Priprava ledovych ¢aju a stanoveni jejich
nutri¢nich znaki

Bc. Katerina Kolofikova

Diplomové prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2020 Fakulta technologicka




Univerzita Tomdse Bati ve Zliné
Fakulta technologicka
Ustav technologie potravin

Akademicky rok: 2019/2020

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno apiijmeni: B, Katefina Kolofikova

0Osobni ¢islo: 118266

Studijni program: ~ N2907 Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Technologie potravin

Forma studia: Prezencni

Téma prace: Piprava ledovych ¢ajii a stanoveni jejich nutri¢nich znakd

Zasady pro vypracovani

1. Teoretickd Zast
1. Struéné charaterizovat technologii vyroby ¢ajd, zaméfit se podprobné&ji na piipravu ledovych ¢aji
1. Experimentalni ¢dst
1. Ptipravitledové taje pomodi odlisnjch technologickych operaci a stanovit u nich vybrané nutritni parametry



Forma zpracovani diplomové prace: Tisténd/elektronicka

Seznam doporudené literatury:

[11JIANG, Hao, Feng YU, Li QIN, Na ZHANG, Qiong CAO, Wilfried SCHWAB, Daxiang LI a Chuankui SONG. Dynamic change in amino
acids, catechins, alkaloids, and gallic acid in six types of tea processed from the same batch of fresh tea (Camellia sinensis L.)
leaves. Journal of Food Composition and Analysis [online]. 2019, 77, 28-38 [cit. 2019-03-13]. DOI: 10.1016/j.jfca.2019.01.005.
ISSN 08891575,

[2) FENG, Zhihui, Yifan LI, Ming LI, Yijun WANG, Liang ZHANG, Xiaochun WAN a Xiaogen YANG. Tea aroma formation from six model
manufacturing processes. Food Chemistry [online]. 2019, 285, 347-354 [cit. 2019-03-13]. DOI: 10.1016/j.foodchem.2019.01.174.
ISSN 03088146.

[3] WEISS, David J. a Christopher R. ANDERTON. Determination of catechins in matcha green tea by micellar electrokinetic
chromatography. Journal of Chromatography A. 2003, (1011), 7.

(4] SILAROVA, Petra, Lenka CESLOVA a Milan MELOUN. Fast gradient HPLS/MS separation of phenolics in green tea to monitor
their degradation. Food Chemistry [online]. 2017, 2017, 2017, 10 [cit. 2017-11-30].

Vedoudi diplomové prace: doc. Ing. Daniela Sumczynski, Ph.D.
Ustav analyzy a chemie potravin

Datum zadani diplomové prace: ~ 17.tinora 2020
Termin odevzdéni diplomové prace: 15. kvétna 2020

LS.

prof. Ing. Roman Cermak, Ph.D. doc. RNDr. Iva Bure3ova, Ph.D.
dékan feditel dstavu

Ve Zliné dne 17. Ginora 2020



PROHLASENI AUTORA

DIPLOMOVE PRACE

Beru na védomi, Ze:

e diplomové prace bude ulozena v elektronické podobé v univerzitnim informacnim systému a
dostupna k nahlédnuti;

e na moji diplomovou praci se pln¢ vztahuje zakon ¢. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o
pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zmén¢ nékterych zakont (autorsky zakon) ve
znéni pozdéjsich pravnich predpist, zejm. § 35 odst. 3;

e podle § 60 odst. 1 autorského zdkona méa Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢€ pravo na uzavieni
licenéni smlouvy o uziti Skolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zakona;

e podle § 60 odst. 2 a 3 autorského zakona mohu uzit své dilo — diplomovou praci nebo
poskytnout licenci k jejimu vyuziti jen s ptedchozim pisemnym souhlasem Univerzity Tomase
Bati ve Zling, ktera je opravnéna v takovém piipad¢ ode mne pozadovat pfiméfeny prispévek
na thradu nakladd, které byly Univerzitou Tomase Bati ve Zlin€ na vytvofeni dila vynaloZzeny
(az do jejich skutecné vyse);

e pokud bylo k vypracovani diplomové prace vyuzito softwaru poskytnutého Univerzitou
Tomase Bati ve Zlin€¢ nebo jinymi subjekty pouze ke studijnim a vyzkumnym ucéelim (tj.
k nekomer¢nimu vyuziti), nelze vysledky diplomové prace vyuzit ke komerc¢nim uceltim;

e pokud je vystupem diplomové prace jakykoliv softwarovy produkt, povazuji se za soucast
prace rovnéz i zdrojové kody, popt. soubory, ze kterych se projekt sklada. Neodevzdani této
soucasti mize byt divodem k neobhajeni prace.

Prohlasuji,
e 7e jsem na diplomové praci pracoval samostatné a pouzitou literaturu jsem citoval. V piipadé
publikace vysledkti budu uveden jako spoluautor.

. ¢ odevzdand verze diplomové prace a verze elektronicka nahrana do IS/STAG jsou obsahove

LOLOZ1C.

Ve Zliné dne:

Jméno a pfijmeni studenta:

podpis studenta



ABSTRAKT

Diplomova prace je zaméifena na piipravu ledovych ¢aja, jejich nutri¢ni parametry v ramei
riznych postupt jejich ptipravy. Teoreticka cast shrnuje péstovani Cajovniki a vyrobu
matcha Caje. Déle pojednava o nutricnim slozeni ¢ajovych listd ¢i ¢aji. V praktické casti
byly vyrobeny ledové matcha caje tfemi rozdilnymi technologickymi postupy. U
piipravenych vzorkii byla provedena stravitelnost, obsah minerdlnich prvki, stanoveni
obsahu polyfenolt, polyfenolického profilu, kofeinu, theobrominu, theofylinu, theaninu a
antioxidaéni aktivity. Cilem prace bylo zjistit, kterd z metod ptipravy ledovych matcha
¢aju bude pro jeho pripravu nejvhodnéjsi z hlediska obsahu biologicky aktivnich latek.
Z vysledkli experimentalni ¢asti bylo zjisténo, ze pro piipravu ledovych matcha ¢aji by

bylo nejlépe vyuzit metodu 3.

Kli¢ova slova: ledovy ¢aj, matcha, mineralni prvky, antioxida¢ni aktivita, kofein, theanin,

polyfenoly, HPLC, AAS

ABSTRACT

The thesis is focused on the preparation of ice teas, especially on their nutritional
parameters within the various procedures of their preparation. The theoretical part
summarizes the cultivation of tea trees and the production of matcha tea. Furthermore, it
deals with the nutritional composition of tea leaves or teas. Regarding experimental part,
ice matcha teas were made by three different technological procedures. Digestibility,
mineral content, determination of polyphenols, polyphenol profile, caffeine, theobromine,
theophylline, theanine and antioxidant activity were measured. The aim of this work was to
find out which method of preparation of ice matcha tea will be the most suitable for its
preparation in terms of the content of biologically active substances. From the results, it

was found that method 3 would be the best for the preparation of ice matcha teas.

Keywords: ice tea, matcha, mineral elements, antioxidant activity, caffeine, theanine,

polyphenolics, HPLC, AAS
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UvVOD

Zelené caje jsou jeden znejvice konzumovanych nealkoholickych napoji. Maji
bohatou historii, a to diky svym vybornym u¢inkiim na zdravi. Zeleny ¢aj ptisobi ptiznive i
na rizné dermatické poskozeni pokozky. V dne$ni dobé muizeme najit rizné druhy c¢aji

v rozli$nych formach, od sypanych az po praskové.

Zelené caje tvofti pfiblizn€ 20 % svétové produkce Caje. Jednd se o nefermentovany
produkt, bohaty na katechiny — flavonoidy zftad polyfenold s antioxidacni aktivitou.
Vysoky antioxida¢ni potencial zelenych ¢ajii je podpofen také vys§im obsahem vitaminu C
vném. Tyto antioxidanty jsou vyznamné pro inhibicni fetézové reakce, a také kvuli
odstranéni riznych volnych radikalt v téle ¢lovéka. Matcha ¢aje jsou konzumovany ve
formé celych rozemletych listi. Cajové listky matchy, které se nazyvaji tencha, jsou
nékolik tydni zastinény, nez jsou sbirany. Vyrobni proces matchy je jedine¢ny, a to proto,
ze se listy susi bez valcovani a melou v kamenném mlyné [78, 81]. Odlisny zpusob
zpracovani matcha ¢aje a konzumace mize pfinést i zmény ve sloZzeni mineralnich prvkl
oproti jinym bé&Zn€ konzumovanym cajim. Jist¢ mohou pfinést také i1 dal$i nutricni
benefity. Vzhledem na mozny pravidelny piijem tohoto napoje, je nutno monitorovat

obsah a piijem hlavné toxickych prvki, mimo napt. rezidua pesticidi.

Biologicky aktivni latky v ¢ajich napomaéhaji k prevenci a sniZovani civiliza¢nich
chorob, napt. kardiovaskulédrnich nemoci. Redukuji cholesterol, stabilizuji hladinu cukru
v krvi a zmirfuji vysoky krevni tlak. V poslednich né&kolika letech se neustdle zvySuje
zdjem o zdravou a vyvazenou stravu, a to zejména kvuli zvySujicimu se vyskytu
civilizatnich onemocnéni, jako je napiiklad obezita. Vzhledem k vys$si konzumaci
ledovych cajt prevazné v letnich obdobich, vyvstal i pozadavek na ptipravu ledového Caje
pfipraven¢ho z matchy v oboru gastronomie. Cilem bylo vybrat nejoptimalnéjsi postup

piipravy vzhledem k obsahu biologicky aktivnich latek.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ZELENY CAJ

Caj je nejoblibengjsim a nejvice konzumovanym napojem po celém svété. Mezi
nejznaméj§i oblasti péstovani ¢aje miZeme zatadit Cinu, Japonsko, Indii, Sri Lanku,
Vietnam, Indonésii, Turecko, Rusko a Nepal. Z pohledu legislativy se caje déli do tii
skupin na: ¢aje pravé, bylinné a ovocné. Dle vyhlasky ¢. 330/1997 Sb. v aktudlnim znéni je
pravy ¢aj definovany jako ¢aj vyrobeny z vyhonki, listl, pupenti, nebo jemnych casti

zdtevnatélych stonkl ¢ajovniku Camellia sinensis (L.) O. Kunze [9, 12, 16].

Zelenym cCajem se rozumi pravy caj, ve kterém neprob¢hla fermentace,
polofermentovanym cajem (oolongem) chapeme ¢aj pravy, ve kterém probéhla ¢astecna
fermentace a plné¢ fermentovanym cajem je ¢aj cerny. Podle zpisobu fermentace se pravé
¢aje rozdéluji na: nefermentované — zelené a bilé Caje, ¢astecné fermentované — oolong a

cervené Caje, zcela fermentované — ¢erné Caje [1, 12].

Vsechny druhy pravych ¢aji, predevSim zelenych, které obsahuji velké mnozstvi
pfirodnich antioxidantid (flavonoidy, theaflaviny), maji mnoho prospéSnych ucinkl na
lidské zdravi. Matcha Caje jsou zelené caje, které jsou konzumovany ve formé celych
rozemletych listil, coz pfinasi celou fadu benefitl. Poméhaji pii boji proti rakovin€, snizuji
hladinu lipoproteinti LDL, ptsobi proti volnym radikalim, a také slouzi k prevenci v boji

proti srdeéné-cévnim onemocnénim [2, 18].

Matcha c¢aj (zeleny prasek) je japonsky tradicni zeleny caj, ktery se vyrabi ze
specidlné péstovanych vyhonkid cajovniku, které se pii rustu zastifiuji, poté se susi a
rozemelou na jemny praSek. V Japonsku se kazdy rok proda zhruba 2 550 t matchy, coz
odpovida asi 85 az 90 % celkové kazdoro¢ni produkce. U vétSiny ¢aju se na vyrobu 1 kg
Caje spotiebuji 4 kg zelenych listkli, zatimco na vyrobu 1 kg mleté matchy se spotiebuje

vice nez 6 kg Cerstvych zelenych listkt [7].
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Obr. 1: Zeleny ¢aj matcha [69]

1.1 Cajovnik

Caj matcha pochazi z rostliny &ajovniku ¢&inského — Camellia  sinensis.
Z botanického hlediska se rozliSuji dvé odridy ¢ajovniku: Camellia sinensis var. sinensis
(¢ajovnik Cinsky) a Camellia sinensis var. assamica (€ajovnik assamsky). Rozmanitost
chuti ¢aje je dana jeho zemépisnou oblasti, piidou, nadmotskou vyskou a také typem

podnebi [1, 23, 82].

