym
vlastnostem, protoze kazda odriida je vhodna pro urcCité zpracovani. OvSem velkolisté
druhy se pouzivaji vice pro vyrobu vice fermentovanych ¢aji a druhy s mensimi listy pro

ptipravu nefermentovanych nebo lehce fermentovanych ¢aji [5].

Cajovnik je stalezelena, listnata dievina, ktera ma Zluto-bilé zoubkované listy 2,5 az 3,5cm
dlouhé, zavisi na druhu a odrtd¢. Listy maji tvar obdélnikovy az elipsoidni. Mladé listky
maji jemné bilé chloupky na spodni strané listu. Mladé vétve jsou Sedavé zluté, ale
vyhonky vétvi jsou purpurové. Konecné pupeny jsou stiibtité Sedé. Semena Cajovniku jsou
hnéda, kulovita s primérem 1-1,4cm. Cajovnik rozkvéta od ¥{jna do tinora a plodi od srpna

do fijna [7].

Obr. 1 Camellia sinennsis

(http://www.plantsrescue.com)
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1.1 Historie

Caj patfi mezi nejoblibendj§i napoje uz po stovky let. Dnes sice vime, e ¢aj pochazi
z Ciny, ale bohuZel nelze piesné datovat, kdy se zacal z &ajovych listkdi piipravovat napoj.
Urcité povésti povidaji, ze s pitim Caje se zacalo vroce 2737 pred naSim letopoctem.
Ovsem prvni pisemny dikaz o piti ¢aje pochazi az z tietiho stoleti pred nasim letopocétem.
Hovoii se vném o jistém Cinském I€kafi, ktery piti ¢aje doporucoval pro posileni a
povzbuzeni. V té dob¢ se ¢aj neptfipravoval dnes, jak ho zname. Népoj se ptipravoval jako
tonikum z Cerstvych listi divokych cajovnikii. Pravdépodobné pro pokryti poptavky po
stale vice obliben¢jSim Caji se zacali ve 4. stoleti zakladat cajové plantaze. Postupné se Caj
zacal pFipravovat ve formé napoje. Caj byl ve formé slisovanych cihli¢ek, které se museli
pfed pfipravou nahtat, aby je bylo mozné rozdrolit a poté se nasypali do vrouci vody.
Sklizené Cajové listky se napatily a rozmélnily na pastu, ktera se lisovala. Takze tehdejsi
¢ajové cihlicky byly podobné zelenému caji. Takovou podobu mél ¢aj az do 14. Stoleti,
kdy se zacal objevovat ¢aj ve form¢é napatfenych a poté usuSenych listl, ktery se blizi
dne$nim sypanym ¢ajim. Takovy ¢aj si ovSem neuchoval dlouhodobé aroma a chut’. Proto
se zaCal ¢aj konzervovat oxidaci pomoci pfirozenych enzymi cajovniku, ¢imz byla
zapocata vyroba ¢erné¢ho Caje. S postupem cCasu se zacal zpracovani ¢ajového listu vyvijet,
fizenim urovné fermentace vznikl ¢aj typu oolong, Caje se svinovaly do ruznych tvarg,

nebo se michaly s bylinkami nebo ovocem [4].

Caj byl vysoce oblibeny po celém svété. V9. stoleti se ajovniky zaGali péstovat
v Japonsku. V Japonsku byl, a dosud je, ¢aj velice obliben a zvyk piti Caje je spjat i s
buddhismem. Od 17. stoleti se ¢aj dostal do Evropy. Oblibeny byl pfedev§im v Britanii a
Rusku. V 19. stoleti byl zastaven dovoz &aje z Ciny do Britanie, kviili valce mezi témito

zemémi. Proto Britdnie zacala péstovat ¢ajovnik v Indii a na Sri Lance [4].

1.2 Druhy pravych ¢aju

Caje pravé Ize rozdélit do skupin dle technologie jejich vyroby a stupni fermentace, jedna
se presnéji o oxidaci, protoZe zde nedochazi k Gpravé potraviny pomoci mikroorganizmi.
Ctyfi hlavni skupiny &ajii jsou zelené, Gerné, bilé a oolong &aje (obr. 2). Rozdily mezi
témito Caji je rozdilnd UGroven oxidace pifi zpracovani Caje a v disledku toho rozdilné

sloZeni, chut’, barva a viin¢€ [5, 6].
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Cerny faj

Obr. 2 Druhy caje (http://www.octaviatea.com/)

1.2.1 Caje zelené

Caje zelené jsou také Casto oznacené jako nefermentované, protoze v procesu jeho vyroby
nedochazi k zadné oxidaci. Vyznacuji se svétle, az tmavé zelenym nalevem aroma maji

svézi a podobné senu. Samotné listy by méli byt zelené, nesméji byt hnédé [9].

Prvnim krokem po sklizeni je zavadnuti. Sklizené Cajové listky se ihned po sklizeni
rozprostfou na bambusové nebo jiné sité na 1 az 3 hodiny a s obasnym otacenim se
nechaji susit. BEhem suseni za¢ne hydrolyza ve vodé nerozpustnych sacharidi a pektind.
Zacnou se formovat a hromadit katechiny. Uvoliuje se viiné podobna senu, typickd pro

zeleny €aj a odpatuje se az 30% vlhkosti z lista [6, 8].

Dalsim krokem vyroby zeleného caje je vystaveni tepla cajovému listu k inaktivaci
enzymu, které jsou v listu obsazeny a jsou odpovédné za metabolické pochody. Mezi
hlavni enzymy patii polyfenol oxidaza, kataldza, peroxiddza, askorbdza. Tyto enzymy
zacnou byt vice aktivni po utrzeni listu, a proto musi byt deaktivovany teplem. MnoZzstvi
enzymu v listech také zédlezi na stafi listu, mladsi listy obsahuji enzymt vice a pouziva se
tedy vyssi teplota k jejich inaktivaci. VyuZivaji se dvé metody a je to praZeni nebo
napafovani. Prazeni Caje probihd na velkych panvi pfi teplotdch kolem 180 °C. Tato
metoda pochazi z Ciny a pomoci této metody se vyrabi vétsina zelenych &ajli. Napatovani
inaktivuje enzymy pomoci horké vodni pary pfi teploté¢ 100 °C, tato metoda pochézi
z Japonska a Caje vyradbéné touto metodou si zachovaji vice barvy, vice polyfenoli a

antioxidantll neZz pti prazeni. Je nutné dodrzovat spravné teploty, pii pouZziti vysokych
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teplot Cajovy list tmavne a dostava koufové aroma a v disledku piesuSeni znemoziuje

dalsi zpracovani. Plisobenim tepla béhem procesu ztraci ¢ajovy list az 40% vlhkosti [6, 8].

Dalsim krokem je svinovani ¢ajovych listl, z diivodu naruseni bunécnych stén a uvolnéni

rozpustnych latek. Cajové listy se svinuji do vice rtiznych tvart dle ptislusného ¢aje [6, 8].

Poslednim krokem je suSeni, které mize probihat na panvi pifimym teplem, na slunci, nebo
horkym vzduchem. Dle ptislusné metody miize suSeni trvat minuty az hodiny. UsuSeny

¢ajovy list ma vlhkost kolem 2 - 3% a je jiz hotov k ptipravé ¢aje [6, 8].

Vyjimkou jsou ¢aje matcha (obr. 3), které maji jiné podminky péstovani. Nejvetsi rozdil
oproti vyrobé je postupné sniZzovani slune¢niho svitu dopadajiciho na rostlinu. Listy jsou
v disledku vyssi produkce chlorofylu tmavsi. Cajové listy jsou dale zpracovany jako
zeleny ¢aj ovSem po ususSeni jsou nadrceny na jemny prasek. U ¢ajii typu matcha je mozné

pfipravit jen prvni ndlev, protoze Caj se pije 1 se sedlinou [4, 6, 8].

Obr. 3 Zeleny caj matcha

(http://www.mightyleaf.com/)

1.2.2 Caje Cerné
Cerné caje patii mezi nejoblibenéjSi Caje, ¢ini 70% ze vSech konzumovanych cajl.
Vyznacuji se tmavym cervenohnédym nalevem a trpkou sviravou chuti, kterd je rozdilna

oproti ¢aji zelenému kviili razantni zméné ve sloZeni polyfenolt [6].
Vyroba ¢erného Caje zafind opét sbérem cajovych listli na plantaZzich. Po utrzeni listu
zacnou byt aktivni enzymy, které se ovSem nedeaktivuji teplem jako v ptipadé vyroby

zelenych ¢ajli, ale nechaji se pracovat. Za Sté€peni sacharidli vzniklych fotosyntézou se
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pomoci enzymii degraduji velké organické molekuly, jako celuldza a lignin, na jednodussi

[15].

Po sklizeni ¢ajovych listli je nutné nechat listy zavadnout. Listy je nutné rozprostfit a
nechat susit, k tomu se pouzivaji bambusové/kovové sité a ¢ajové listy se nechaji dychat.
Pro zisk energie k degrada¢nim procesiim je nutny piistup kysliku, pfesto ze je degradace
mozna i za anaerobnich podminek, produkty anaerobniho Stépeni nejsou zadouci. Dulezity
je také prostor pro odchazejici CO, a vody z listi jako produkty degradace glukézy a
odchazejici vody jako vlhkosti. Listy se mohou nechat rozprostiené na slunci ¢i pod teplym
vzduchem. Po tomto kroku si list ponechava 70-80% ptvodni vlhkosti a ztraci 4%

rozpustné susiny nasledkem $tépeni sacharidi jako zdroja energie [6, 15].