Camellia sinensis, patfici do Celedi Theaceae, je zeleny strom, piipadné kef, ktery
dorista do vysky 10 — 15 m ve volné ptirod€ a 0,6 — 1,5 m pfi péstovani. Listy jsou svétle
zelené, kratké, stiidavé, kopinaté, s vroubkovanymi okraji s délkou od 5 do 30 cm a Sitkou
pfiblizné 4 cm. Zralé listy jsou zafivé zelené, hladké a kozovité. Kvéty jsou bilé, s
charakteristickou viini, primérné maji 2,5 az 4,0 cm a Sest aZ osm okvétnich listkli. Kvéty
nesou ty¢inky se Zlutym praSnikem a produkuji nahnédlé cervené tobolky. Plod je ve tvaru
zplosténé, hladké, zaoblené kapsule. Semeno se nachézi samostatné v kazdé kapsuli zvlast
a ma velikost malého ofechu. Mladé listky maji kratké bilé chloupky na spodni strané a

mladé vétve jsou Sedo-zluté a hladké. Vétve jsou v pribéhu roku purpurové cervené [22,
23].

Obr. 2: Cajové listky [70]
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Cajovnik se péstuje ze semen. Od trettho roku se zalina s tvarovanim ketfe do
zéddaného tvaru a optimdlni vysky 70 — 100 cm. Pravidelnym otrhdvanim je kef nucen

tvofit nové a nove listky [2].

Varieta sinensis ma ketovity vzrist s malymi listy dlouhymi od 5 do 12 c¢cm, dobfe
snasi chlad ve vysokych nadmoiskych vyskach. Listy variety assamica mohou méfit az 20
cm, maji stromovity vzrist a vyzaduji teplé podnebi. Cajovniky se péstuji v tropickych a
subtropickych oblastech v nadmotské vysce od 600 do 2800 m. Idedlni podminky pro rust
maji Cajovniky pestované pii teploté od 18 do 28 °C a dostatecném slunecnim svitu [2, 5].

Cajovnikové listy pochazejici z vy$ich nadmoiskych vysek davaji vyrazngjsi a
kvalitnéj$i nalev. Vyslednou chut’ a kvalitu ¢aje ovliviiuje mnoho dilezitych faktort, jako
tteba podnebi, piida, nadmoiska vyska, prostfedi, v némz se sklizi a zpracovava, miseni,

baleni, doprava a skladovani [14, 22, 23, 82].

Roc¢né se vyprodukuje zhruba dva a pil milioni tun suseného ¢aje. Z toho ptipada 20
% na ¢aj zeleny, asi 2 % na oolong a 78 % na ¢aj Cerny. Zelené, ¢erné a oolong Caje se

pfipravuji ze stejného rostlinného druhu neboli ¢ajovniku ¢inského [9].

Obr. 3: Cajovnik &insky (Camellia sinensis) [71]

1.2 Péstovani a sklizen ¢ajovych listi a pupeni

Prvni ¢ajova plantdz na svété se nachéazela u nejvétsiho jezera Biwa-ko v Japonsku.
V oblasti Shizuoka, kterd se nachdzi na tGpati hory Fuji, ma pivod téméf polovina veskeré
japonské €ajové produkce. Dnesnimu svétovému trhu poskytuje velice cenény japonsky
zeleny ¢aj Gyokuro a nejlepsi druhy Senchy. V Japonsku se produkuje prakticky jen zeleny
¢aj [1, 7].
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Pro vysazovani a sbér se voli ¢ajovniky s vysokou produkei listli a dobrou odolnosti.
Cajovnik se miZe rozmnozovat nékolika zptisoby. Diive se vysévala semena nebo
vysazovaly odnoze, dnes se dava spisSe prednost vysazovani sazenic ziskanych fizkovanim.
Po roce se provadi prvni fez, aby se ket rozriistal do Sitky. Kefe se nechaji jeden rok
v klidu bez sklizné dortst do vysky vyhonkt asi 1 m. Poté se roztiidi a jednotlivé se zasadi
do ptdy, az zapusti kofeny a dosdhnou vysky asi 60 cm. Potom se piesadi do zemé¢, do
hustych stejnomérnych tadka. Pfi vysazovani Cajovniku je nezbytné také vysazovani
strom, nebot’ jej chrani pfed nadmérnym slunec¢nim zatenim i vétrem [6, 10]. Tti roky se
rostliny opétovné sefezavaji. Az ziskaji rostliny svilj kone¢ny tvar, mohou se z nich poprvé
sklizet Cajové listky. Po 4 — 5 letech poskytnou kefe ¢ajovniku svou prvni sklizen a
v zavislosti na poloze a klimatickych podminkach se ¢aj sklizi bud’ v prib¢hu celého roku,
nebo se sklizenn fidi vegetatnim cyklem rostliny. Cyklus zahrnuje 8 — 9 nejteplejSich

mesict v roce, béhem kterych lze kazdych 10 — 14 dni sklizet nové listy a poupata [5, 6,

15].

Obr. 4: Sbér cajovych listkll na plantdzi [72]

Zelené Caje vybrané jakosti se sklizeji ruéné a déle se zpracovavaji. Pti ruénim sbéru
se sklizi mladé vyhonky v podobé dvou listkii a jednoho pupenu. V mnoha cajovych
plantaZich se provadi sklizen za pomoci stroji. Ru¢ni sbér a strojova sklizen se na mnoha
¢ajovych plantdzich v Japonsku kombinuji tak, ze se prvni jarni Groda, velmi vysoce

kvalitni sklizeni, sbird ru¢né a pozd¢jsi sklizné se provadéji strojové. Denné se sesbira

okolo 30 — 35 kg Cerstvého Caje. Z tohoto mnozstvi se ziska zhruba 7 — 9 kg suseného caje

[4].
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Prvni sklizeti se vyznacuje svou aromaticnosti, témét vyhradné se provadi ruénim
sbérem. Existuji také ¢aje nazyvané ,highgrown®, které rostou ve vyssSich polohdch a

jejich doba rastu je delsi, coz podporuje bohaté aroma [6, 8].

1.2.1 Zpracovani ¢ajovych listii a vyroba zeleného caje

vvvvvv

sloucenin, snizuje hotkost, inaktivuje enzymy, snizuje obsah vlhkosti a transformuje
¢ajové listy do Sesti riznych barevnych odstinli pouzivanych na klasifikaci ¢aje. Prvni
kroky pfi zpracovani zelené¢ho ¢aje jsou rozlozeni listli Caje po sbéru, fixovani, rolovani,
formovani a suseni. Cerstvé otrhané listky se nechévaji zavadnout na Zelezné panvi nad
ohném. Enzymy, které jsou obsazené v rostlinnych buiikach, se podrobuji denaturaci, aby
nedoslo k fermentaci. Po sbéru jsou ¢ajové listy zpracované tak, aby zabranily degradaci

biochemickych latek a znehodnoceni [5, 6, 24].

Existuje mnoho druhti ¢aje, které podle zptisobu zpracovani ¢ajovych listkli mizeme
rozdélit do nasledujicich skupin: zeleny, ¢erny, bily a oolong. Caje mohou byt rozdéleny

také podle jejich piivodu, zptsobu vyroby a velikosti listi [5, 8].

e Podle ptivodu se mohou délit na: ¢inske, indicke, ceylonské, japonské a dalsi.

e Podle zptisobu vyroby na: bilé, zelené, zluté, oolong, ¢erné a cervené.

e Podle velikosti listu na: celolistové (Whole leaf), zlomkové (Broken), drt,
praskovité (Fannings, Dust).

e Typu CTC — Crushing (drceni), Tearing (trhani), Curling (rolovani) [8, 11].

Vyroba zeleného Caje zahrnuje sbér ¢ajovych listktll, fixovani, rolovani, formovani a
suSeni. Po sbéru jsou Cajové listy rozloZzené na bambusové rohoZe nebo jiné povrchy, na
jednu az tfi hodiny. V prabéhu tohoto procesu se listy postupné obraceji a dochézi
k uvolnéni trdvnatého zapachu, ktery je charakteristicky pro cCerstvé Cajové listky a
castecné se snizuje vlhkost. Velikost plochy a doba trvani rolovani listli se lisi od riznych
druhti ¢aji. V tisicileté ¢ajové historii se na sesbirané listy aplikovaly tyto metody: suSeni
na slunci, vafeni a suSeni teplem, prazeni v kulatych kovovych panvich na ohni a

naparovani [4, 24].

Cerstvé ¢ajové listy jsou vystavené piisobeni tepla piiblizné 10 — 15 minut v procesu

znamém jako fixovéani. Tento proces inaktivuje enzymy ve vyhoncich listli, aby se
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zabréanilo oxidaci a fermentaci a zaroveii pro zachovani zelené barvy. Cajové vyhonky
obsahuji enzymy, které jsou zodpovédné za metabolické a biochemické drahy, zptisobujici
rust ¢ajovnikl. Enzymy v téchto rostlinach jsou polyfenoloxidazy, katalazy, peroxidazy a
askorbat oxiddzy. Béhem procesu fixovani se snizi obsah vody v listech az o 40 %. Metody

fixace zeleného Caje se skladaji z prazeni a pateni [25, 26, 27, 80].

Zeleny Caj se vyrabi pafenim listl, aby se inaktivovaly enzymy, které by mohly
zpusobovat fermentaci listl. Aroma, které je specifické pro prazeny ¢aj, vznika, kdyz se
listy prazi pii teploté¢ mezi 100 — 120 °C. Hoika a svirava chut v ¢ajovych listech nizsi
kvality se odstrafiuje prazenim pii teplot¢ 200 °C, dochazi k rozkladu polyfenolti na

pyrolové a pyrazinové typy aromatickych slozek [28, 29].

PraZeni na panvi spociva v suSeni listd pfimo na suché panvi, kterd je vystavena
vysokému zdroji tepla. Rozvijela se v Ciné a je hlavni cestou zpracovavani zeleného &aje.
Zpracovani pomoci pary se vykonava umisténim listd nad perforované paraky, které
uvolnuji paru spod ohiivané vody. Tato metoda se uplatiiuje v Japonsku. Pfi tomto procesu
se zachovavaji barvy, vy$§i obsah polyfenolii a antioxidanth nez pii prazeni. Rychlé,
rovnomeérné a vysokoteplotni suseni je diilezité pro vysoko kvalitni ¢aje. Teploty suSeni se
pohybuji v rozmezi od 100 — 200 °C pro tradiéni zpracovani a 220 — 330 °C pro strojové
zpracovani Caje. Nizké teploty mizou zpusobovat z€ervenani listl a naopak nadmérné
vysoké teploty spaleni a vysuSeni listd, coz vede k jejich zazloutnuti az zhnédnuti.
Nevhodné zvolend teplota znemozZituje dalsi zpracovani jako napiiklad valcovani, které by

mohlo listy uplné znehodnotit [24].

Po ohiivani se listy valcuji, aby se naruSila struktura bunécéné stény, uvolnila se
vlhkost listu a tvaroval se findlni vyrobek. Listy jsou svinuté rucné, anebo mechanickym
valcem a hlavnim cilem tohoto procesu je zvyraznéni chuti ¢aje. Doba valcovani se
pohybuje v rozmezi nékolika minut az hodin. Mlad¢ listy se véalcuji pod mensSim tlakem a v
krat§im trvani jako listy starSi, aby se zabranilo Zloutnuti, které je vysledkem hydrolyzy
chlorofylu a autooxidace polyfenold. Valcované ¢ajové listky jsou nasledné tvarované do
riznych forem. Valcované listy se nakonec susi piisobenim ohné. Cely proces valcovani a
suSeni se nékolikrat opakuje, az dokud nejsou listy uplné suché. Proces vyroby zeleného
¢aje je velmi naroCny, protoze zména Casu suSeni, pfipadné valcovani miize vést k
fermentaci listl, ktera ma negativni dopad na chut’ ¢aje. V zavislosti od metody, suseni trva

od 20 minut az nékolik hodin. SuSeni na panvi vytvaii ¢ajovy produkt s pevnéjSim tvarem,
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ktery udrzuje vétSinu aroma v porovnani s Cajem, ktery se susi na vzduchu, nebo na

slune¢nim svétle [24, 28].

Obr. 5: Zeleny €aj [73]

1.2.2 Ostatni ¢aje

I ptesto, ze Cerny Caj prospiva zdravi méné nez ¢aj zeleny, je zatim ve svété
nejoblibendj$im druhem. Tvoii zhruba 80 % veskerého zpracovaného ¢aje. Cerny ¢aj ma
vyraznéjs$i vini, chut’ a je tmavsi. Zpracovani natrhanych listll na ¢erny €aj zahrnuje Ctyti
pracovni kroky: zavadnuti, svinovani, fermentaci a suseni [2, 5]. Listky ¢ern¢ho caje se
zpracovavaji déle, soucasti jeho zpracovani je i autooxidace, ktera zapfiCifiuje tmave
hnédou az nadervenalou barvu listkii. Cerny ¢aj vznika tepelnou fermentaci zavadlého a
nasekaného popft. svinutého ¢ajového listku. Pti svinovani vychdzi latky obsazené uvniti
na povrch listu. Z chemického hlediska se jedna o castecnou fermentaci a zaroven
probéhne 1 oxidace [2, 4]. Z prvotnich, ve vodé rozpustnych vstiebatelnych polyfenold
vznikaji nevsttebatelné a ve vod¢ nerozpustné slouceniny, napt. rubigeny, obsah kofeinu se

pfi fermentaci a oxidaci méni jen velmi malo. Pfi fermentaci dochdzi ke snizeni obsahu

vitamint (hlavn¢ vitaminu C) a mineralnich prvki [4, 6].

Obr. 6: Cerny &aj [74]
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Caje oolong jsou polofermentované a mohou se lisit stupném fermentace. Oolong je
zCasti zoxidovany, tudiz méa vyrazngj$i chut’ nez ¢aj zeleny. Z hlediska ¢astecné oxidace
obsahuje mén¢ polyfenoli. Oolong je charakteristicky svym jemnym aroma [5, 6].
Natrhané listy se rozlozi na velké kusy latky a vystavi se na slunci, a tim za¢ne mirna
fermentace. U nékterych oolongti se kvili fermentaci listy protidsaji v bambusovych
kosich, aby se naruSily okraje a mohla z nich unikat §tava. Ve chvili, kdy okraje listi
za¢nou cervenat, se ukon¢i fermentace suSenim (zhruba 45 min pii 70 °C). Horké listy se
zabali do kusi bavinéné latky a zabalené listy se zhruba 20 min hnétou a vélcuji. Poté se
znovu su$i. Tento postup se u nékterych ¢aji opakuje az desetkrat. Na konci zpracovani
jsou listy pevné a svinuté. RozliSuji se celkem Ctyfi typy Caje oolong: Pouchong, Zhen

Cha, So Cha a Kao-Shan-Cha [3, 5].

Obr. 7: Oolong ¢aj [75]

1.3 Historie a vyroba matcha caje

Caj se na japonské ostrovy rozsifil v 8. stoleti n. 1. zasluhou buddhistickych mnichi,
pochazejicich z Ciny. Matchu piivezl do Japonska japonsky mnich Mjoan Eisai, ktery
v 80. letech 12. stoleti cestoval po Ciné a objevil zeleny ¢aj z mletych listk{i. V roce 1191
se vratil do Japonska 1 s né€kolika seminky ¢ajovniku a zacal popularizovat piti matchy [1,

7.
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Obr. 8: Matcha ¢aj [19]

Tajemstvi matchy spoc¢iva v umleti zelenych cajovych listki, a také ve slozitém
péstitelském a vyrobnim procesu, kterym matcha prochazi. Na zacatku jara zacinaji na
ketich raSit pupeny a v této fazi jsou ¢ajovnikova pole téméf zastinénd. Proces zastinovani
je pro Cajovnik velice stresujici. Kete nejsou schopny fotosyntézy, a tudiz se vytvoii vétsi

mnozstvi L-theaninu a zabrani se vzniku tfislovin, které zptisobuji trpkou chut’ ¢aje.

Existuji dva rizné zpisoby zastinéni: tana a dzikagise. Tana se pouziva na velkych,
prvottidnich plantazich. Pfes konstrukci jsou piehozeny sité, které propusti jen 10 %
svétla, ale pfitom umozni, aby k ¢ajovnikiim pronikl dést’ a vlhkost. Dzikagise pouzivaji

drobni péstitelé. Pres ¢ajovniky rozprostiou velky kus latky, ktery rostliny zastini [7, 8, 9].

Sklizenn ¢ajovych listkii na plantazich za¢ind 88. den od zacatku 1éta. Listky se pii
vysoké teploté rychle napafi, tim se zastavi fermentac¢ni ¢i oxidacni proces a zistava
zachovana zelena barva. Napatovani trva asi 20 sekund, potom se listky ususi, aby se snizil
obsah vlhkosti, a v této fazi jsou oznaCovany jako araca. Ara¢a znamend v japonStiné
,Lhruby ¢aj“, ktery se nasledné zpracovava. Odstrani se stonky a listky se proseji, protiidi a

v separatoru barev se odstrani vSechny listky, které nejsou naprosto jasné zelené.

Caj tena vybrané jakostni tiidy se umele na dokonale jemny zeleny prasek.
V prostiedi, kde proces mleti ¢aje probihd, je udrZovana nizka a stabilni teplota a velmi
nizka vlhkost. Proces probiha ve tmé, aby listky zistaly jasné zelené a Cerstvé. Umleté
listky jdou nasledné do balirny, kde se matcha pfi tlumeném svétle piesype do obalu, ktery
zabrani pfistupu svétla a vzduchu (sacky se Casto vakuove uzaviraji) a matcha tim zistane

déle Cerstva [7, 8].
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Vétsina producentil vyrabi dva druhy prémiovych ¢aji matcha, které se vyuzivaji pii
japonskych ¢ajovych obtadech. Tyto Caje, nazyvané usacha a koicha se 1isi intenzitou chuti
a zpusobem podavani. Koicha se vyrabi z listi starSich cajovych keit a ve vysledku je
drazsi. Salek ¢aje koicha ma4 silngjsi chut’ a hust&jsi texturu. P¥i piipravé se pouziva mensi
mnozstvi vody a naopak vétSi mnozstvi ¢aje, nakonec se pfipravena smes hnéte pomoci

specialnich slehact na findlni podobu [30].
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2 NUTRICNI SLOZENI ZELENYCH CAJU

Listy Cajovniku ¢inského obsahuji urcité mnozstvi chemickych latek jako napf.
aminokyseliny, mineralni prvky, kofein a polyfenoly, zejména flavonoidy. Ze 75 az 80 %
je tvoti voda, jejiz obsah béhem zavadani — prvni faze vyrobniho procesu — klesne na 60 az
fadime katechin (C), epikatechin (EC), epikatechin gallat (ECG), epigallokatechin (EGC) a
epigallokatechin-3-gallat (EGCG). Bylo prokézano, ze nejucinnéjs$i a nejvyznamnéjsi
z katechini je EGCG, ktery je velmi silnym antioxidantem. Matcha obsahuje vysoké
koncentrace polyfenolti, volnych aminokyselin, zejména L-theaninu a kofeinu. Obecné je
matcha charakterizovana spiSe mirn€ sviravou a silnou chuti umami. Vyrazna chut
zeleného Caje je zplsobend volnymi aminokyselinami (zejména L-theaninem a kyselinou
glutamovou). Jsou dulezitou slozkou zelenych ¢ajii a podili se na vytvareni aroma a chuti

¢aje [1, 16, 31].
2.1 Nutri¢ni znaky zelenych ¢aji

2.1.1 Volné cukry

Piti zeleného &aje je spojeno se snizenim hladiny glukézy v krvi. Cajovy list
obsahuje jednoduché sacharidy, které jsou produkty Stépeni polysacharidii a pektini.
Jednoduché sacharidy mohou pak dale reagovat s volnymi aminokyselinami pfi zpracovani
Caje a odpovidaji za vysledné aroma caje. V listech ¢aje se nachazi cukry v nizkém
mnozstvi, a to do 1,41 % v suSin¢ €aje. Jsou to zejména fruktodza, glukoza a sachardza [33,

50, 67].

2.1.2 Polysacharidy, vlaknina a lignin

V ¢ajove rostliné se nachazi nékolik typi polysacharida, pficemz Skrob tvoii pouze
0,82 — 2,96 % hmotnosti Caje. Ze slozit¢jSich polysacharidi nachazejicich se v ¢ajovém
listu jsou zastoupeny celuldéza, hemicelulézy a polyfenolicka latka lignin, kterd je
doprovazi [32, 51]. Vldknina Cajovych listil je zpravidla tvofena komplexnimi sacharidy,
které 1ze oznacit jako neskrobové polysacharidy a patii sem celuldza, hemicelulozy, pektin
a zminovany polyfenol lignin. Dozravanim rostliny se zvySuje obsah ligninu a celulozy,
coz odpovida jejich uloze pti poskytovani struktury rostouci rostliny. Pektiny jsou taktéz

pfitomné v listech, vyskytuji se ve vyS$$im mmnozstvi a tvoii az 6,1 % hmotnosti Caje.
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Cajovy vytézek obsahuje piiblizné 4 % ostatnich polysacharidii a 0,15 % pektinu [32, 33,
50].

2.1.3 Bilkoviny a aminokyseliny

Cajovy napoj obsahuje pfiblizng 17 % dusikatych latek ve formé proteint,
aminokyselin, nukleovych kyselin a L-theaninu. Z proteinti obsazenych v ¢aji jsou dilezité
enzymy, které jsou odpovédné za proces fermentace. Radime zde polyfenoloxidazy,

peroxiddzy a aminooxidazy [51].

Aminokyseliny vyskytujici se v €aji jsou hlavné leucin, izoleucin, serin, kyselina
glutamova, asparagova, glutamin, treonin a fenylalanin. Koncentrace aminokyselin v ¢aji
volnych aminokyselin v zeleném a ¢erném ¢aji. Obsah theaninu ve 100 g ¢aje je 1,5 — 3,0

% a dodava ¢aji sladkou chut’ [31, 52].

2.14 Lipidy

Zastoupeni lipidové frakce v ¢ajovém listu tvofi hlavné triacylglyceroly (tuky a
oleje), terpenoidy, spinasteroly a vosky. Mnozstvi lipidii v zelenych ¢ajich se pohybuje
pfiblizn€ do 5 %. Pro jejich nizkou rozpustnost ve vodé je jejich mnozstvi v Cajovém

vytézku zanedbatelné [32, 53].

2.1.5 Stravitelnost

Nutri¢ni hodnota kazdé potraviny zahrnuje stanoveni nutri¢nich faktort, ale také je
nutné zjistit vyuzitelnost lidskym organizmem neboli stravitelnost. Stravitelnost je dana
mnozstvim Zivin, které byly absorbovany zazivacim ustrojim. ZjiSténi stravitelnosti
zahrnuje metody in vivo a in vitro. Metoda in vivo se provadi na pokusnych objektech, kde
je stanoveno mnozstvi spotfebovaného dusiku ve vztahu k pfijatému a vylou¢enému
dusiku organizmem. Metoda in vitro je zaloZzena na simulovani podminek in vivo v
laboratornich podminkach. Zde se stanovuje mnozstvi dusiku pfed a po pisobeni
proteolytickych enzymt [34]. Mezi latky, které snizuji stravitelnost, patii nékteré soucasti
vlakniny, tiisloviny a fenolické latky bézné se vyskytujici v ovoci a zelenin€ [35]. Vysoky
obsah vladkniny ve stravé muze zpUsobit nedostatecnou vyuzitelnost stopovych prvki,

stejné jako kyselina fytova nebo taninova [36].
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2.1.6 Polyfenoly

Polyfenoly miizeme najit v pravém ¢aji, ovoci, zeleniné a mnoha bylinnych ¢ajich.
Zastoupeni polyfenolti v pravych ¢ajich je ovlivnéno procesem fermentace. Mezi hlavni
polyfenoly Caje patii flavonoidy (pievazné z nich pak katechiny). Polyfenoly maji pozitivni
ucinek na chut’ a barvu Caje a pfitomnost v ¢aji Ize rozeznat podle trpké a hoiké chuti v
ustech, kterou vyvolavaji. Chut zeleného caje je trpci, coz zplisobuji neoxidované
polyfenoly. VétSina polyfenol nachazejicich se v ¢aji jsou jiz zminované katechiny, které

obvykle tvoti 30 — 42 % suché hmotnosti [3, 50, 54, 55].