Dosud je cesta vSech Cernych €aji podobna, ovSem moznosti vyroby Cernych ¢aji je vice,

jedna se o cestu ortodoxni a moznost vyroby oznacenou jako CTC [6, 15].

Nazev metody CTC pochdzi z anglického crushing, tearing, curling. Dnes pfevazna vétSina
¢aju z Indie, Sri Lanky a Keni je vyrdabéna touto metodou. Vyhodou CTC metody je
automatizace procesu a moznost uniformity produktti. CTC metoda spocivd v narusovani
listu pomoci dvou proti sobé rotujicim ozubenym valcim raznou rychlosti. Ostrymi zuby
valct jsou listy sekdny, plochami zubl jsou drceny a protichidnym pohybem valcii jsou
listy svinovany. Vysledkem je rozdrceny, naruseny list o nastavené velikosti, ktery uvolni
vice enzymu pro nasledujici fermentaci. Proces mlize byt opakovan vicekrat, obvykle 3-
4krat. Vzhledem k probihajicimu tfeni a listy vypoustéjicimi teplo je nutné zachovat

vhodnou cirkulaci vzduchu pro udrzeni stalé teploty stroje [9, 15].

Ortodoxni metoda vyroby cernych ¢ajii je vétSinou pouzivana v Ciné. Spociva v ruénim

nebo mechanizovaném svinovani listu, ¢imz dojde k naruseni listu a uvolnéni enzym [9].

Dal$im krokem vyroby je fermentace. Fermentace je oxidace slozek ¢ajového listu, které
projdou nékolika chemickymi reakcemi. Fermentace umoziluje rozpustnost polyfenoli
v cytoplazmé za dostatecného mnozstvi kysliku, coZ je doprovazeno zménou zelené barvy

na hnédou. Nejedna se ovSem o ¢innost mikroorganizmt [15].

Proces zapo¢ne hned po poruSeni listu, kdy se katechiny a enzymy dostanou do kontaktu.
Bé&hem téchto procesi se tvoii také senzoricky aktivni latky. Fermentace by méla probihat

za teploty 29 °C [15].
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Poslednim krokem vyroby je suSeni. Provadi se pro denaturaci enzymi zpusobujici
fermentaci a pro snizeni vlhkosti. SuSeni probihd pomoci horkého vzduchu a vyménika
tepla. Cilem suseni je snizit vlhkost v ¢ajovém listu po fermentaci z 55-60% na 2,5-3,0%.
Béhem tohoto kroku se zméni hnéda barva na findlni ¢ernou. Po suseni je ¢aj hotovy

k ptiprave [15].
Cerné &aje jsou klasifikovany dle typu a kvality pouZitych listd.
Orange Pekoe (OP) — Caj z mladych vyhonka.

Flowery Orange Pekoe (FOP) — Caj z jesté nevyvinutych vrcholovych vyhonkd. Kvalitni

S Vyraznym aroma.

Golden Flowery Orange Pekoe (GFOP), Tippy Golden Flowery Orange Pekoe (TGFOP),
Finest Tippy Golden Flowery Orange Pekoe (FTGFOP) — Oznacuji caje vyssi kvality,
zvysujici se s podilem vyhonkt a pupenti [4].

1.2.3 Caje bilé

Bily ¢aj, pojmenovany po bil¢ barvé zpracovanych listli, se velmi li§i od ostatnich typt
¢aji pravych. Nejen svou vyrobou, ale i chuti a také chemickou skladbou. Ze vSech typa

¢aju se nejvice blizi Cerstvému ¢ajovému listu [6, 14].

Vyroba bilych ¢ajii se od ostatnich 1i$i absenci jakéhokoliv naruSovani ¢ajového listu. Pro
bilé caje jsou vybrany nejCastéji pupeny listti. Listy po sklizeni jsou ponechany na slunci
k zavadnuti. A poté mohou byt dosuseny pomoci vzduchu, ponechany na slunci k dosuseni

nebo je mozné pouziti tepla [6].

1.2.4 Caje oolong

Pravé caje typu oolong se vyznaluji casteCnou fermentaci Cajovych listl, takze jsou
mezistupném mezi nefermentovanym zelenym c¢ajem a Cajem cernym. Byvaji nazyvany
také polofermentované. Druhl oolong €ajii je vice a liSi se stupném fermentace a tak 1

vyslednou chuti, vzhledem i barvou nélevu [5].

vvvvvv

nefermentovanych a fermentovanych ¢ajii. Nesmi zde dojit k velkému naruSeni listl, musi
se jen lehce narusit obvod listu, coz se docili pouze tfenim list mezi sebou. Skladba latek

se nesmi zménit Uplné jako pfi fermentaci cerného ¢aje. Oxidace musi byt pouze ¢astecna,
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a proto je nutné ukoncit proces vcas ukonCit. Tyto prvky dé€laji vyrobu oolong caje
slozit&jsi [5].

Po sbéru ¢ajovych listh se Cerstvé listy rozprostfou na sité a nechaji se na slunci zavadnout
s obCasnym opatrnym otacenim, aby se listy jesté nenarusily. Suseni nemusi probihat nutné
na slunci, ale i pomoci horkého vzduchu. Béhem zavadnuti ¢ajové listy ztraci 30 — 35 %
vlhkosti. Po zavadnuti se listy nechaji lezet. To umoziiuje uvolnéni vlhkosti z cév listu do
zbytku listu. Poté nasleduje protfepavani, které probiha v bambusovych nebo draténych
klecich, k docileni naruseni obvodu listti ¢imz dojde k uvolnéni enzymi, které mohou zacit
list oxidovat. Béhem prottepavani uvoliuje list dalSi vlhkost. KdyZ je list protfepan zafina
v ném v disledku lehkého naruseni listi fermentace. Fermentace se po ur¢itém case ukonci
inaktivaci enzymi. Proces probiha pomoci tepla a svinovani ve dvou cyklech. Prvni
prazeni na panvi probihd pii 180 - 220 °C po dobu 5 - 7 minut. Jesté¢ horky list je
mechanicky svinovan, tento krok poskodi strukturu listu a umozni ndsledujicimu
tepelnému oSetieni inaktivovat vSechny enzymy. Druhd tepelnd Gprava probiha pfi teploté
nizs$i a to 150 — 180 °C. Druh¢ svinovani se provadi hlavné pro ziskani vysledného tvaru.
Konec¢né krokem je suSeni. To probiha ve dvou krocich, prvni suseni pii 120 — 130 °C do
doby kdy list ztrati dost vlhkosti a suSina listu bude alespont 70 %. Takhle ptedsuseny list
necha 1 az 2 hodiny chladit a poté se zacne znovu susit pii 80 — 90 °C do vysuseni, kdy

vlhkost listu je 2 — 3 % [5].

1.3 Péstovani a sbér

Pé&stovani ¢ajovniku je mozné pouze v mistech se srazkami 120 az 150 mm a teplotach
mezi 12 °C a 30 °C s optimem 18-20 °C. Cajovniky rostou ve viech nadmotskych vyskach
od hladiny mofe az po 3000 m n. m. a udava se, ze ve vysSich nadmotskych vySkach
rostou Cajovniky kvalitnéj$i. DalSim nérokem rostliny je potfeba aspoii 5 hodin ptimého
svétla nebo 11 hodin nepiimého. Casto jsou mladé ¢ajovniky péstovany do 2 az 4 let
v kontrolovanych podminkach a teprve poté vysazovany na plantdze. Cajovniky byvaji

zastiihavany pro rozristani do $itky a udrZeni nizké vysky pro snazsi sbér lista [7].

Témto podminkdm vyhovuje zejména Cina, Taiwan, Japonsko, Vietnam, Korea, Sri Lanka,

Darjeeling v Indii, Thajsko a dnes 1 Afrika, Turecko, Argentina i Rusko [7, 9].
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Sbér ¢ajovych listl uz je prvnim krokem vyroby. Pro vyrobu c¢aji se sklizi vyhonky a
vrchni 2 az 3 listy pod vyhonky. Nejmladsi listy se pouZzivaji pro vyrobu nejkvalitnéjSich
Caja, star$i listy jsou vhodnéj$i pro zpracovani vice oxidovanych c¢aji. Sklizeni listl
cajovnikli probiha bud’ mechanicky, nebo rucné, ptfiCemz ruéni sbér je narocnéjsi a
pomalejs$i nez sbér mechanicky. Ale jen pomoci ruéniho sbéru je mozné docilit vybéru
nejkvalitnéjSich listkii a pravé nejkvalitnéj$i Caje jsou sbirdny ru¢né. Listy mohou byt

sklizeny v intervalu 4 az 14 dni [6].

Sbér probiha 3 az 4 krat do roka, dle sezony a reprodukéniho cyklu rostliny. Doba sbéru je
uréujici pro kvalitu &aje a i pro obsah kofeinu. Naptiklad v Ciné a Japonsku se ¢aj sbira na
jare, v 1ét¢é a v zim¢. Jarni sezona za€ind béhem prvni piilky bfezna do poloviny dubna, tato
sezona byva oznacovana jak nejvydélecnéjsi protoze je to obdobi kdy rostou nejkvalitné;jsi
listy. Poté zadina sezona desdtt pokralujici az do srpna. Caj sklizeny v této dobé ma
nejnizsi kvalitu v porovnani k ostatnim sezéndm. Je to zpusobeno namahanim pudy a
odplavovanim zZivin stalymi deSti coz ma na rostlinu zasadni dopad. Na sezonu dest
navazuje podzimni sezona, ta pokraduje az do pulky listopadu. Caj sklizeny v této sezoné
ma kvalitu primérnou mezi jarni a letni sezénu [7].

Cajové plantaze v Indii byvaji taktéz sklizeny 3 krat ro¢né. V Indii za¢ina jarni sezona
mezi koncem tinora az za¢atkem biezna a pokraduje pies duben. Caj z listd sklizenych
béhem jarni sezény je chutové plny, aromaticky a lehce sviravy. Letni sezéna pied

zaCatkem obdobi destn trva od pilky kvétna do pililky az konce Cervna. Obdobi dest

zaCind ke konci Cervna a trva do konce srpna. V Indii se v tomto obdobi ¢aj nesklizi,

v v

V souvislosti s dobou sbéru indickych ¢ajli se pouziva oznaceni:

First Flush — oznacuje sbér od biezna do dubna (jarni sezona)

In between — oznacuje ¢aj sbirany mezi sezénami, tedy od dubna do kvétna

Second Flush — oznacuje sbér od kvétna do Cervna (letni sezona pred obdobim destl) [9].

Na Sri Lance se ¢aje sklizi po cely rok nepfetrzité, a tedy nenastava zde vegetacni klid.
Kvalita sklizenych ¢aji je nejvyssi v zimé a od prosince do bfezna. OvSem ¢ajové zahrady

umisténé v jithozapadni ¢asti jsou vystavovany od kvétna do srpna deStim a v této dob¢ je

v
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1.4 Slozeni

Cajovy list obsahuje velké mnozstvi latek, oviem jen mala &ast prechazi do nalevu pii

pripravé ¢aje. Mnozstvi latek v extraktu je zavislé na teploté vody a doby extrakce [7].

Nejdualezitéjsi skupiny latek obsazené v ¢aji jsou polyfenoly, alkaloidy, peptidy,
aminokyseliny a aromata. Déle jsou to vitaminy, mineralie, sacharidy, organické kyseliny,

a pigmenty [8, 24].

1.4.1 Polyfenoly

Pod pojem polyfenoly patiti mnoZstvi pfirodnich molekul aromatického charakteru
vyznacujici se vétsim poctem hydroxylovych skupin. Jsou to dilezité antioxidanty a latky

ovliviiujici chut’ 1, 7, 8].

Caj patii mezi vyznamné zdroje polyfenolovych latek. Cajovnik produkuje vice druht
polyfenola a predpokladé se, ze hlavni divod je ochrana pied hmyzem ¢i zvitaty. V cCaji
jsou odpovédné za trpkou ¢i sviravou chut a ovliviiuji barvu nalevu. Jsou to dulezité

antioxidanty [1, 7, 8].

Diilezita skupina polyfenol obsazenych v ¢aji jsou flavonoidy, mezi které patii dvé hlavni

podskupiny a to flavonoly, flavanoly. Pod flavonoly patti katechiny a flavanoly. [1,7].

1.4.1.1 Katechiny a gallokatechiny

Katechiny pfedstavuji vétSinu polyfenoli zelenych c¢aji. Katechiny patii spolecné
s afzelechiny a gallokatechiny do podskupiny flavanoli (nebo flavan 3 — olt). Katechiny a
gallokatechiny predstavuji az 3% rozpuSténych latek v ¢ajovém nalevu. Podstatnd cast

katechinil v ¢aji je ve formé estert s kyselinou gallovou [7].

vvvvvv

epikatechin. Katechin a gallokatechin se v €aji vyskytuje v menSim mnozstvi nez ostatni
katechiny. Nejvétsi koncentrace katechinii je v Cerstvém cajovém listu, technologické
procesy jako oxidace, suseni, zahiivani a mechanické namahani snizuji obsah katechind.

Vzorce katechinl jsou znazornény v obrazku 1 [7, 8].
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OH
OH [Nazev Rl |R2
HO O . Epikatechin H H
' R2 |Epikatechin gallat Gallat |H
\Q/\j "OR, Epigallokatechin H OH
OH Epigallokatechin gallat |Gallat [OH

Obr. 4 Vzorec katechinit pritomnych v caji (Matthew E.
Harbowy, Tea chemistry)

1.4.1.2 Theaflaviny

Theflaviny jsou polyfenoly, kterymi se cerné ¢aje odliSuji od zelenych. Vznikaji v procesu
fermentace jako produkty enzymatickych reakci a jsou jednim z faktort odpovédnych za
aroma, chut a cerveno-oranZzovou barvu nalevu cerného caje. Theaflaviny jsou
charakteristické benzotropolonovym kruhem vzniklym dimerizaci katechinu a
gallokatechini, béhem tohoto procesu vznikaji 1 vedlejsi produkty taktéz
s benzotropolonovym kruhem a jsou to isotheflaviny, neotheaflaviny a theflavinové

kyseliny [7, 8].

1.4.1.3 Dalsi polyfenoly

K dalsi polyfenolim obsazenych v caji patii flavonoly, jako kaempferol, quercitin a
myrycitin a jejich glykosidy, které tvoii pievaznou cast polyfenoli zelenych caji.
V zelenych ¢ajich jsou obsazeny také jednoduché polyfenoly a to kyselina gallova a jeji
estery s kyselinou chinovou. V oolong ¢aji jsou obsazeny polyfenoly jako oolongtheanin a
theasinesin. Mezi polyfenoly ¢ajii patii i katechiny, kam se fadi estery kyseliny gallové
s katechiny a produkty jejich oxidace a dalSi hydrolyzovatelné taniny, naptiklad

camelliatannin A [7, 8].

1.4.2 Proteiny a aminokyseliny

Cajovy list obsahuje 18 vazanych a volnych aminokyselin. Nejvyznamnéj§i volnou
aminokyselinou je L-theanin (y-N-ethyl glutamat), ktery je zastoupen v nejvétSim
mnozstvi, az 40 - 60 % mnoZstvi v§ech aminokyselin. Jedna se o unik4tni aminokyselinu,

mimo cajovniku byl zatim nalezen pouze v hiibu hnédém. Je to dulezitd slozka caje,
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odpovédna za aroma, chut’ umami a ovlivituje vysledny efekt kofeinu. M4 pozitivni dopad
na zdravi a pomaha pii 1é¢bé mozkovych poruch. Spolu s kofeinem jsou odpovédni za
vysledny stimulacni efekt ¢aje. Jeho ptitomnost v ¢aji je jeden z diivodd pro¢ kava a caj

pusobi lehce odlisné, presto ze efekt obou dvou produktii je zptisoben kofeinem [8, 29].

Z proteinli obsazenych v ¢aji jsou dulezité enzymy. Jsou odpovédné za proces fermentace,

jedna se prevazné o polyfenol oxidazy, peroxidazy a amino oxidazy [6, 8]

1.4.3 Sacharidy

Cajovy list obsahuje jednoduché sacharidy, jako produkty §tépeni polysacharidii a pektini.
Ty mohou reagovat s volnymi aminokyselinami béhem zpracovani ¢aje a jsou odpoveédné
za vysledné aroma. Ze slozitéjSich sacharidi jsou v Cajovém listu zastoupeny celuloza a

lignin [5, §8].

1.4.4 Mineralni prvky

Cajovnik je bohaty na draslik, vapnik a hot¢ik. V men$im mnoZstvi také mangan, Zelezo,
fosfor, sodik a siru. Obsah téchto mineralii je zavisly na ptdé, na které je Cajovnik

péstovan. Cajovniky hromadi hlinik, ktery je ¢asto v komplexu s polyfenoly [8].

1.4.5 Alkaloidy

Mezi nejvyznamnéjsi alkaloidy obsazené v Caji patii kofein, suseny cajovy list obsahuje
kolem 0,5 — 5% kofeinu. Dal§imi alkaloidy jsou teobromin, jako meziprodukt biosyntézy

kofeinu, teofylin a dal$i xantiny ve stopovém mnozstvi [8].

1.4.6 Vonné latky

Vysledné aroma caje je zplisobeno velkym mnozstvim latek a je formovano b&hem
zpracovani. Jsou to glykosidy, aldehydy, alkoholy, estery, produkty $tépeni hydroperoxidii
mastnych kyselin a produkty oxidace B-karotenu [8].

1.4.7 Ostatni slozky

Cajovnik obsahuje organické kyseliny jako kyselinu §tavelovou, malonovou, citrénovou a
adipovou. Z barviv cajového listu je nejvice zastoupeny chlorofyl, ktery v procesu
fermentace je oxidovan na feofytin a feoforbidy, a dale karotenoidy, které ovliviiuji

vyslednou chut’ ¢aje. Z vitaminti jsou v ¢ajovém listu obsazeny hlavné vitaminy C, B a E.
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Ostatni vitaminy ve stopovém mnozstvi. Tukova frakce ¢ajového listu je slozena hlavné

z triacylglyceroldl, terpenoidd, spinasterolii, voskll a saponinti [8].

1.5 Priprava caje

Caj je mozné piipravovat na vice zptisobi. Dle doporugeného zptisobu piipravy se sypany
¢aj davkuje jako jedna Izicka ¢aje na 150 ml vody. Nejdulezitéjsi prvek v pfipravé ¢aje je
teplota pouzité vody a doba extrakce. Nejrozsiten¢jSim postupem je zalévat suché ¢ajové
listky horkou vodou o teploté mezi 70 a 95 °C a nechat je luhovat po dobu 1 az 10 minut.
S vyssi teplotou a dobou luhovéni dostéva ¢aj silnéjsi, trpci a sviravéjsi chut’ a koncentrace

rozpusténych latek je vyssi [4, 25].