2.1.6.1 Flavonoidy

Flavonoidy jsou podskupinou polyfenold, které v zeleném caji z této skupiny
pfevladaji. Flavonoidy jsou rostlinné sekunddrni metabolity, které se skladaji z

fenylbenzopyranu a zastoupeni maji vyssi v pupenech nez starSich listech [37].
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Obr. 9: Katechiny v zeleném ¢aji [16]

Tab. 1: Zastoupeni katechinti zelen¢ho Caje [1]

Katechiny MnoZzstvi
(%)
(+)-Gallokatechin 1,4
(-)-Epigallokatechin 17,6
(-)-Epikatechin 5,81
(-)-Epigallokatechin gallat 53,9
(-)-Epikatechin gallat 12,5
Celkem 91,2
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Z flavonoidt jsou v Cerstvych zelenych listech zastoupeny hlavné katechiny. Tyto
jsou ve vodé rozpustnymi antioxidanty, které se snadno oxiduji. Katechiny dévaji
zelenému caji hotkou a trpkou chut’ a mlizou predstavovat vice jako 30 % rozpusténych
pevnych latek v roztocich a extraktech zelené¢ho Caje. Pomér katechinii je dilezity nejen
pro vyslednou kvalitu caje, ale taktéz pro zvySenou efektivitu v prevenci proti rakoving.
Obsah flavonoidii v &aji &ini 10 — 25 mg.I" [37, 55, 56]. Kdyz se listy ¢aje v pribéhu
vyroby zpracovavaji, katechiny piichazeji do kontaktu s polyfenoloxidazami, coz vede k
jejich oxidaci a tvorbé dimerti a polymert flavanolu, zndmych jako theaflaviny a
thearubiginy. Ve vysledku, obsah katechinti dostupnych z ¢aje matcha se ocekava na jiné
urovni jako z klasického zeleného caje, kde slunecni zafeni ovliviiuje mnozstvi a
koncentraci katechinii v listech rostliny. Obsah katechint v listech ¢aje se zvySuje, ¢im je

vic rostlina vystavovana slune¢nimu zafeni [16, 38, 39].

2.1.6.2 Polyfenolické kyseliny

Polyfenolické kyseliny jsou aromatické sekundarni metabolity rostlin, nachéazejici se
v Sirokém rozmezi v riznych potravindch. Maji vyznamné antioxidacni vlastnosti a
zdravotni benefity. Podle chemické struktury jsou polyfenolové kyseliny odvozené od
kyselin benzoové a skoficové. Do tiidy polyfenolickych kyselin zahrnujeme kyselinu
gallovou, kumarovou, derivaty kyselin chinové a kavové. Obsah polyfenolickych kyselin v

zelenych &ajich &ini cca okolo 165 mg GAE.g" (dle podminek extrakce) [16, 40, 48, 57].

2.1.6.3 Taniny

Extrakty ze zelené¢ho ¢aje obsahuji kondenzované a hydrolyzované ttisloviny [37].
Taniny jsou rtiznoroda skupina polyfenoli, ktera se tvofi jako sekundarni metabolity v
rostlinach a zahrnuji Sirokou Skélu oligomernich a polymernich polyfenoll. Nejcastéjsi
vyskytujici se taniny jsou kondenzované taniny, z hydrolyzovatelnych potom gallotaniny a

ellagitaniny [41]. Obsah tanint v ¢ajich se pohybuje cca do 1,5 mg.g™' [58].

2.1.7 Organické kyseliny

Organické kyseliny se podili na organoleptickych vlastnostech ¢aji. Mezi organické
kyseliny vyskytujici se v €ajich patii kyselina Stavelova, malonova, citronova, adipova a

chinova [50, 56].
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2.1.8 Alkaloidy

Caje obsahuji tii farmakologicky aktivni purinové (methylxantinové) alkaloidy:
kofein, theofylin a theobromin. Alkaloidy maji velice silné fyziologické uCinky a mezi
nejznamejsi alkaloid caje fadime kofein. Kofein je hlavnim plivodcem povzbuzujicich
ucinki zeleného cCaje, zvySuje dusevni aktivitu a fyzické vykony. Theofylin a theobromin
pomahaji v 1é€b¢ astma a bradykardie [42, 59, 60]. Theobromin mé podobné Gcinky jako
kofein, ale mé slabsi ucinek. Obsah theobrominu a theofylinu se v zelenych cajich
pohybuje v rozmezi cca 4 — 5 % [62, 65, 66]. Nejvice kofeinu najdeme v mladych listcich a
pupenech, vytézky z Cerstvych ¢ajovych listi obsahuji 3 — 4 % kofeinu. Hladiny kofeinu v
zelenych a cernych c¢ajovych listech se liSi odridami. Koncentrace téchto rostlinnych

alkaloidt je ukazatelem kvality cerstvych €ajovych listi [37, 43].
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Obr. 10: Chemicky vzorec kofeinu [16]

2.1.9 Vitaminy

Zeleny ¢aj je jeden z vyznamnych zdrojii pro obsah vitamini. Cerstvy ¢ajovy list
obsahuje mnoho vitaminti, a to pifedev§im vitaminy B;, B, B3, By, C, E a vitamin K.
Mnozstvi vitamini zavisi na typu Caje a oblasti, ve které se Cajovnik péstuje [63, 64].
Zeleny Caj obsahuje vy$$i mnozstvi vitaminu C a vitaminu E. Vitamin E se nachazi v
listech ¢ajovniku a ¢ajovy list obsahuje ptevazné a-, B-, y- a 6- tokoferoly. Vitamin C se
nachazi zejména v cerstvém cCajovém listu, jeho koncentrace b&hem zpracovéani a

skladovani klesa. Obsah vitaminu C v zelenych ¢ajich je ptiblizné 0,25 % [33, 54, 61].

2.1.10 Mineralni prvky

V zeleném caji se nachdzi cca 5 — 7 % mineralnich prvkii. Mezi hlavni mineralni a
stopové prvky patii draslik, vapnik, zinek, fosfor, mangan, fluor, hoicik, zelezo a méd'.
Mineralni prvky muzeme rozd¢lit na makrobiogenni, mikrobiogenni a stopové. Mezi

makrobiogenni zafazujeme Na, K, Mg, Ca, Cl, P a S. Akumulace minerdlnich prvkl v
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¢ajovych listech, je mozné ptipsat ke kyselé pidé, ve které Cajovniky rostou, protoze

uvolnéni kovi je vyssi v kyselych ptidach, nez v padach neutralnich [46, 52].

Tab. 2: Primérny obsah makrobiogennich prvki ve vzorku caje matcha [44]

Makrobiogenni prvky (mg.kg'l)
Na K Mg Ca
Koncentrace | 123+9 | 10750+ 700 | 2080+ 215 | 1920+ 140
Rozsah 105 —138| 982011990 | 1780 — 2460 | 1740 — 2190

V tabulce 2 je prezentovany obsah makrobiogennich prvkl v japonském ¢aji matcha.
Vzhledem k vysledkiim, mizeme pozorovat vysoky obsah K a Mg, coz znamena, ze tento
¢aj by mohl byt i soucéasti lidské stravy, zejména pro podporu populace s
kardiovaskularnim onemocnénim [44]. Do skupiny mikrobiogennich prvkl zatazujeme Fe
a Zn. Tyto prvky se vyskytuji v zelenych ¢ajich v nizSich koncentracich. ZvySena
konzumace zeleného Caje, snizuje resorpci Fe a tim padem jeho koncentraci v krevnim
séru, ledvinach a srdci. Hlavni slouceniny podilejici se na inhibici absorpce Fe v zeleném
¢aji jsou polyfenoly (katechiny, kyselina fytovéa, kyselina taninovd). Mechanizmus, pomoci
kterého by vyluh ze zeleného Caje zvySoval koncentraci Zn v lidském téle, neni znadmy.
Organické kyseliny vyluhované ze zelen¢ho Caje maji potencidl zvysit rozpustnost, nebo

pH a usnadnit tak absorpci Zn [46].

Do skupiny stopovych prvki zahrnujeme B, Co, Cr, Cu, F, I, Mn, Mo, Ni, Se, Sn,
Al, As, Cd, Hg, Pb aj. Caj obsahuje stopové prvky, které jsou nevyhnutné pro lidské zdravi
[47]. Zeleny ¢aj je bohaty na Mn, F a Al. Anorganické slozka Caje nemusi obsahovat jen
esencialni mineralni prvky, ale také neesencialni mineralni prvky, kontaminanty jako jsou
As, Cd a Pb. Hlavnimi zdroji téchto kontaminantt jsou kofeny ¢ajovniku, pomoci kterych
jsou kontaminanty uklddany v listech. Cd a As miiZzou byt pfitomné v hnojivech a
odpadovych vodach pouZivanych v procesu péstovani [33, 45]. Caj je i bohatym zdrojem
Mn, ktery je soucasti endogennich antioxidantd, proti reaktivnim druhtim kysliku a
oxida¢nimu stresu. Uvadi se, Ze jeden Salek caje ptispiva zhruba ke 40 % primérmné denni
davce Mn v biologické formé. Cu je jeden z ptirodnich kovi, ktery se také ¢asto nachéazi v
aji. Obsah F v riznych typech listi &aje je v rozmezi 170 — 878 mgkg”. Nejvyssi
koncentrace tohoto prvku byla ve starych listech ¢aje, v porovnani s mladymi, kde je

koncentrace az 2 krat niz§i. F z kysel¢ pudy do ¢ajové rostliny difunduje velmi dobfe.
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Pokud se respektuje jeho referencni denni dévka, dokaze redukovat zubni kaz u déti i

dospélych. Proto jsou zelené Caje cenény i z tohoto divodu [30, 48, 49].
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3 PRIPRAVA LEDOVYCH CAJU A JEJICH VYUZITI
V GASTRONOMII

Myslenka ledového Caje se zrodila na Svétovém obchodnim veletrhu v St. Louis
roku 1904. V této dobé Americané pili nejvice Cinsky zeleny ¢aj. Do roku 1992 spotieba
ledového Caje v Americe vzrostla na 1,6 az 1,8 bilionu sklenic ro¢n€. Vice nez 80 %
z celkové spotieby ¢aje v USA se podava s ledem a témét 80 % americkych domécnosti

pije ledové Caje [15].

Pti piti béZného zeleného ¢aje, at’ uz sypaného, nebo porcovaného, se po vyluhovani
¢ajové listky vyhodi. Pfi piti matchy se smichd jasn€ zeleny prések s tekutinou a dochazi

zaroven 1 ke konzumaci ¢ajovych listl, coz je rozdil oproti klasickym ¢ajam [7].

Ledovy ¢aj mlze vzniknout po zfedéni ¢ajového extraktu s vodou. Obvykle se
prodava v plechovkach nebo lahvich. Sypany ¢aj, jako je cerny ¢i zeleny ¢aj, se vyrabi z
listll a poté se vafi, aby se ziskal extrakt, ktery se poté koncentruje odpatfenim vody, ¢imz
se ziska granulovany pevny koncentrat. Granulovany koncentrat mize byt zabalen do
papirovych sackii a ponoifen do horké vody pro rekonstituci pied spotiebou. Cajovy extrakt
muze byt také prodavan jako "ledovy caj", napf. v konzervovaném tekutém produktu.
SuSeni rozprasovanim je rychly proces a lze jej snadno regulovat. Produkty si obvykle
zachovavaji své kvalitativni vlastnosti, jako je barva, chut’ a Ziviny, proto se rozpraSovaci

susicky Siroce pouzivaji pii vyrobé praskovych a polotekutych potravin z extraktt [96].