Kazdy druh ¢aje ma doporucené teploty a dobu luhovani. Pro bilé a zelené se pouziva
nizSich teplot, je zde Zzaddouci jemné&jsi chut. U c&aji Cernych, pro které je cCasto
charakteristicka trpka a svirava chut’, se pouziva vyssich teplot. Caje oolong stoji mezi

nimi [4, 22, 25].

U bilych, zelenych a oolong ¢ajii je mozné pfipravovat dal§i nalevy ¢aje. Cajové listky, po
piipravé prvniho nalevu, se znovu zaliji vodou o stejné teploté a nechaji se luhovat po
stejnou dobu jako prvni nalev. Dalsi nalevy maji vétSinou jemné;jsi chut’ a davaji vyniknout
urcitym chutovym slozkam caje. U Cernych ¢aju se priprava druhého nalevu neprovadi.
Extrakce latek z ¢ajového listu ¢erného Caje probiha rychleji tak piejde vétSina rozpustnych
latek do Caje béhem piipravy prvniho ndlevu. U zelenych ¢aji se bé€zné ptipravuji tii
nalevy. Neni neobvyklé, ze z diivodu senzorickych vlastnosti druhého nalevu zelené¢ho

Caje, se prvni nalev vyléva a pije se az ndlev druhy [4, 22, 25].

Pro zelené Caje se pouzivé teplota kolem 70 az 80°C a doba luhovani 3 az 5 minut. Bilé
¢aje se luhuji po dobu 2 aZ 3 minut za teploty 80 — 90 °C. Pro Cerné Caje se pouziva voda
vrouci, ktera ma obvykle teplotu kolem 95 °C a doba luhovani 3 — 5 minut.
Polofermentované ¢aje oolong se luhuji za teploty kolem 90 °C po dobu 3 — 5 minut [4, 22,

25].

Caj je mozné také pfipravit za snizené teploty a zvyseni doby extrakce. Na tomto principu
stoji ptiprava ledovych ¢aji. Luhuji se za pokojové teploty po dobu 30 az 120 minut nebo
za snizenych teplot (8°C) po dobu 8 az 12 hodin. Ledové ¢aje je ovS§em mozné piipravit i
vice zplsoby. Silné€jsi €aj ptipraveny béZnou piipravou se mize nalit na kostky ledu nebo

zchladit na niz8i teploty smichanim s chladnou vodou. OvSem u takovych zptsobu probiha
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extrakce za normalnich vysokych teplot a zchlazen je vysledny extrakt, takze se nejedna o

ovlivnéni extrakce teplotou [4, 21, 22, 25, 26].
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2 KOFEIN

Kofein je alkaloid vyskytujici se ve vice nez 60 rostlinach jako sekundarni metabolit, mezi
predni zastupce patii Caj, kdva, kolové ofechy, guardna, kakao a maté. V rostlindch plni
predev§im ochrannou funkci. Dnes je Casto pridavan do nealkoholickych napoji a je to

nejvice uZivany psychoaktivni stimulant [2].

Kofein patii mezi purinové alkaloidy, také nazyvané methylxanthiny. Mimo kofeinu zde
patii teofylin, teobromin, paraxanthin a jiné. LiSi se polohou a poctem methylovych skupin

na xantinovém skeletu [2].

Obr. 5 Strukturni vzorec kofeinu

(http.//'www.sigmaaldrich.com/)

Kofein ma systematicky nazev 1,3,7-trimethylxanthin (obr. 5), je tvofen pouze ze
zakladnich biogennich prvka C, O, H, N a jeho molarni hmotnost je 194,1906 g/mol. Je to
bily krystalicky prasek, bez zédpachu a hotké chuti. Kofein je dobfe rozpustny ve vodé, 1g
kofeinu se rozpusti v 46ml vody o teploté 20 °C [2].

2.1 Biosyntéza kofeinu

V Cajovém listu probiha cyklus dodavajici purinovy skelet k biosyntéze kofeinu a jinych
latek odvozenych od purinu. Vychozi latkou je ATP dodavajici adenosin, ktery se vaze na
aminokyselinu methionin za odstépeni dvou fosfatovych zbytkl. Ze vzniklého S-adenosyl-

L-methioninu se pomoci enzymu N-methyltransferaza odStépi methylova skupina a vznika
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S-adenosyl-L-cystein. Ten se nasledn¢ hydrolyzuje na adenosin a cystein. Na cystein se
vaze methylova skupina z 5-methyl-tetrahydrofolatu a znovu vzniké methionin, ktery mtize
pokracovat v cyklu. Z odstépeného adenosinu vznikd adenosinmonofosfat navazanim
jednoho fosfatového zbytku. Ten se postupné deaminaci a dehydrogenaci méni na
xanthosin a od$tépenim ribdzy na xanthin, na ktery se postupné vazou methylové skupiny
odstépené S-adenosyl-L-methioninu na zac¢atku cyklu. Navazanim tii methylovych zbytki
do polohy 1,3,7 na xantinovy skelet vznika kofein (Obr. 6). Procesu se ucastni velké
mnozstvi enzymti, napiiklad adenosin nukleosiddza, adenin deaminaza, N-

methyltransferaza. Enzymy nutné k biosyntéze se nachdzeji v chloroplastech [19, 23].

Vzhledem ke spottebé methylovych skupin ze S-Adenosyl-L-methioninu vznikaji 3 moly
adenosinu na 1 mol kofeinu. Adenosin nevyuZity k syntéze kofeinu je rostlinou pouZit na

syntézu nukleovych kyselin [19, 23].
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Obr. 6 Schéma biosyntézy kofeinu (Chie Koshiishi, A new caffeine biosynthetic pathway in

tea leaves)

2.2 Faktory ovliviiujici obsah kofeinu v ¢aji

Velky dopad na mnozstvi kofeinu v ¢aji ma druh ¢ajovniku. Camellia assamica mé oproti
Camellia sinensis vét§si mnozstvi kofeinu. Druh assamica méa primérné 4,09% kofeinu
z hmotnosti ¢aje, druh sinensis 3,11 %. Je to jeden z diivodu pro¢ Cerné ¢aje maji vyssi
obsah kofeinu, protoze Camellia assamica se Casto pouziva pro vyrobu cernych €aji [20].

Zplsobu piipravy Caje ovliviiuje mnoZstvi kofeinu extrahovaného z ¢ajového listu do

nalevu. PouZiti vysSich teplot a del$i doby luhovani umoziuje extrakci vét§iho mnoZstvi

kofeinu, ale i dal3ich latek a to ma dopad na chutové vlastnosti vysledného napoje. Cerné
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Caje se pripravuji pomoci vrouci vody, proto obsah kofeinu v pfipraveném extraktu mtze

byt vyssi [22, 25, 26, 27].

I technologické zpracovani €ajového listu ovliviiuje mnozstvi kofeinu. Béhem zavadnuti
Caje, kdy je €aj po utrzeni rozprostien na sitich a susen na slunci ¢i horkém vzduchu, bylo
zjisténo zvySujici se mnozstvi kofeinu. Béhem fermentace pii vyrobé fermentovanych
nebo polofermentovanych c¢aji se hladina kofeinu zase snizuje. Z toho plyne, Ze
nefermentovany zeleny ¢aj by mél mit vétsi obsah kofeinu nez fermentovany Cerny caj,

vyrobeny z naprosto stejného ¢ajovniku [20].

Dalsimi prvkem ovliviiujici obsah kofeinu je povrch Cajového listu, ktery je v kontaktu
s vodou. Caje s velkym povrchem, napiiklad ¢aj matcha uvolni do nalevu vys$§i mnozstvi
kofeinu nez béZny ¢aj s velkymi listy. S tim souvisi tvar ¢ajového listu. Svinované Caje
uvoliuji kofein a ostatni latky pomaleji [20].

Nekteré polyfenoly tvoii komplexy s kofeinem a mohou zpomalovat uvolilovani kofeinu

do nélevu a potom i biologickou dostupnost kofeinu pro organizmus. Je to jeden z divodua

proc kofein z ¢aje ptsobi na lidsky organizmus pomaleji nez kofein z kavy [28].
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3 HPLC

HPLC je kvantitativni 1 kvalitativni analytickd metoda. Je to tedy druh kapalinové
chromatografie pouzivané k déleni latek, stanoveni obsahu nebo k identifikaci latek. HPLC
se sklada z kolony se stacionarni fazi, detektor a Cerpadla, které zajist'uje konstantni pratok

mobilni faze kolonou pod tlakem [3, 16].

Princip chromatografie je adsorpce nebo interakce zkoumané latky s povrchem stacionarni
faze. Molekuly latky rozpusténé v mobilni fazi proudi kolonou a interaguji s pevnou
stacionarni fazi, to zpomali Castice interagujici s povrchem stacionarni fize a ty budou
vytékat z kolony pomaleji oproti molekuldm neinteragujicim. Interakce latek se stacionarni
fazi a zpomaleni pritoku kolonou je déno fyzikdlné chemickymi vlastnostmi jako
polaritou, kterd wurcuje rozpustnosti ve vodé a v organickych rozpoustédlech,
pozitivnim/negativnim nabojem, pH, pKa, a velikosti molekuly. Cas, ktery &astice stravi v
kolon¢, se nazyva retencni Cas a je dilezity pro identifikaci latek, respektive k urceni piku
na chromatogramu ptredstavujici zkoumanou latku. Retencni Cas se zjisti pomoci eluce
standartu. Dale pomoci standartu je nutné zhotovit kalibracni kiivku, dle které 1ze urcit

koncentraci analyzované latky. [16, 17].

Jako mobilni fazi je mozno pouzit nékolik kombinaci vody a organickych rozpoustédel,
vybranych dle analyzované latky, zalezi zde pievazné na polarité latky. Pokud se slozeni
mobilni faze neméni, jednd se o izokratickou eluci. Pokud dochézi ke zménam mobilni
faze je to eluce gradientova, slozky mobilni fdze se michaji v urcitém poméru pro ziskani

idedIniho roztoku analyzované latky, ¢imz se zvySuje ucinnost procesu [17, 18].

Chromatograficka kolona musi byt vyhovujici, aby byl proces co nejefektivnéjsi, to
znamena, Ze analyzovand Castice musi mit v koloné dostateCnou pfilezitost pfijit do
kontaktu se stacionarni fazi. Toho je mozné docilit pouzitim kolony s vét§im objemem,
ovSem efektivnéjsi je pokud staciondrni faze je ve formé malych Castic, ¢imz se zvétsi
povrch pro interakci a zmensi se prostor mezi ¢asticemi stacionarni faze pro mobilni faze.
Tyto faktory zvySuji pravdépodobnost kontaktu stacionarni fize a castic analyzovaného

vzorku [3, 17, 18].

Staciondrni fazi je nutné vybrat dle povahy analyzované latky. Jako zakladni matrice se

pouziva napiiklad silikagel (Si0,), Al,Os, aktivni uhli nebo polymery [16, 17].
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Pro identifikaci castic proslych kolonou HPLC se pouziva detektor monitorujici urcité
fyzikalné-chemické vlastnosti analyzované latky. Detektor je napojeny pfimo na kolonu a
tak okamzit¢ a kontinudlné monitoruje proces separace a zapisuje hodnoty (napf.
absorbance) za cas. Jako detektory se pouzivaji UV/VIS méfici zménu absorbance
v ultrafialové nebo viditelny oblasti svétla, mezi které patii detektor diodové pole (DAD)

[17].

HPLC lze rozdélit dle pouzitych fazi na chromatografii s normalni fazi, obracenou fazi, na
iontoménici, gelovou chromatografii. Kazd4 metoda vyzaduje jiné podminky a stacionarni

fazi s jinymi vlastnostmi [16, 17, 18].

Chromatografie na normalni fazi separuje analyzovanou latku na zéklad¢ polarity. Proto
pouziva polarni staciondrni fazi a nepolarni mobilni fazi (napiiklad hexan). Zkoumana
latka musi mit tedy polarni charakter a bude tedy moct interagovat s polarni stacionarni

fazi. Cim vy$si bude polarita interagujici dastice bude sila adsorpce vyssi [16, 18].

RP-HPLC pouziva obracené faze. Vyuziva nepolarni stacionarni fazi, polarni mobilni fazi.
Uplatiiuji se zde hydrofobni interakce, které jsou dusledkem odpudivé sily mezi polarni

mobilni fazi, relativné nepolarni analyzovanou latkou a nepolarni stacionarni fazi [16, 18].

Iontova chromatografie funguje na principu pfitazlivosti mezi ionty. Vyuziva se tedy pro
latky s ndbojem. Staciondrni fize ma navazané funkc¢ni skupiny, které mohou uvoliovat

opacné nabity iont, naptiklad kyseliny ¢i zasady [16, 17, 18].

Gelova chromatografie separuje molekuly latky na zakladé jejich velikosti. Stacionarni
faze je porovity material, napiiklad sitovany polymer nebo silikagel. Nedochdzi zde
k Zadné interakci mezi fazemi, retardace analyzované latky je zplsobena prichodem pory

stacionarni faze. SEC se vyuziva i k urceni terciarni a kvartérni struktury proteini [16, 18].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem prace bylo stanoveni obsahu kofeinu v extraktech c¢aji pravych pomoci

chromatografické metody HPLC/UV.

Hlavnim cilem prace bylo zjistit obsah kofeinu v extraktech ¢aji (Cernych, zelenych,
bilych a oolong) ptipravenych doporu¢enym zptisobem piipravy, a také po piiprave dalSich
nalevil u ¢aju, které umoziuji takovouto ptipravu.

Dil¢im cilem prace bylo zjistit vliv teploty a doby extrakce na obsah kofeinu

v ptipraveném extraktu (bézné¢ a ledové Caje) a obsah kofeinu v ¢aji po skladovani za

ruznych podminek.
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5 MATERIAL

5.1 Vzorky c¢aju

K analyze bylo pouzito 22 vzorka ¢aji pravych a pro porovnani 2 vzorky bylinného Caje
maté.

Pro stanoveni kofeinu byly vybrany vzorky ze 4 skupin ¢aji. Byli vybrani zéstupci
reprezentujici ur€ité znaky jednotlivych skupin ¢ajui dle zemé ptivodu, podminek péstovani

¢1 zpisobu zpracovani.

Tab. 1. Cerné caje

Druh Pavod Charakteristika Vzorek

Darjeeling Jungpana FTGFOP1 H SPL first flush Cl

Indie | Darjeeling Giddapahar FTGFOP1 CH Spl. Inbetween C2

Darjeeling Oaks SFTGFOP1 CH Second Flush C3
5 Nepal | Golden Nepal FTGFOP1 First Flush C4
Cerné Caje
Ceylon OP Nuwara Eliya C5
Ceylon
Ceylon Ruhuna Golden Garden OP1 Cé6
5 Gunpowder Black "Cerny Gunpowder" Cc7
Cina
Shu Pu-Erh C8

Byly vybrany indické ¢aje Darjeeling z prvni (C1), prostfedni (C2) a druhé sklizné (C3).
Prvni sklizeni ¢aje péstovaného v Nepalu (C4) ve vysoké nadmotské vySce. Dva zéstupci
¢aju ze Sri Lanky z ostrova Ceylon z nejvyse (C5) a nejnize (C6) poloZené Casti ostrova.
Vzorky ¢inskych ¢ajii jsou Gunpowder Black (C7) coZ je vzorek Z3 prosly fermentaci a je
charakteristicky svinovan do malych kuli¢ek. Poslednim vybranym ¢ernym c¢ajem je ¢erny

¢aj ze skupiny Pu-erh (C8).
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Tab. 2. Zelené caje
Druh Piivod Charakteristika Vzorek
Indie Darjeeling Green Selim Hill SFTGFOP1 Second Flush Z1
China Sencha 72
Cina Gunpowder - Temple of Heaven 73
Yunnan green 74
Zelené Caje
Ceylon | Ceylon sencha 75
Korea | Daejak 76
Sencha Satsuma z7
Japonsko
Matcha Hisui 78

Indickym zéstupcem zelenych ¢aju je Darjeeling Green (Z1) jako nefermentovand forma

¢ernych caji typu Darjeeling (C1, C2, C3). Z ¢inskych zastupcl jsou zde China Sencha

(Z2) jako obdoba bézného japonského ¢aje, Gunpowder (Z3) svinovany ¢aj a taiwansky

¢aj Yunnan (Z4). Zastupce Z5 je sencha z Cajovniku péstovanych na ostrové Ceylon.

Korejsky ¢aj Daejak (Z26), ktery je zpracovavan metodou spojujici Cinské a japonské Caje.

Z japonskych ¢aji je zastoupena Sencha Satsuma (Z7) a Matcha Hisui (Z8), ktera se od

vSech ostatnich ¢aji odlisuje (kap. 1.2.1).

Tab. 3. Oolong caje

Druh Piivod Charakteristika Vzorek
Cina | TiKuan Yin - "Zelezna bohyné milosrdenstvi" Ol
Oolong caje | Ceylon | Ceylon Waldemar Oolong 02
Thajsko | Thailand Red Oolong Royal Pearl 03

Zastupci ¢ajli typu oolong pochazi z Ciny, Sri Lanky a Thajska. Cinsky zastupce (C1) je

svinovany, velkolisty a velmi jemné fermentovany caj. Ceylon Waldemar Oolong (O2) je

siln¢ fermentovany, nesvinovany c¢aj. Vzorek O3 pochazi z Thajska, kde péstovani
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¢ajovnikll zatim nemé dlouhou historii a vychazi z taiwanského zpracovani Caje. Caj je

vice fermentovany a svinovany do malych kulic¢ek.

Tab. 4. Bilé caje

Druh Ptvod Charakteristika Vzorek
Pai Mu Tan "Bil4 pivonka" Bl
Bilé ¢aje Cina | White Downy B2
White Pu-Erh King B3

Vétsina bilych ¢ajii veobecné pochazi z Ciny, proto viechny tfi vzorky byly vybrany
z této zeme¢. Pai Mu Tan (B1) je béZzny Cinsky bily €aj s nerovnymi a nestejnymi listy.
White Downy (B2) z provincie Yunnan. Vzorek White Pu-Erh King (B3) je obdoba
klasického Caje Pu-erh, ovSem je fermentovan pouze pomoci mikroorganizmii a nedochéazi

zde k oxidaci enzymy.

Tab. 5 Mateé
Druh Pavod Charakteristika Vzorek
Mate Green M1
Mate Brazilie
Mate Roasted M2

Vzorky M1 a M2 nepatii k ¢ajim pravym, ale pochdzi z dfeviny Cesmina paraguayska.
Z listli tohoto stromu je pfipravovan povzbuzujici ndpoj oznacovany maté. Maté byva
Casto s €aji pravymi zaménovano. Bylo vybrano pro zjisténi mnozstvi kofeinu i v napoji
maté a porovndni s hodnotami ¢ajii pravych. Vzorek M1 je maté v neupravené podobg,

vzorek M2 je navic upraZen.