Ledovy c¢aj se ptipravi nejlépe z €aji pochéazejicich ze Sri Lanky nebo ¢inského
Qimenu, které se vyznacuji plnou chuti. Odméii se dvojndsobné mnozstvi listkii nez
obvykle a nechd se vyluhovat. Po pfecezeni se nalev osladi a teplym nalevem se zaliji
kostky ledu ve sklenici. Ledovy ¢aj lze doplnit listky Cerstvé maty s platkem citronu ¢i
pomerance a muze se podavat. Podle jiného receptu se dvojnasobné silny nélev piecedi,
osladi a neché v lednici nékolik hodin nebo pies noc vychladit. Serviruje se s ledem, listky
cerstvé maty, platkem citronu ¢i pomerance. Ledovy ¢aj s matchou doda ¢lovéku na konci

dlouhého dne chybéjici energii a je velice osvézujici [7, 15, 96].
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Obr. 11: Ledovy ¢aj matcha [76]

V poslednich zhruba deseti letech zaliba matchy roste i mimo Japonsko. Jenom
v USA wvzrostl vroce 2014 prodej matchy o 50 %. Matcha je nedilnou soucasti
kulinafského a spoleCenského zivota Japoncti. Ti zaclenili matchu jako ptisadu do izasné
rozmanité $kaly jidel a napojl, protoZe velmi prospiva zdravi a jeji jedine¢na chut’ dokaze
promé&nit 1 naprosto nevyrazné pokrmy v zajimavy gastronomicky zéazitek. Matcha je
nesmirné vSestrannd. Mlze se pit jako horky ¢aj, ale Ize ji také ptidat do ovocnych dzus,
smoothies, mléka, nebo dokonce i do koktejli [7]. Na zakladé dostupné literatury obsahuje
matcha ¢aj prospéSné slouceniny (aminokyseliny, antioxidanty, vitaminy, mineralni

prvky), které mohou mit pozitivni vliv na lidské télo [68].
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4 CIiLPRACE

Cilem teoretické casti prace bylo shrnout zakladni charakteristiku zeleného caje,
vcetné peéstovani a vyroby zelenych, specialné matcha ¢aji. Nedilnou soucasti teoretické
¢asti bylo shrnout zakladni nutri¢ni a chemické slozeni zelenych ¢aju ¢i ¢ajovych listd, a

také vyuziti ledovych ¢ajii v gastronomii.

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo analyzovat vzorky ledovych matcha ¢aja, u
kterych se stanovovaly nasledujici jakostni parametry: celkové polyfenoly, polyfenolicky
profil, antioxida¢ni aktivita, kofein, theanin, theobromin, theofylin, stravitelnost, mineralni

a stopové prvky. Vysledky byly statisticky zpracovany a diskutovany.
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11. PRAKTICKA CAST
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S METODIKA

5.1 Pouzité chemikalie
Pro jednotlivé stanoveni byly pouzity tyto chemikalie:

e H,0,30%, (Penta, CR),

e (CaCOs, (Penta, CR),

e aceton 80 %, (Penta, CR),

e methanol 20 %, (Lachner, s.r.o., CR),

e Folin-Ciocalteuho ¢&inidlo, (Penta s.r.0., CR),

e Na,COs 20 %, (Lachema, CR),

e pepsin z vepirové zaludecni sliznice, (Merck KGaA, Damstadt, Némecko),

e pankreatin z veptové slinivky, (Merck KGaA, Damstadt, Némecko),

e  KH,POy4, (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod, CR),

e Na,HPO,.12 H,0, (Ing. Petr Luke§, Uhersky Brod, CR),

e DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl), (Sigma Aldrich, Némecko),

e ABTS (2,2-azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonatu)), (Sigma Aldrich,
Némecko),

e K,S,0s, (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod, CR),

e CH3;COONa, (Penta s.r.0., CR),

e CH;COOH, (Ing. Petr Luke$, Uhersky Brod, CR),

e HCI, (Ing. Petr Lukes, CR),

e HNOs; 67%, (Analytika, spol. s r.0),

e H;PO,, (Penta, CR),

e acetonitril, (Sigma Aldrich, Némecko),

e standard troloxu, (Sigma Aldrich, Némecko),

e standard kyseliny gallové, (Sigma Aldrich, Némecko),

e standard kyseliny 3,4-dihydroxybenzoové, (Sigma Aldrich, Némecko),

e standard kyseliny neochlorogenové, (Sigma Aldrich, Némecko),

e standard kyseliny 4-hydroxybenzoové, (Sigma Aldrich, Némecko),

e standard epigallokatechinu, (Sigma Aldrich, Némecko),

e standard katechinu, (Sigma Aldrich, Némecko),

e standard kyseliny vanilové, (Sigma Aldrich, Némecko),
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e standard kyseliny chlorogenové, (Sigma Aldrich, Némecko),

e standard kyseliny kavové, (Sigma Aldrich, Némecko),

e standard kyseliny syringové, (Sigma Aldrich, Némecko),

e standard epikatechinu, (Sigma Aldrich, Némecko),

e standard kyseliny trans-p-kumarové, (Sigma Aldrich, Némecko),

e standard kyseliny ferulové, (Sigma Aldrich, Némecko),

e standard kyseliny sinapové, (Sigma Aldrich, Némecko),

e standard kyseliny elagové, (Sigma Aldrich, Némecko),

e standard rutinu, (Sigma Aldrich, Némecko),

o standard kyseliny trans-2-hydroxyskotficové, (Sigma Aldrich, Némecko),

e standard ethylesteru kyseliny protokatechové, (Sigma Aldrich, Némecko),

e standard kvercetinu, (Sigma Aldrich, Némecko),

e standard theaninu, (Sigma Aldrich, Némecko),

e standard theobrominu, (Sigma Aldrich, Némecko),

e standard theofylinu, (Sigma Aldrich, Némecko),

e standard kofeinu, (Sigma Aldrich, Némecko),

e standard sodiku, (CMI, Brno),

e standard hot¢iku, (CMI, Brno),

e standard drasliku, (CMI, Brno),

e standard vapniku, (CMI, Brno),

e standard manganu, (CMI, Brno),

e standard Zeleza, (CMI, Brno),

e standard zinku, (CMI, Brno),

e standard selenu, (CMI, Brno),

e certifikovany referen¢ni materidl z ¢ajovych listi, (INCT-TL-1, Institut of Nuclear
Chemistry and Technology, Polsko),

e ultra ¢istd voda, (Purelab Classic Elga, Labwater/VWS Ltd., UK),

e redestilovana voda.

5.2 PouZité pristroje a pomicky
Pro jednotliva stanoveni byly pouzity néasledujici pfistroje a pomticky:

e analytické vahy, (AFA 210 LC, Schoeller, CR),
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elektricka susarna, (Venticell 111 Comfort, BTM a.s., CR),
e atomovy absorp¢ni spektrofotometr ContrAA 800, (Analytik Jena AG, Némecko),
e analyzator rtuti AMA 254, (Altec, CR),
o spektrofotometr Lambda 25, (Perkin Elmer Inc., USA),
e Daisy" inkubator, (Ankom Technology, New York, USA),
e filtracni sacky F57, velikost porti 50 um, (Ankom Technology, New York, USA),
e spektrofotometr Libra S6, (Bichrom Ltd., UK),
e filtracni papir KA 4, (Papirarna Keseg and Rathouzsky),
e impulzni svatecka KF-200, (HC, CR),
e kapalinovy chromatograf, (Shimazdu LC-20AD),
e inkubacni [dhve Adam, AFA-210 LC, (Schoeller, CR),
e muflova pec LM 112 10 ML W Elektro, (VEBF, Némecko),
e mikrovlnny systém Milestone Ethos One, (Sorisole, Itélie),
e aparatura pro HPLC Dionex UltiMate 3000, (Thermo Scientific Inc., USA),
o Autosampler Dionex UltiMate 3000 WPS-3000 SL a WPS-3000 RS
o Pumpa Dionex UltiMate 3000 SD o Kolona Phenomenex Kinetex C 18
(150 mm x 4,6 mm; 5 um)
o Detektor Dionex Diode Array Detector DAD-3000 RS
o Vyhodnocovaci program Chromeleon 7 (verze 7.2.1.5537)
e vortex V-1 plus, Biosan,
e nastavitelné mikropipety,
o stiikackové filtry o priméru 0,22 pum Cronus,

e bézné laboratorni pomtcky a sklo.

5.3 Charakteristika a priprava vzorki ledovych ¢aju

Pro jednotliva stanoveni byly pouzity celkem 3 vzorky matcha caji: Japan tea —
Matcha bio premium (zemé plvodu: Japonsko), Premium Matcha tea — Allnature (zemé
pivodu: Cina) a Wolfberry — Bio matcha tea (zemé& puvodu: Cina). Matcha &aje byly
uchovéavany v origindlnim baleni (250 az 1000 g) pti laboratorni teplot¢ 23 + 2 °C
v klimatizované laboratofi bez ptistupu denniho svétla. Pti jejich skladovani bylo ovéteno,

ze obsah suSiny se nemeéni (o = 0,05).
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5.3.1 Metody pripravy ledovych ¢aji
Metoda 1:

Do sklenénych kadinek (v ptipadé¢ vzorkli urCenych pro prvkovou analyzu byly
vzorky vzdy vazeny do plastovych PP kadinek v ptfipadé vSech metod pfipravy) byly
navazeny 2 g vzorku matcha Caje (s pfesnosti na 0,1 mg) a tyto byly zality 150 ml
redestilované vody o teploté 70 °C (v ptipadé prvkové analyzy byly vzorky zality ultrapure
vodou). Doba luhovani (tedy pfipravy ¢aje) €inila 5 minut. Po 5 minutach bylo ke vzorku
pfiddno 100 g ledu. Ledové kostky byly vyrobeny opét z redestilované nebo ultrapure

vody. Kone¢ny objem ¢aje ¢inil 250 ml.
Metoda 2:

Do sklenénych kadinek byly navazeny 2 g vzorku matcha Caje s pfesnosti na 0,1 mg
a tyto byly zality 150 ml redestilované vody o teplot¢ 20 °C. Po 5 minutach bylo ke
vzorku pfiddno 100 g ledu. Doba luhovani (tedy pfipravy Caje) Cinila taktéz 5 minut.

Konecny objem caje byl 250 ml.
Metoda 3:

Do sklenénych kadinek byly navaZeny 2 g vzorku matcha ¢aje s pfesnosti na 0,1 mg
a tyto byly zality 150 ml redestilované vody o teploté 20 °C. Doba luhovani (tedy piipravy
¢aje) Cinila 12 hodin v lednici. Po 12 hodindch bylo ke vzorku pifidano 100 g ledu.
Konecny objem caje byl 250 ml.

5.4 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou s DPPH

Pro stanoveni je potieba pfipravit pracovni roztok DPPH (2,2-difenyl-1-
pikrylhydrazylu). Na zasobni roztok bylo rozpusténo 24 mg DPPH ve 100 ml methanolu.
Ze zasobniho roztoku byl michan pracovni roztok v poméru 10 ml zasobniho roztoku
DPPH a 45 ml methanolu. Byla zméfena absorbance pracovniho roztoku A, proti
methanolu pfi 515 nm. Pro méfeni bylo do zkumavky pipetovano 8,55 ml pracovniho
roztoku DPPH a potfebné mnozstvi extraktu vzorku. Smés se nechala 60 minut reagovat v
temnu. Po uplynuti doby byla zméfena absorbance A; pii vinové délce 515 nm.
Z namétenych hodnot ibytku absorbance, byla vypoctena dle vzorce 1 hodnota inaktivace.
Vysledna antioxida¢ni aktivita byla vypoctena na zaklad¢ rovnice linearni regrese a byla

vyjadiena jako ekvivalentni mnozstvi mg troloxu ve 100 ml vzorku. Stanoveni bylo pro
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vSechny extrakty provedeno ve dvojim opakovani a kazdé opakovani bylo proméfeno
tiikrat [20].

Inaktivace (%) = % .100 (1)

5.4.1 Kalibrac¢ni kFivka pro stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou s DPPH

Jako standard byl pouzit trolox, jehoz zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim v
methanolu na koncentraci 800 mg.l”. Jeho fedénim byla pfipravena kalibradni fada o
koncentracich 40; 60; 80; 100; 120; 160 a 200 mg.l'l. Jednotlivé koncentrace byly
pfidavany k 8,55 ml pracovniho roztoku v mnozstvi 10 a 40 pl a po 60 minutach v temnu
méfeny hodnoty absorbance na spektrofotometru Lambda 25 pfi vinové délce 515 nm. Z
naméefenych hodnot ubytku absorbance byla sestavena kalibracni kiivka jako zévislost

inaktivace na koncentraci troloxu [mg.l'l].