5.2 Pouzité chemikalie
Acetatovy pufr o pH 5,5

Metanol p.a. (Lachner, s.r.0., CR)
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Demineralizovana voda

Kofein (Sigma — Aldrich, China)

5.3 Pouzité pristroje a pomiicky

Analytické vahy Voyager PRO VP214C (Ohaus corporation, Pine Brook USA)

Laboratorni sklo

Filtraéni papir

Lednice (Liebherr comfort, Rakousko)

Vlhkomér (HTH 04. Hiittermann, CR)

Teplomér

Mikrofiltry (LNY 1345-100, LABICOM, CR)

Aparatura pro HPLC-DAD (Dionex Ultimate 3000 System, USA)

©)

autosampler Dionex Ultimate 3000 WPS-3000 SL a WPS-3000 RS
pumpa Dionex Ultimate 3000 SD

kolona Supelco Ascentis C 18 (150 mm x 4,6 mm; 5 pm)

detektor Dionex Diode Array Detector, DAD-3000 RS

vyhodnocovaci program Chromeleon 7 (verze 7.2.1.5537)
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6 METODIKA PRACE

6.1 Priprava extraktu caje

Extrakt ¢aji pravych byl pfipraven navazenim lg vzorku Caje na analytickych vahach
s presnosti na 4 desetinnd C¢isla. Navazeny vzorek byl zalit 100 ml demineralizované vody.

Teplota vody pouzité k extrakci se liSila dle druhu ¢aje ¢i ptipravy.

Pro ptipravu ¢aje béznou cestou byla teplota demineralizované vody dle ptisluSného Caje a
doba extrakce 3 minuty. Teplota vody pro pfipravu extraktd zelenych ¢aja byla 80 °C, pro
pripravu bilych a oolong ¢aji 90 °C a pro ¢erné Caje byla pouzita voda vrouci o teploté
95 °C. Poté byl extrakt zchlazen na laboratorni teplotu a extrakt byl zfiltrovan pftes
papirovy filtr. Pii ptipravé druhého a tietiho nalevu byl opétovné vzorek caje po filtraci

znovu podroben extrakcei za stejnych podminek.

Pro ptipravu ledového Caje byl ¢aj extrahovan demineralizovanou vodou o laboratorni
teploté nezavisle na typu Caje. Extrakce probihala po dobu 30 minut. U zelenych ¢ajti se po
filtraci piipravoval i druhy nalev stejnym zptisobem. Ptiprava ledovych ¢aji probéhla pro

Caje Cerné a zelené.

Takto ptipravené extrakty byly nafedény v poméru 1:1. Takovym zplisobem byl vytvoien

extrakt a pfipraven k analyze na HPLC.

6.2 Skladovani vzorku

Vybrané vzorky €aji ¢ernych (Darjeeling Jungpana FTGFOP1 H SPL first flush, Ceylon
OP Nuwara Eliya), zelenych (Gunpowder - Temple of Heaven, Sencha Satsuma), bilych
(White Pu-Erh King), oolong (Thailand Red Oolong Royal Pearl) a maté (Mate Green)
byly uskladnény po dobu 1 a 3 mésic. Vzorky byly uskladnény v lednici v hermeticky
uzavieném obalu. Teplota v lednici byla 5 — 8 °C a relativni vlhkost 62 % - 64 %. Druha
¢ast vzorkl byla uskladnéna za pfistupu vzduchu, bez pfistupu svétla za laboratorni
teploty. Ze vzorku byl pfipraven extrakt po prvnim a tfetim mésici. Extrakt byl pfipraven

b&znym zpisobem dle postupu popsaného v kapitole 6.1.
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6.3 Stanoveni kofeinu metodou HPLC/UV

Analyza extraktl probihala na chromatografické koloné Supelco Ascentis C 18 (150 mm x
4,6 mm; 2,7 um). Mobilni faze pro toto stanoveni byla smés acetatového pufru a metanolu
v objemovém poméru 70 : 30. Nastiik do kolony byl o objemu 20 pl, rychlost pritoku byla
0,75 ml/min, teplota 30 °C. Eluce byla izokraticka a doba analyzy byla 15 minut. Detekce
probéhla pomoci UV detektoru pti vinové délce 280 nm. Kazdy extrakt i standardy kofeinu

byly stanoveny ttikrat a ur€ena smérodatna odchylka.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Analyzovany byly ¢tyfi druhy pravych ¢ajii (22 vzorka), Cerné, zelené, oolong a bilé Caje a
na porovnani bylinny ¢aj z rostliny cesmina paraguayskd. U vzorkid byl stanoven obsah
kofeinu v extraktu ¢aje po bézné piiprave, po piipravé jako ledovy ¢aj a po 1. a 3. mésici

skladovani.

7.1 Kalibrac¢ni kfivka kofeinu

Pro stanoveni mnozstvi kofeinu byla sestavena kalibra¢ni kiivka kofeinu. Standard kofeinu
byl natedén na odpovidajici koncentraci (300 mg/ml, 200 mg/ml, 100 mg/ml, 50 mg/l) a
podroben analyze na HPLC/UV (Tab 6). Z analyzy byl zjiStén reten¢ni ¢as kofeinu a z
hodnot ploch pikti a zndmych koncentraci byla sestavena kalibra¢ni kiivka (Obr. 7).
Pomoci linearni regrese byla ziskana rovnice ptimky charakterizujici zavislost plochy piku

a koncentrace kofeinu.

Rovnici kalibra¢ni ktivky byla pfepocitana plocha piku na koncentraci kofeinu v

analyzovaném vzorku a piepoctem zjisténo mnozstvi kofeinu v mg/g vzorku.

Tab. 6 Hodnoty kalibracni krivky
kofeinu

Koncentrace Plocha piku

kofeinu [mg/1] [mMAU.min]

0 0
50 52,96
100 103,86
200 205,57

300 282,96
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Obr. 7 Kalibracni krivka kofeinu

Rovnice regrese kalibraéni kiivky:

Kdey...... plocha piku (mAU.min), x ...... koncentrace kofeinu (mg/1)

Korela¢ni koeficient kalibracni kiivky

7.2 Stanoveni kofeinu v extraktech ¢aje pri bézné pripravé

7.2.1 Cerné éaje

U Cernych caji se bézné piipravuje jen prvni nalev. Kvili pouzité vyssi teploté piipravy
ptejde vétSina rozpustnych latek do extrakéniho ¢inidla béhem piipravy prvniho nalevu.
Analyzovéno bylo 8 vzorkill ¢ernych ¢aji.

Vysledky obsahu kofeinu v Cernych cajich s uvedenim smérodatné odchylky (s) jsou

uvedeny v tab. 7.
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Tab. 7. Vysledky obsahu kofeinu v cerném caji

1. Nélev Cl C2 C3 C4 (O] C6 C7 C8

Obsah kofeinu [mg/g] | 27,99 | 23,18 | 21,46 | 22,98 | 25,84 | 20,27 | 22,77 | 26,21

S 0,11 | 0,63 | 0,01 | 0,45 | 0,01 | 0,28 | 0,03 | 0,05

Mezi cernymi €aji mél nejvyssi obsah kofeinu v prvnim nalevu €aj C1 z prvni sklizné ¢aje
Darjeeling. Caje C2 a C3, které pochazi ze stejné zahrady, ale jsou to &aje z prostiedni
(C2) a druh¢ (C3) sklizn€, mély obsah kofeinu nizs$i o 17 % (C2), ptipadné o 23 % (C3).
Druhy nejvyssi obsah kofeinu mél pomoci mikroorganizmt fermentovany ¢aj Shu Pu-erh
(C8). Caj C4 mél nizsi obsah kofeinu o 18 % oproti C1, i kdyZ pochazeji z prvni sklizné a
nesou oznadeni stejné kvality (FTGFOP1), ale li§i se zemi ptivodu. Caje ze Sri Lanky
z ostrova Ceylon (C5, C6) se od sebe lisi pfevazné¢ nadmoiskou vyskou. C6 péstovany
v niz§ich polohach mél o 22 % méné kofeinu nez C5 péstovany v nejvysSich mistech

ostrovu. Ziskané data se shoduji s daty vyzkumu Chin a kol. [30].

7.2.2 Zelené caje

Analyzovano bylo 8 vzorkil zelenych cajii. Ze zelenych cajii je mozné piipravit az 3

nalevy, u 5 vzorkl prob¢hla analyza druhého 1 tietiho nalevu.

Vysledky obsahu kofeinu v prvnim néalevu zelenych ¢aji s uvedenim smérodatné odchylky
(s) jsou v Tabulce 8. Porovnani obsahu kofeinu v 5 zelenych cCajich v prvnim, druhém a

tretim nalevu jsou znazornény na Obr 8.

Tab. 8. Vysledky obsahu kofeinu

v zelenych cajich

1. Nélev | Obsah kofeinu [mg/g] | s

Z1 16,40 0,24

Z2 13,42 0,04

78 26,55 0,01
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Obsah kofeinu v zelenych cajich
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Obr. 8 Porovnani obsahu kofeinu v zelenych cajich

Nejvyss$i mnozstvi kofeinu v prvnim nalevu mél ¢aj Matcha Hisui (Z8). Vzhledem k
praskové konzistenci, kterou ¢aj Z8 ma, byla patrn€ i plocha, na které mohla probihat

m¢él ¢aj Ceylon Sencha (Z5).

Z ¢inskych ¢aji mél nejvy$si obsah kofeinu Yunnan Green (Z4). Caj Z3, ktery je
svinovany do drobnych kulicek, mé¢l jen mirné nizsi obsah kofeinu nez ¢aj Z2, ktery je ve
form¢ dlouhych plochych listl. Ze tfi ¢ajua typu Sencha (Z2, Z5, Z7) liSici se zemi pavodu

ma nejvice kofeinu v prvnim nélevu Cinska Sencha (Z2). Sencha s ceylonskym ptvodem

Vw7

Hodnoty kofeinu postupné s dalSimi nélevy klesaly. Z prvniho ndlevu na druhy byly
obsahy niz$i primérn€ o 34 %. U ¢aje Z3 aZ o 51 %, i kdyZ u ¢aje Ceylon Sencha byl
pokles jen o 23 % kofeinu vii¢i prvnimu nalevu. Pokles u tietiho nélevu byl primérné o 48
% kofeinu druhého nalevu a o 66 % prvniho néalevu. Nejvétsi pokles u tietiho nalevu byl

zaznamenan u ¢aje Yunnan Green (Z4), kde byl pokles o 61 % kofeinu druhého nalevu.

Po souctu obsahll kofeinu vSech tii nalevii mél nejvyssi obsah kofeinu ze zelenych ¢aji

v v
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7.2.3 Oolong caje

Z ¢aju oolong je mozné pfipravit 3 az 5 nalevi. Ze vzorku cajii oolong byly pfipraveny

nalevy tfi. Porovnani obsahti kofeinu vSech tfi nalevu ¢ajii oolong je znazornéno na Obr 9.

Obsah kofeinu v ¢aji oolong
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& 12,0000
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Vzorek

Obr. 9 Porovnani obsahu kofeinu v caji oolong

Primérny obsah kofeinu v prvnich nélevech Caje oolong (11,24 mg/g) se pohyboval
podobné jako u ¢aji zelenych (12,18 mg/g). Nejvic kofeinu v prvnim nalevu obsahoval ¢aj
02, ktery je ve form¢ dlouhych nesvinutych listi. Vzorky O1 a O3, které jsou svinuté
v podob¢ kulicek, mély v prvnim ndlevu mnozstvi kofeinu velmi podobné. Ale vzorek O3

ma, po porovnani celkového kofeinu ve vSech nalevech, obsah kofeinu vyssi nez O1.

Pokles kofeinu z prvniho nédlevu na druhy byl primémé o 35 %, to se shoduje s daty
ziskanych z analyzy zelenych caji (pokles primérné o 34 %). Pouze u vzorku O3 byl
obsah kofeinu v druhém nalevu niZsi o 4 % neZ v prvnim nalevu. Ve tfetim nalevu byl
pokles o 44 % kofeinu oproti druhému nalevu a 64 % oproti prvnimu. To se také shoduje s

daty ziskanymi z analyzy zelenych ¢ajt.

7.2.4 Bilé Caje

U bilych ¢ajii byla provedena analyza u tfi vzorkl. Analyzovan byl ndlev prvni, 1 kdyZz

z bilych ¢ajli je mozné ptipravit az tfi nalevy.
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Vysledky obsahu kofeinu c¢aji bilych suvedenim smérodatné odchylky (s) jsou

zndzornény v Tabulce 9.

Tab. 9. Vysledky obsahu kofeinu v bilych

Cajich

1. Nalev | Obsah kofeinu [mg/g] | s

B1 15,07 0,04
B2 24,48 0,02
B3 13,86 0,07

Nejvyssi mnozstvi kofeinu mél vzorek B2 a to na trovni hodnot kofeinu v prvnim néalevu
c¢erného Caje. Vzorek Bl a B2 obsahuji kofein v podobné mife jako zelené Cinské Caje.
Vzorek B3 je fermentovany pomoci mikroorganizmi podobné jako vzorek C8, piesto
cernymi Caji. Na zdaklad¢ naSich vysledka tedy nelze jednoznacné konstatovat, zdali

fermentace pomoci mikroorganizmil ovlivituje obsah kofeinu v bilém ¢aji.

7.2.5 Maté

Analyzovany byly i dva vzorky cesminy paraguayské, piipravovan byl prvni nalev.
Vysledky obsahu kofeinu v ndpoji maté suvedenim smérodatné odchylky (s) jsou

znazornény v tabulce 10.

Tab. 10 Vysledky obsahu kofeinu

v rostliné cesmina paraguayska

1. Nélev | Obsah kofeinu [mg/g] | s

Ml 12,35 0,02

M2 4,08 0,04
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Obsah kofeinu ve vzorku M1 dosahoval podobnych hodnot jako primérny obsah kofeinu
v prvnim nalevu zelené¢ho caje. Vzorek M2, ktery prosel prazenim, obsahoval jen malé
mnozstvi kofeinu. Ve srovnani s neprazenou formou (M1) obsahoval vzorek M2 pouze 33

% kofeinu ¢aje M1.

7.3 Stanoveni kofeinu pri pripravé ledového ¢aje

Vzorky Cernych a zelenych ¢aji byly analyzovany i jako extrakty pfipravené ve forme

ledového ¢aje dle kapitoly 1.5.

7.3.1 Cerné ¢aje — ledovy ¢aj
Vsech 8 vzorku ¢erného Caje bylo piipraveno i1 jako ledovy ¢aj.

Vysledky obsahu kofeinu ¢ernych ledovych ¢ajii s uvedenim smérodatné odchylky (s) jsou

znazornény v Tabulce 11.

Tab. 11 Vysledky obsahu kofeinu v cernych ledovych cajich

Ledovy ¢aj Cl|C2| C3 C4 | C5 | C6 | C7T | C8

Obsah kofeinu [mg/g] | 8,94 | 5,84 | 12,33 | 8,46 | 5,25 | 6,48 | 5,66 | 13,15

S 0,04 | 0,01 | 0,85 0,03 |0,19|0,04 0,02 0,01

Prvni ndlev Cernych ledovych ¢ajii obsahoval méné kofeinu nez prvni nalev piipraveny
b&znou cestou. Primérné extrakty obsahovaly pouze 35 % kofeinu, ktery byl v prvnim
nalevu pfi bézné piipraveé. Piesto, ze pii bézné ptipravé obsahoval nejvice kofeinu vzorek
Cl, pii ptipravé ledového €aje to byl vzorek C8. Pfi srovnani potadi vzorkli dle obsahu
kofeinu pii bézné ptipravé a piipravé ledového caje pofadi ne zcela odpovida. Dle
Castiglioni a také Jeu-Ming [22, 27] se mnozstvi kofeinu po del§i dobé extrakce ¢aje (az 2

hodiny) vyrovna hodnotam pfi ptipravé za pouziti vyssi teploty.
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7.3.2 Zelené caje — ledovy ¢aj

Vzorky zeleného caje byly také pripraveny jako ledovy Caj. Pfipravovany byly dva nalevy,

mimo vzorku Z8, kde neni vhodna ptiprava druhého nalevu.

Vysledky obsahu kofeinu s uvedenim smérodatné odchylky (s) jsou znazornény v Tabulce
12.

Tab. 12 Vysledky obsahu kofeinu v zelenych ledovych cajich

Ledovy ¢aj Obsah kofeinu Ledovy ¢aj Obsah kofeinu

1. ndlev [mg/g] ; 2. nalev [mg/g] ;
Z1 10,94 0,04 Z1 7,23 0,04
72 10,00 0,03 72 4,32 0,03
Z3 9,40 0,01 73 5,56 0,01
74 12,03 0,00 74 4,59 0,22
7Z5 6,76 0,02 75 3,83 0,02
76 8,25 0,00 76 4,14 0,01
77 10,94 0,09 77 5,95 0,02
78 27,38 0,03

A4

u prvniho nalevu piipravy béznou cestou. Kofein v prvnim ndlevu zelenych ¢ajit dosahoval
pramérn¢ 81 % kofeinu prvniho nélevu ptipraveného béznou piipravou. Vzorek Z8
dosahoval hodnoty jesté o 3 % vysSi a Z5 o 8 % vyS§i neZ v prvnim nalevu pfipraveném
béznou piipravou.

U druhého nalevu byl pokles primérné o 46 %. Nejvyssi mnoZstvi kofeinu ze zelenych

v v

PrestoZze u b&zné ptipravy obsahovaly cerné caje kofeinu vice, za pouZiti stejnych
podminek obsahovaly extrakty zelenych ¢aji vétsi mnozstvi kofeinu. Primérné mnoZzstvi
kofeinu v prvnim ndlevu ledového cCaje u zelenych ¢aji (11,71 mg/g) bylo vyssi nez

pramérny obsah u ledovych ¢aji cernych (8,26 mg/g).
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7.4 Stanoveni kofeinu v ¢aji po 1. a 3. mésici skladovani

7.4.1 Obsah kofeinu v ¢aji po 1. mésici skladovani

Skladovano bylo 8 vybranych vzorki ¢aji, konkrétné dva Caje ¢erné (Darjeeling Jungpana
FTGFOP1 H SPL first flush, Ceylon OP Nuwara Eliya), dva zelené¢ caje (Gunpowder —
Temple of Heaven, Sencha Satsuma), jeden vzorek ¢aje oolong (Thailand Red Oolong
Royal Pearl), jeden vzorek bilého ¢aje (White Pu-Erh King) a jeden vzorek bylinného caje

maté (Mate Green) a to za ptistupu vzduchu a v lednici bez ptistupu vzduchu.

Po mésici skladovani byla provedena analyza. BéZnou ptipravou byl ptipraven prvni nalev.
Vysledky obsahu kofeinu po skladovani 1. mésic na vzduchu a v lednici bez ptistupu

vzduchu jsou znazornény na Obr. 10 s porovndnim s prvnim ndlevem pied skladovanim.