5.5 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou s ABTS

Pro stanoveni bylo nejdiive potteba piipravit radikal kationtu ABTS (2,2-azinobis(3-
etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonatu)) reakci ABTS s peroxodisiranem draselnym. Do
odmérné banky o objemu 10 ml bylo navaZzeno 0,018 g ABTS a doplnéno destilovanou
vodou po rysku. K tomuto roztoku bylo piidano 0,2 ml 0,06 mol.dm™ peroxodisiranu
draselného, ktery byl pfipraven rozpusténim 0,162 g K,S,0g v 10 ml destilované vody.
Reakéni smés byla ponechana 16 hodin bez pfistupu svétla pii laboratorni teploté pro
vytvofeni radikadlu ABTS. Na reak¢ni smés byl ptfipraven octanovy pufr smichanim 63,5
ml 0,2 mol.dm™ CH3COONa se 136,5 ml 0,2 mol.dm™ CH3;COOH. Octanovy pufr byl
smichan s radikdlem ABTS v poméru 39:1. Proti octanovému pufru byla proméfena
absorbance reak¢ni smési Ap pii 734 nm. Na samotné méfeni bylo do zkumavky
pipetovano 12 ml reak¢éni smési a dle potieby extrakt vzorku. Smés se nechala reagovat po
dobu 30 minut v temnu a poté byla proméfena absorbance A; pfi 734 nm. Z ubytku
absorbance byla vypoctena inaktivace dle rovnice (1), antioxida¢ni aktivita vzorku byla s
pomoci rovnice kalibra¢ni kiivky vyjadiena jako ekvivalentni mnozstvi mg troloxu ve 100
ml vzorku. Stanoveni bylo pro vSechny extrakty provedeno ve dvojim opakovani a kazdé

opakovani bylo prométeno tiikrat [20].
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5.5.1 Kalibraéni kiivka pro stanoveni antioxidaé¢ni aktivity metodou s ABTS

Jako standard byl pouzit trolox, jehoz zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim v
methanolu na koncentraci 0,5 mg.I". Jeho fedénim byla piipravena kalibratni fada o
koncentracich 0,01; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25 a 0,3 mg.l'l. Jednotlivé koncentrace byly
pridavany ke 12 ml reakéni smési v mnozstvi 15 a 30 pl a po 30 minutach v temnu méfeny
na spektrofotometru Lambda 25 pfi vlnové délce 734 nm. Z naméfenych hodnot tbytku
absorbance byla sestavena kalibra¢ni kiivka jako zavislost inaktivace (%) na koncentraci

troloxu [mg.l'l].

5.6 Stanoveni celkového obsahu polyfenoli Folin-Ciocalteuho metodou

Do 10 ml odmérné baiiky bylo pipetovano 5 ml destilované vody, ke které bylo
pfidano 200 pl extraktu vzorku, 0,5 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla, 1,5 ml 20% Na,CO; a
barika byla doplnéna redestilovanou vodou po rysku. Obsah odmérné batiky byl promichan
a umistén na 30 minut do temna. Po uplynuti této doby bylo provedeno méfeni absorbance
pfi vlnové délce 765 nm na spektrofotometru Lambda 25 oproti blanku. Z namétenych
hodnot byl s pomoci rovnice kalibracni kiivky standardu vypocten celkovy obsah
polyfenolt ve vzorku, ktery byl vyjadfen jako ekvivalentni mnozstvi mg kyseliny gallové
ve 100 ml vzorku (mg GAE.100 ml™). Stanoveni bylo pro viechny extrakty provedeno ve

dvojim opakovani a kazdé opakovani bylo prométeno ttikrat [20].

5.6.1 Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni obsahu polyfenoli Folin-Ciocalteuovou

metodou

Jako standard byla pouZita kyselina gallova, jejiz zdsobni roztok byl pfipraven
rozpusténim v methanolu na koncentraci 4 000 mg.I"". Red&nim byla vytvorena kalibracni
fada o koncentracich 50; 100; 200; 400; 600 a 800 mg.1". Do 10 ml odmérné baiiky bylo
pipetovano 5 ml destilované vody, ke které bylo ptfidano 200 ul standardu, 500 pl Folin-
Ciocalteuova ¢inidla, 1,5 ml 20% uhli¢itanu sodného a odmérné banka byla doplnéna po
rysku. Obsah odmérné baniky byl promichdn a umistén na 30 minut do temna. Poté byly
jednotlivé koncentrace proméieny na spektrofotometru Lambda 25 pfi vinové délce 765
nm. Z namé&fenych hodnot byla sestavena kalibra¢ni kiivka jako zavislost absorbance A na

koncentraci kyseliny gallové [mg.1™].
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5.7 Stanoveni polyfenolického profilu metodou HPLC-UV

Pro stanoveni pfitomnosti a obsahu vybranych polyfenolii ve vzorcich byla pouzita
metoda HPLC s UV detekci a kolonou Phenomenex Kinetex C 18 (150 mm x 4,6 mm; 2,6
um). Mobilni faze byla tvofena dvéma slozkami a eluce probihala gradientové. Mobilni
faze A byla smési vody a ledové kyseliny octové (99,8%) v poméru 99:1 a mobilni faze B
byla smési vody, acetonitrilu a ledové kyseliny octové (99,8%) v poméru 67:32:1. Pfesné
sloZeni pomé&ri mobilni faze v prib&hu méfeni je uvedeno v Tab. 3. Objem nastiiku byl 10
ul, teplota kolony byla nastavena na 30 °C, rychlost pritoku mobilni faze byla 1 ml.min™' a
délka analyzy Cinila 45 minut. Vyhodnoceni bylo provedeno pti vinové délce 275 nm. Z
naméfenych hodnot byl s pomoci rovnice kalibra¢ni pifimky vypocten obsah jednotlivych
latek ve vzorku, ktery byl vyjadieny v pg ve 100 ml vzorku. Kazdy extrakt byl prométen
4x [20].

Tab. 3: Slozeni pomérti mobilnich fazi béhem gradientové eluce

Cas (min) Mobilni faze A (%) Mobilni faze B (%)

0-10 90 — 80 10 —20
10—16 80 — 60 20 —40

16 — 20 60 — 50 40 — 50

20 —25 50 —30 5070

25-30 30 70

30 -40 30-90 70 — 10

40 — 45 90 10

5.7.1 Priprava kalibrac¢nich kfivek polyfenolickych standarda pro méfeni pomoci

HPLC-UV

Pro stanoveni vybranych polyfenoli ve vzorcich bylo pfipraveno celkem 19
standardt fenolickych latek — kyseliny gallova, 3,4-dihydroxybenzoova, neochlorogenova,
4-hydroxybenzoova, epigallokatechin, katechin, kyseliny vanilova, chlorogenova, kavova,
syringova, epikatechin, kyseliny trans-p-kumarova, ferulova, sinapova, elagova, rutin,
kyselina trans-2-hydroxyskoticova, ethylester kyseliny protokatechinové, kyselina a
kvercetin. Ke stanoveni rovnice kalibracni kfivky byl pfipraven zasobni roztok standardu
tak, Ze ho bylo navazeno 0,001 g + 0,1 mg. Navazka byla kvantitativné pievedena do
odmérné baiiky o objemu 10 ml a doplnéna methanolem po rysku. Ze zasobniho roztoku o
koncentraci 100 pg.ml" byla fedénim mobilni fazi A p¥ipravena kalibra¢ni fada roztoki o

koncentracich 5; 20; 30 a 50 pg.ml™. Ze ziskanych hodnot byla sestavena kalibra¢ni kiivka
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zavislosti plochy piku (mAU) na koncentraci kalibra¢nich roztoki. Z kalibra¢nich boda
byla pro kazdy standard ziskdna metodou linedrni regrese regresni rovnice, podle které byl

poté vypocitan obsah jednotlivych polyfenolickych latek.

5.8 Stanoveni kofeinu, theaninu, theobrominu a theofylinu pomoci

HPLC-UV

Pro stanoveni obsahu kofeinu, theaninu, theobrominu a theofylinu ve vzorcich
ledovych ¢ajia byla pouzita metoda HPLC s UV detekei a kolonou Phenomenex Kinetex
EVO C 18 (150 mm x 4,6 mm; 5 um). Mobilni faze byla tvofena dvéma sloZkami a eluce
probihala gradientové. Mobilni faze A byla smési vody a kyseliny trihydrogenfosforecné
(0,05%) a mobilni fazi B byl acetonitril. Pfesné slozeni pomérti mobilnich fazi v pribéhu
eluce je uvedeno v Tab. 4. Objem nastiiku byl 10 pl, teplota kolony byla nastavena na 30
°C, rychlost prittoku mobilni faze byla 0,5 — 0,8 ml.min™" a délka analyzy &inila 54 minut.
Me¢fteni probihalo pfi vlnovych délkach 210 a 275 nm a vyhodnoceni bylo provedeno pfi
vlnové délce 210 nm pro theanin a 275 nm pro theobromin, kofein a theofylin. Z
naméfenych hodnot byl s pomoci rovnice kalibraéni pfimky vypocten obsah jednotlivych
latek ve vzorku, ktery byl vyjadieny v mg ve 100 ml vzorku. Kazdy vzorek byl proméfen

4x.

Tab. 4: Slozeni poméri mobilnich fazi béhem gradientové eluce

Cas (min) Mobilni faze A (%) | Mobilni faze B (%) | Priitok (ml.min™)

0-6 100 0 0,5
6—7 100 0 0,5-0,8
7-18 100 0 0,8

1833 95 5 0,8

33 43 80 20 0,8

43 — 44 80 — 100 20-0 0,8

44 — 53 100 0 0,8

53 — 54 100 0 0,5-0,8

5.8.1 Priprava a méreni kalibrac¢nich kfivek standarda

Pro stanoveni pfitomnosti kofeinu, theaninu, theobrominu a theofylinu ve vzorcich

byly pfipraveny kalibra¢ni kiivky standardi. Ke stanoveni rovnice kalibra¢ni kiivky byl
pfipraven zasobni roztok standardu tak, ze ho bylo navazeno 0,001 g + 0,1 mg. Navazka
byla kvantitativné ptfevedena do odmérné banky o objemu 10 ml a doplnéna destilovanou

vodou po rysku. Ze zasobniho roztoku o koncentraci 100 pg.ml™" pro theanin byla fedénim
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mobilni fazi A pfipravena kalibra¢ni fada roztokti o koncentracich 20; 60; 80 a 100 pg.ml
!. Ze zasobniho roztoku o koncentraci 100 pg.ml™ pro theobromin a theofylin byla fedénim
mobilni fizi A pipravena kalibracni fada roztokt o koncentracich 1; 3; 5; 7 a 10 pg.ml™.
Ze zasobniho roztoku o koncentraci 800 pg.ml” pro kofein byla fedénim mobilni fize A
pfipravena kalibraéni fada roztokéi o koncentracich 50; 150; 300 a 600 pg.ml’'. Ze
ziskanych hodnot byla sestavena kalibra¢ni kiivka zavislosti plochy piku (mAU) na
koncentraci kalibracnich roztokl. Z kalibra¢nich bodu byla pro kazdy standard ziskana
metodou linearni regrese regresni rovnice. Retencni €asy jednotlivych standardii pak byly

ziskany proméfenim realného vzorku a prométenim vzorku s ptidavkem standardu.

5.9 Stanoveni mineralnich a stopovych prvkii metodou AAS

Stanoveni vybranych mineralnich a stopovych prvki bylo provedeno u praskové

formy matcha ¢aje a také ve vzorcich ice-tea.

5.9.1 Mineralizace matcha prasku

Vzorky (0,2 g s ptesnosti na 0,1 mg) byly navazeny do teflonovych nadobek a ke
kazdému vzorku bylo ptfiddno 7 ml 67% Analpure ultra HNO; a 1 ml 30% Analpure ultra
H,0,. Vzorky byly rozloZzené pomoci mikrovlnného systému Milestone Ethos One
(Sorisole, Italie). Teplotni program vhodny pro praSkovy material byl nastaveny na rozklad
s nasledujicimi parametry: 15 minut, 200 °C, 1500 W nab¢h a 15 minut, 200 °C, 1500 W
vydrz. Vzorky mineralizatu byly v plastovych zkumavkach doplnény na objem 25 ml

ultrapure vodou. Takto ptipravené vzorky byly nastfikovany do AAS.
5.9.2 Priprava vodného vyluhu ledového ¢aje

Vzorky ledovych ¢ajii byly ptipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 5.3, s tim
ze byly pfipraveny v plastovych odmérkach. K ptipraveé vzorki byla pouzita ultrapure voda
(Purelab Classic Elga, Labwater/VWS Ltd., UK). Po uplynuti doby luhovéni se vzorky
prefiltrovaly ptes papirovy filtr KA4 (Smith Filters, UK). Z ptefiltrovaného extraktu bylo
odebrano po 20 ml a k nim bylo ptfidano 5 ml 67% Analpure ultra HNO;. Takto pfipravené
vzorky byly nastfikovany do AAS.
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5.9.3 Spravnost méieni

Byl pouzit certifikovany referenni material z cajovych listi (INCT-TL-1, Institut of
Nuclear Chemistry and Technology, Polsko). Certifikovany material byl pfipraven stejnym

postupem, jako je uvedeno v kapitole 5.9.1.

5.9.4 Stanoveni kalibra¢nich k¥ivek pro stanoveni prvki

Prislusné kalibrace byly pfipraveny ziedénim komercnich standardnich roztoki s
koncentraci 1 gl pfislusného prvku. Redénim byla vytvorena kalibraéni fada o
koncentracich 0,5; 2; 2,5; 5; 10; 15; 30; 50 a 150 mg.l'l. Ze ziskanych hodnot byla
sestavena kalibracni kiivka zavislosti absorbance na koncentraci kalibra¢nich roztokt. Z
kalibra¢nich bodi byla pro kazdy standard ziskdna metodou linearni regrese regresni

rovnice. Ptiklady kalibrace jsou uvedeny v Piiloze P II.

5.9.5 Méreni na AAS

Pro stanoveni mineralnich prvkli byl pouzit piistroj atomovy absorpcni
spektrofotometr ContrAA 800 (Analytik Jena AG, Némecko). Cd a Pb byly stanoveny
metodou elektrotermické atomizace v grafitové kyveté s detekci na vinovych délkach
228,8018, resp. 283,3060 nm, s rozsahem koncentraci kalibracnich roztok 5 — 10, resp.
12,5 — 50,0 pg.I". Ostatni prvky byly stanovovany metodou atomizace v plameni acetylen-

vzduch. V nésledujici tabulce 5 jsou uvedeny podminky pro méteni.

Tab. 5: AAS — Podminky méteni

Vinova délka Rozsah kalibrace Vyska horaku Pritok plynu
Prvek (nm) (mg.1™) (mm) (L.h™h
Na 330,2370 5-15 6 60
Mg 202,5820 10 — 30 6 70
K 404,4140 50 — 150 8 80
Ca 422,6728 5-15 6 80
Mn 280,1081 2,5-10,0 6 70
Fe 248,3270 2,5-10,0 6 60
Zn 213,8570 0,5-2,0 6 80
Se 196,0267 2,5-10,0 6 50

Vysledkem analyzy byla koncentrace ptislusného prvku v analyzovaném vzorku.

CMz(CA—BL)*fD*Vo/(IOOO*mo) (2)

kde: Cwu — koncentrace prvku v pivodnim pevném vzorku (mg.g™),
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w7 v s sev v s vy s -1
Ca — koncentrace piislusného prvku zjisténa métenim (mg.1™),

BL — vysledek méfeni slepého pokusu (mg.I™"); pouze u vyluht, u

mineralizovanych vzorkl dosazena hodnota 0,

fp — zfed’'ovaci faktor (bezrozmérny, v ptipad¢ mineralizovanych vzork 1,

u vyluhti 25/20),

Vo — objem (ml), ve kterém byla rozpusténa/vyluhovana navazka pevného

vzorku; v ptipadé vyluhii 250 ml, u mineralizovanych vzorki 20 ml,
my — navazka pevného vzorku (g),

1000 — pievod ml na 1.

5.10 Stanoveni rtuti

Stanoveni rtuti bylo pfipraveno interni kalibraci v rozsahu 1 — 850 ng v

analyzovaném mnozstvi vzorku. Vzorky ledovych ¢aji byly ptipraveny pomoci metod, jak

je uvedeno v kap. 5.3.1. K stanoveni rtuti byl pouzit pfistroj analyzator rtuti AMA 254

(Altec, CR). K analyze byly davkovany objemy jednotlivych mnozZstvi ledovych &aji po

0,1 ml. Podminky analyzy byly nasledujici: suSeni 60 s, rozlozeni 150 s, vydrz 45 s.

Vysledkem analyzy je hmotnost rtuti (ng) v analyzovaném objemu roztoku vzorku, coz

bylo piepocteno nasledovné:

kde:

Chg = (mpg — BL) * fp * Vo / (1000 * V * m) 3)
Chg — koncentrace v piivodnim pevném vzorku (pg. g'l),
my — vysledek méfeni piislusného vzorku (ng),

BL — vysledek méteni slepého pokusu (ng); pouze u vyluht, u

mineralizovanych vzorka dosazena hodnota 0,

fp — zted'ovaci faktor (bezrozmérny, v ptipadé¢ mineralizovanych vzorkt 1,

u vyluha 25/20),

Vo — objem (ml), ve kterém byla rozpusSténa/vyluhovéana navazka pevného

vzorku; v ptipadé vyluhit 250 ml, u mineralizovanych vzorki 20 ml,
my — navazka pevného vzorku (g),

1000 — pfevod ng na pg.
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5.11 Stanoveni stravitelnosti

Stanoveni stravitelnosti bylo provedeno kombinovanou hydrolyzou pomoci pepsinu
a pankreatinu (smés lipazy, amylazy a protedzy). Do predem zvéazenych, acetonem
propranych a odvétranych filtracnich sackti F57 bylo navazeno 0,25 g vzorku s pfesnosti
na 0,1 mg. Poté byly sac¢ky zataveny a jeden sacek byl zataven prazdny — pro stanoveni
korekce. Tyto sacky pak byly spolecné vlozeny do inkubacnich lahvi. Do téchto lahvi bylo
nalito 1,7 1 HCI o koncentraci 0,1 mol.1"" v&etné 3 g pepsinu, které zde byly rozpustény.
Lahve byly umistény do inkubatoru Daisy" a byly inkubovany po dobu 4 hodin pi teplot&
37 °C. Sacky byly nékolikrat proplachnuty destilovanou vodou, kterd poté byla pomoci
filtra¢niho papiru odstranéna. Bylo pfipraveno 1,7 I fosfatového pufru o pH 7,45, ktery byl
pfipraven smichanim KH,PO, (9,078 g na 1 1) s Na,HPO4.12 H,O (23,889 gna 1 1). V
inkubaénim fosfatovém pufru byly rozpustény 3 g pankreatinu, byly pfidany sacky, pak se
dalo vSe do inkubacnich lahvi a vlozilo do inkubatoru na 24 hodin. Poté byly sacky
vlozeny do suSarny na 24 hodin pfi teplot¢ 105 °C. Po této dobé byly umistény do
exsikatoru a po vychladnuti zvaZeny. Sacky byly nakonec vloZeny do vyZzihanych a
pfedem zvazenych porceldnovych kelimkil a nasledné paleny v muflové peci pii 550 + 10
°C na 5,5 hodin. Kelimky byly po vychladnuti v exsikatoru opét zvazeny. Stravitelnost
byla vyjadfena v % jako stravitelnost organické hmoty OMD (Organic Matter
Digestibility) a také jako stravitelnost suSiny vzorku DMD (Dry Matter Digestibility) a

vypoctena dle vzorci 4 az 11 [21].

Vypocet stravitelnosti [%]:

100. DMR

DMD = 100 - —— 4)
m2. DM
DMR =m; —m; . ¢ Q)
_S.ms
DM = —— (6)
OMD = 100 - 100. (DMR—AR) )

m2. DM . OM
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AR=1’1’14—1’1’11.C1 (8)
OM=S-P/100 9)
kde: DMD - stravitelnost susiny vzorku ¢aje [%],

DMR — hmotnost vzorku (bez sacku) po inkubaci a vysuseni [g],
DM - obsah susiny ve vzorku ¢aje [g],

OMD — hodnota stravitelnosti organické hmoty ve vzorku ¢aje [%],
AR — hmotnost popela vzorku (bez sacku) [g],

OM - obsah organické hmoty v susiné vzorku Caje [g],

S — obsah susiny ve vzorku ¢aje [%],

P — obsah popela ve vzorku ¢aje [%],

mg — hmotnost vzorku pro stanoveni susiny [g],

m; — hmotnost prazdného sacku [g],

m; — hmotnost vzorku ¢aje [g],

m3 — hmotnost vysuSeného sacku se vzorkem ¢aje (po inkubaci) [g],
my — hmotnost popela vysuseného sacku se vzorkem ¢aje (po inkubaci) [g],
c; — korekce hmotnosti sa¢ku (po inkubaci) [g],

¢, — korekce hmotnosti saku (po spéleni) [g].

Vypocet korekce [g]:

2 iy (10)
¢ =22 (11)
kde: mg — hmotnost vysuSeného sacku (po inkubaci) [g],

mp — hmotnost popela sacku [g].
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5.12 Statistické vyhodnoceni

S pomoci Dean-Dixonova testu (Q-testu) byly z naméfenych vysledki vylouceny
odlehlé hodnoty. Poté bylo provedeno statistické vyhodnoceni pomoci parametrického
testu, ktery srovnavad stiedni hodnoty dvou nezavislych soubord (Studentiiv z-test)
s hladinou vyznamnosti 5 %. Vysledky byly vyjadfeny jako stfedni hodnota se

smérodatnou odchylkou. Pro zpracovani vysledkl byl pouzit program StatK25.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Vysledky stanoveni jsou prezentovany jako stiedni hodnota + smérodatna odchylka.

Vsechny vysledky jsou prezentovany formou tabulek a kalibrac¢nich grafu.

6.1 Vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou s DPPH a ABTS

Nejdiive byly prométfeny jednotlivé kalibraéni body danych standardii a nasledné
byly sestrojeny kalibracni kiivky téchto standardd (obr. 12 a 13) pro trolox — metoda
DPPH (koncentrace 40; 60; 80; 100; 120; 160 a 200 mg.1") a pro trolox — metoda ABTS
(koncentrace 0,01; 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25 a 0,30 mg.l'l). Z rovnic linearni regrese byly
vypocitany hodnoty antioxidacnich aktivit (AOA).

120
100
_ y = 0,4963x + 4,1608
S 80 R>=0,9936
Fl
E 60
-
£ 40
20
0
0 40 80 120 160 200
koncentrace (mg.l'")
Obr. 12: Kalibraéni kfivka troloxu pro stanoveni AOA s DPPH
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Obr. 13: Kalibra¢ni kiivka troloxu pro stanoveni AOA s ABTS
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Vysledky stanoveni antioxida¢nich aktivit (AOA, Antioxidant activity) pro metody s
DPPH a ABTS jsou zapsany do tabulek 6 a 7. Vysledky stanoveni antioxida¢nich aktivit

jsou uvedeny v ekvivalentech troloxu (mg TE.100 ml™).

Tab. 6: Hodnota antioxidacni aktivity — metoda s DPPH

1. metoda 2. metoda 3. metoda
Japan tea 6,39 + 0,284 4,37 + 0,208 11,8 £ 0,5*¢
Allnature 6,19 + 0,354 5,08+ 0,26™" 12,8 + 0,3%¢
Wolfberry 5,70 + 0,25 522+ 0,268 12,8 + 0,4

Hodnoty ve sloupcich, které maji stejné malé pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny
rozdil (P>0,05), hodnoty ve sloupcich, které maji odliSné malé pismenné indexy, se mezi sebou statisticky
lisi (P<0,05). Hodnoty v tadcich, které maji stejné velké pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky
vyznamny rozdil (P>0,05), hodnoty v fadcich, které maji odlisné velké pismenné indexy, se mezi sebou

statisticky 1isi (P<0,05).

Tab. 7: Hodnoty antioxida¢ni aktivity — metoda s ABTS

1. metoda 2. metoda 3. metoda
Japan tea 33,2+ 0,3%4 24,0 +1,2%P 40,2 +2,0*¢
Allnature 354+ 1,0 29,6 +0,7>B 43,6 + 1,5
Wolfberry 33,6+ 1,14 29,2 + 1,48 43,7 +1,4°

Hodnoty ve sloupcich, které maji stejné malé pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny
rozdil (P>0,05), hodnoty ve sloupcich, které maji odlisné malé pismenné indexy, se mezi sebou statisticky
lisi (P<0,05). Hodnoty v fadcich, které maji stejné velké pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky
vyznamny rozdil (P>0,05), hodnoty v fadcich, které maji odlisné velké pismenné indexy, se mezi sebou

statisticky lisi (P<0,05).