Porovnani obsahu kofeinu po 1.
meésici skladovani

B Pfed skladovanim
m Skladovani vzduch

Skladovani lednice

Obsah kofeinu

(o] C5 Z3 27 03 B3 M1
Vzorek

Obr. 10 Porovnani obsahu kofeinu po 1. mésici skladovani

Obsah kofeinu po prvnim mésici skladovani na vzduchu se oproti hodnotam ziskanym
z analyzy prvnich nalevii vzorkd vyznamné neliSil. Oproti plivodnim hodnotam pied
skladovanim byl zde primérné pokles o 0,9 %. Nejvyssi pokles obsahu kofeinu byl u
vzorku White Pu-Erh King (B3) o0 6,6 %, a u vzorku Gunpowder - Temple of Heaven (Z3)

narust o 4,8% oproti obsahu kofeinu pfed skladovanim.

Obsah kofeinu po mésici skladovani v lednici bez pfistupu vzduchu se od plvodnich

hodnot 1isil jesté¢ méné. Byl pozorovan nartiist oproti ptivodnimu obsahu kofeinu praimérné
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0 0,04 %. U vzorku Mate Green (M1) obsah poklesl o 7,0 % a vzorku Z3 byl nartst o 7,1
%.

Obsah kofeinu po skladovani byl podobny obsahu kofeinu pfed skladovanim. Nebyl

zaznamenan zadny zasadni vliv skladovani na obsah kofeinu po prvnim mésici.

7.4.2 Obsah kofeinu v ¢aji po 3. mésici skladovani

Vzorky ¢aji se nechaly za stejnych skladovacich podminek dale skladovat a po tfech

meésicich skladovani probéhla opét analyza. Pripravovan byl prvni nalev.

Porovnani obsahu kofeinu po 3. mésici skladovani sprvnim nalevem caji pied

skladovanim je zndzornéno na Obr. 11.

Porovnani obsahu kofeinu po 3.
meésici skladovani

M Pfed skladovanim
M Skladovani vzduch

Skladovani lednice

Obsah kofeinu

C1 C5 Z3 Z7 03 B3I M1
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Obr. 11 Porovnani obsahu kofeinu po 3. mésici skladovani

Obsah kofeinu po tfetim mésici skladovani na vzduchu se liSil vice nez po mésici prvnim.
Zde byl primérné viditelny pokles o 1,2 %. Nejvétsi rozdil byl zaznamenan u vzorku
bilého ¢aje White Pu-Erh King (B3) a to pokles o 8,7 %. U vzorku Gunpowder - Temple of

Heaven (Z3) byl zaznamenan nartst o 5,8 %.

Hodnoty obsahu kofeinu vzorkli skladovanych v lednici bez ptistupu vzduchu se vice

blizily ptivodnim hodnotam, to se shoduje s daty ziskanymi z analyzy obsahu kofeinu po
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prvnim mésici. Primérné zde nastal pokles o 0,6 % obsahu kofeinu. Vzorek B3 mél nizsi

obsah kofeinu oproti hodnot¢ pred skladovanim az o 8,8 %.

Po tfetim mésici skladovani byly hodnoty potad blizké ptivodnim hodnotam, i kdyz rozdil

u skladovani na vzduchu byl vyssi nez po mésici prvnim.

Nase vysledky naznacuji, ze skladovani neovliviiuje obsah kofeinu. Nebyla ale nalezena

jina prace zamétujici se na zmény obsahu kofeinu v ¢aji po skladovani.
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ZAVER

Kofein, alkaloid obsazeny ve vice nez 60 rostlinach, je nejvice uzivanym stimulantem. Je
to vyznamna slozka Caje a pro povzbudivé ucinky kofeinu mnohdy i divod jeho

konzumace.

Analyza kofeinu pomoci HPLC/UV provedena u extraktl pii bézné ptripravé Caje ukazala,
ze nejvice kofeinu v prvnim nélevu obsahuji ¢aje ¢erné, kdy se obsah pohyboval v rozmezi
20,27 mg/g - 27,99 mg/g a zeleny €aj typu matcha (26,55 mg/g), ktery obsahoval témét

tolik kofeinu jako ¢erné Caje.

Nefermentované (bilé, zelené) a polofermentované (oolong) €aje obsahovaly v prvnim
nalevu kofeinu méné nez caje fermentované (Cerné). Obsah kofeinu v prvnim nalevu
zelenych ¢aji, mimo caje typu matcha, se pohyboval v rozmezi 6,23 mg/g — 16,40 mg/g, a
¢aje oolong 9,84 mg/g — 13,95 mg/g. Obsah kofeinu v bilych ¢ajich, které obsahovaly
z nefermentovanych a polofermentovanych ¢aji kofeinu nejvice, se pohyboval mezi
hodnotami 13,87 mg/g — 24,48 mg/g. Pfestoze nefermentované a polofermentované caje
mély v prvnim nalevu niz§i obsah kofeinu nez caje fermentované, umoznuji ptipravu
dalSich nalevii. Dalsi nalevy cajii obsahovaly kofeinu méné nez nalev prvni, primérny
pokles u druhého nalevu byl o 35 % a u ndlevu tfetiho o 64 % oproti ndlevu prvnimu.
Soucet obsahti kofeinu vsech tii nalevli u zelenych ¢aji byl v rozmezi 14,41 mg/g — 39,23
mg/g a u oolong ¢aji 16,62 mg/g — 26,66 mg/g. Tyto hodnoty dosahovaly obsahy kofeinu

cernych ¢aji, a u nékterych vzorka zelené Caje (Z4) je i prevysovaly.

Obsah kofeinu u extraktti, které byly pfipraveny, jako ledovy ¢aj byl podobny u ¢ajl
cernych 1 zelenych. Rozmezi obsahu kofeinu ¢ernych ¢aji bylo 5,25 mg/g — 13,15 mg/g, u
zelenych ¢ajii 6,76 mg/g — 12,03 mg/g, mimo ¢aj matcha (Z8), u kterého byl obsah kofeinu
v ledovém c¢aji 27,38 mg/g. To je hodnota o 3 % vyS$i neZ v extraktu pfipraveném za
pouziti vysSich teplot. V porovnani s primérnym obsahem kofeinu za pouziti vysSich
teplot obsahovaly ledové Caje primérné o 42 % kofeinu méné. Tyto data naznacuji
moznost piipravy dal§iho nalevu. U vzorkl zelenych ledovych €ajii byl pfipraven i druhy
nalev. Obsah kofeinu ve druhém nalevu ledového zelené¢ho Caje byl o 46 % nizsi nez
v prvnim nalevu ledového ¢aje a hodnoty obsahu kofeinu byly v intervalu 3,38 mg/g — 7,23
mg/g. Lze tedy konstatovat, Ze za pouziti stejnych podminek extrakce méli extrakty

ptipravené z ernych a zelenych ¢aji podobny obsah kofeinu. Jeden z divodi vyssiho
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obsahu kofeinu v ¢ernych cajich pti bézné priprave je zpiisoben vyssi teplotou extrakce nez

u ¢aju zelenych.

Stanoveni obsahu kofeinu po 1. a 3. mésici skladovani neprokazalo zddné zasadni zmény.
V porovnani s obsahem kofeinu pted skladovani se hodnoty po skladovani liSily v rozmezi
107,1 % az 91,2 % obsahu kofeinu pied skladovani. Obsah kofeinu vzorkl uchovavanych
na vzduchu se primérné lisil vice nez obsah kofeinu vzorkti uchovavanych bez piistupu
vzduchu v porovnani s hodnotami pfed skladovéani. Po tfetim mésici skladovani byl zde
prumérné vyssi pokles vSech hodnot oproti mésici prvnimu i vii¢i obsahu kofeinu pied
skladovani. 1 zde byl rozptyl hodnot obsahu kofeinu vyssi u vzorkd uchovanych na

vzduchu neZ u vzorkl uchovavanych bez ptistupu vzduchu.

Po porovnani vSech ziskanych dat 1ze konstatovat, Ze Cerné €aje pfi bézné ptipravé maji
nejvyssi obsah kofeinu pravdépodobné z divodu pouziti vyssi teploty vody. Bilé Caje ma;ji
po Cernych Cajich nejvyssi obsah kofeinu. Pti pfipraveé dalSich nalevii by kone¢ny soucet
obsahti kofeinu mohl byt jesté vyssi nez u ¢aji fermentovanych (Cernych). Podobny, ale
mirné nizsi obsah kofeinu jako u ¢aji bilych obsahuji €aje zelené. Vyjimkou je ¢aj Matcha
(Z8), ktery patrné kvili odlisné konzistenci ma vyssi obsah kofeinu v prvnim nalevu nez je
tomu u ostatnich nefermentovanych c¢aji, ale u Caji tohoto typu neni vhodna ptiprava
dalsich nalevi. Caje oolong maji primérné niz§i obsah kofeinu neZ &aje zelené, ale
hodnoty si jsou stale velmi blizké. Bylinny ¢aj z listi Cesminy paraguayské (M1) obsahuje
kofein jako primérny zeleny caj, ale u maté neni doporucena piiprava dalSich nalevu.

Prazena forma maté (M2) ma nejmensi obsah kofeinu ze vSech zkoumanych vzorkd.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
HPLC  Vysokotlaké kapalinova chromatografie

DAD Detektor diodového pole

uv Ultrafialova oblast spektra

UV/VIS Detektor v ultrafiolovém-viditelném spektru (180 — 800 nm)
ATP Adenosintrifosfat

CTC Crushing, tearing, curling
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SEZNAM PRILOH

PI Chromatogram standardu kofeinu (50 pg/ml).

PII  Chromatogram extraktu vzorku O2 (prvni a druhy nalev).
PIII Chromatogram extraktu vzorku C6 (prvni nalev a ledovy c¢aj)
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