Antioxidacni aktivita je schopnost smési latek zhaset volné radikaly nebo inhibovat
oxida¢ni degradaci riznych sloucenin. Metoda s DPPH a ABTS posuzuje eliminaci
syntetickych stabilnich radikdli DPPH a ABTS. Ackoliv jsou obé metody zaloZzené na
zhaSeni barevného radikalu antioxidanty pfitomnymi ve vzorku, jejich princip se lehce lisi.
U metody s DPPH dochdzi k neutralizaci radikdlu pouze pienosem elektronu z
antioxidantu, u ABTS dochazi ke zhaseni kation radikdlu ABTS™ pienosem elektronu
nebo vodikového atomu z antioxidantu. Ktery z ptfenost pfevazuje, je dano strukturou

pritomnych antioxidanti a pH media [97].
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Nejvyssi hodnotu antioxidacni aktivity méfenou metodou s DPPH u ledovych
matcha &aji vykazuji vzorky Allnature (12,8 mg TE.100 ml') a Wolfberry (12,8 mg
TE.100 ml™). Zaroveti je znamé&fenych vzorkd patrné, Ze jako nejvhodn&jsi metoda

vzorku Japan tea (4,37 mg TE.100 ml™), a to v p¥ipad& druhé metody piipravy.

Z namétenych hodnot antioxidacnich aktivit u vzorkl ledovych matcha caji lze
vyhodnotit, Ze nejvyssi antioxidacni aktivitu (u metody s ABTS) maji taktéz vzorky
Allnature (43,6 mg TE.100 ml™) a Wolfberry (43,7 mg TE.100 ml™), které byly pfipraveny
také metodou 3. Vysledky méteni dosazené s pomoci ABTS kopiruji vysledky stanovené
pomoci metody s DPPH. Opét vzorek ¢aje Japan tea, pripraveny metodou 2, mél nejnizsi

hodnotu AOA.

Provedenou analyzou s DPPH a ABTS bylo zjiSténo, Ze antioxidaéni aktivita u
ledovych matcha ¢aju je nejvyssi u pfipravy 3 metodou. Z hlediska hodnot AOA lze tuto
metodu piipravy doporucit. V soucasné dob€ nejsou v literatufe moc dostupnd data o
métfeni AOA u ledovych matcha ¢ajii. Farooq a Sehgal (2018) ve svém c¢lanku uvadi
hodnoty AOA u zelenych caji pomoci metody DPPH a ABTS. Hodnoty s DPPH se
pohybovaly v rozmezi (22,4 — 28,7 pg.ml™"), u ABTS v rozmezi od 10,3 do 11,7 pg.ml™. U
metod pro stanoveni AOA nelze navzdjem srovnavat, co do vysledku jejich naméfenych
hodnot, protoze se 1i$i nejen ve svém mechanizmu tc¢inku, ale také jejich vysledné hodnoty
jsou zavislé na mnoha dalSich faktorech jako napf. doba extrakce vzorku, extrakéni
rozpoustédlo, oblast pH, ve kterém reakce probihala apod. Nicménég, nejvyssi hodnoty
AOA, ve vySe zminéné studii, ze zelenych ¢aji vykazoval pravé matcha ¢aj (Wow and
Gourmet matcha) [79]. Tento vysledek byl potvrzen i v dalsi studii [101]. Ackoliv ¢aje
matcha vykazuji rizné funkeni aktivity, zdvisi na specificité aktivnich biologickych
sloucenin, zejména pokud jde o jejich schopnost vychytavat volné radikaly. Tato studie
prokazala ochranu proti oxida¢nimu stresu a byla korelovana se zvysujici se kapacitou
antioxida¢ni/antimikrobialni ochrany in vivo [101]. Obecné se deklaruje, Zze hodnoty AOA
jsou zavislé na obsahu TPC, a proto nelze ani jednotlivé naméfené udaje relevantné

porovnavat s jiz naméfenymi daty jednotlivych autord.
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6.2 Vysledky stanoveni celkového obsahu polyfenoli

Stanoveni celkového obsahu polyfenolt (TPC, Total phenolic content) u ledovych
matcha cajii bylo provedeno metodou, kterd je popsana v kapitole 5.6. Byly prométeny
jednotlivé kalibra¢ni body standardi a nasledné byla sestrojena kalibra¢ni kiivka (obr. 14)
pro kyselinu gallovou (koncentrace 50; 100; 200; 400; 600 a 800 mg.I"). Z rovnice linearni
regrese byl vypocitan obsah celkovych polyfenolii. Vysledky stanoveni celkovych TPC
jsou zapsany v tabulce 8. Vysledky obsahu TPC jsou uvedeny v ekvivalentech kyseliny
gallové (mg GAE.100 ml™).

y=0,0012x + 0,011
1 R>=0,9984

0 100 200 300 400 500 600 700 800
koncentrace (mg.l")

Obr. 14: Kalibra¢ni kiivka kyseliny gallové pro stanoveni celkovych polyfenola
Tab. 8: Obsah celkovych polyfenolii (TPC)

1. metoda 2. metoda 3. metoda
Japan tea 46,8 + 0,6 428+ 1,58 51,1 £2,3*¢
Allnature 41,8 +2,00" 39,5+ 1,24 40,6 + 0,5>4
Wolfberry 36,1 = 1,094 37,8 0,558 38,2 +0,8%P

Hodnoty ve sloupcich, které maji stejné malé pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny
rozdil (P>0,05), hodnoty ve sloupcich, které maji odlisné malé pismenné indexy, se mezi sebou statisticky
lisi (P<0,05). Hodnoty v tadcich, které maji stejné velké pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky
vyznamny rozdil (P>0,05), hodnoty v fadcich, které maji odlisné velké pismenné indexy, se mezi sebou

statisticky 1isi (P<0,05).
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Celkovy obsah polyfenolti v jednotlivych vzorcich ledovych matcha caja se
pohyboval v rozmezi 36,1 — 51,1 mg GAE.100 ml™'. U vzorku Wolfberry byla koncentrace
Z pohledu stanoveni celkovych polyfenolt nelze jednoznacné usuzovat na nejvhodnéjsi
metodu pro piipravu ledovych c¢ajii. Navic, vysledky nekoresponduji linedrné ani
s hodnotami antioxidacnich aktivit. To mulze byt zajist¢ i proto, ze k hodnotdm
antioxidacnich aktivit pfispivaji i dalsi slozky caje jako barviva (chlorofyly, karotenoidy),
vitamin C, alkaloidy (theofylin), volné aminokyseliny (theanin) aj. DalSim faktem je, Ze
polyfenoly v zelenych rostlinich jsou rozlozeny nerovnomérné, a proto muze mit
technologické zpracovani Cajovych listii signifikantni vliv na jejich obsah v cajich [77].
Weiss a Anderton (2003) stanovovali celkovy obsah polyfenold v zelenych cajich, které
vyextrahovali 100 % methanolem a zjistili, Ze nejvyssi hodnota TPC byla ve vzorku

matcha caji [16].

V 80 % methanolovych extraktech byly koncentrace TPC v matcha ¢ajich stanoveny
v rozmezi 169 — 273 mg GAE.g'1 [102]. Tato studie potvrdila, ze hodnoty TPC vyznamné
korelovaly s antioxidac¢ni aktivitou jak ve vodnych, tak i methanolovych extraktech. Obsah
TPC, jakoz 1 hodnoty antioxida¢ni radikalové aktivity, byly vyssi, pokud byl pouzit proces
extrakce v 80 % methanolu [68]. Obecné se deklaruje, ze obsah polyfenolll je v ramci
metod jejich stanoveni zavisly na extrakénim rozpoustédle, Case extrakce a také na metodé

extrakce.

6.3 Vysledky stanoveni polyfenolického profilu

Pro stanoveni polyfenolického profilu ledovych matcha caji bylo vybrédno 19
standardi polyfenolickych latek nalezicich do 3 skupin. Prvni skupinou jsou derivaty
kyseliny hydroxybenzoové — tj. kyseliny gallova, 3,4-dihydroxybenzoova, 4-
hydroxybenzoova, vanilova, syringova, elagova a etylester kyseliny protokatechové.
Druhou skupinu tvoii derivaty kyselin hydroxyskotficové — tj. kyseliny neochlorogenova,
chlorogenova, kavova, trans-p-kumarova, ferulova, sinapova, trans-2-hydroxyskoficova.
Do tieti skupiny patii flavonoidy — tj. epigallokatechin, katechin, epikatechin, rutin a
kvercetin. Z rovnic linedrni regrese byly vypocitany obsahy jednotlivych polyfenolickych
latek v pg.100 ml™”. Stanoveni polyfenolického profilu bylo provedeno metodou popsanou
v kapitole 5.7. V tabulkdich 9 — 11 jsou uvedeny vysledky stanoveni obsahu
polyfenolickych latek v ledovych matcha Cajich.
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Tab. 9: Vysledky stanoveni jednotlivych polyfenolti metodou HPLC u vzorku Japan tea

Derivaty kyseliny
hydroxybenzoové

Gallova kyselina 0,18 +0,01** 0,18 £0,01** 0,18 +0,03"*
3,4-Dihydroxybenzoova 0,28 + 0,03> 027+0,01% | 027+0,03"
kyselina
4-Hydroxybenzoova kyselina 0,06 + 0,01°* 0,05 + 0,024 0,06 + 0,027
Vanilova kyselina 0,05+ 0,01°" 0,05 +0,01°" 0,05 + 0,027
Syringové kyselina 0,07 +0,01¢%* 0,04 +0,01°" 0,05+ 0,01%"
Elagov4 kyselina 2,08 + 0,024 2,07 £ 0,024 1,87 +0,02%8
Etylester kyseliny 0,10+ 0,015 0,09 + 0,015 0,10 = 0,02
protokatechové
hydroxyskoricové
Neochlorogenova kyselina 0,26 + 0,04>* 0,25 +0,01** 0,25 +0,01%*
Chlorogenova kyselina 36,3+0,1™* 33,1 £0,2"" 33,7+0,5""
Kavova kyselina 0,04 +0,01°" 0,03 +0,01°" 0,03 +0,01%*
trans-p-Kumarova kyselina 0,09 + 0,024* 0,07 +0,01%* 0,07 +0,01%*
Ferulova kyselina 0,16 +0,01°" 0,11+0,01%" 0,09 + 0,035
Sinapové kyselina 1,13+ 0,02 0,88 + 0,048 0,71 +£0,01%¢
trans-2-Hydroxyskoficova 0,11+ 0,014 0,090,024 | 0,090,024
kyselina
Epigallokatechin 48,7 1,54 42,0 + 1,6*" 45,6 + 1,9°"
Katechin 0,04 +0,01* 0,17 +0,01°8 0,03 + 0,01
Epikatechin 5,43 +0,05* 4,91 +0,17%8 4,44 +0,32°8
Rutin 1,67 + 0,024 1,18 +0,01%8 1,22 +0,0248
Kvercetin 021 +0,01%* 0,14 +0,01°5 0,14 +0,01%"

Hodnoty ve sloupcich, které maji stejné pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil

(P=0,05), hodnoty ve sloupcich, které maji odlisné pisemné indexy, se mezi sebou statisticky 1isi (P<0,05).

Hodnoty v tadcich, které maji stejné velké pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny

rozdil (P>0,05), hodnoty v fadcich, které maji odlisné velké pismenné indexy, se mezi sebou statisticky 1isi

(P<0,05).
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Tab. 10: Vysledky stanoveni jednotlivych polyfenoli metodou HPLC u vzorku Allnature

Derivaty kyseliny

hydroxybenzoové
Gallova kyselina 0,33 +0,02** 0,32 +0,02%* 0,36+ 0,01
3,4-Dihydroxybenzoova 0,52 +0,03>* | 0,50+ 0,04> 0,50 +0,01>*
kyselina
4-Hydroxybenzoové kyselina | 0,10 +0,02°* 0,10 + 0,01 0,10 +0,01°*
Vanilova kyselina 0,05+ 0,014 0,05+ 0,014 0,07 £0,01¢%*
Syringova kyselina 0,06 +0,01°%* | 0,05+0,01%* 0,06 + 0,01%*
Elagov4 kyselina 1,74 + 0,044 1,50 +0,01%" 1,58 +0,01%C
Etylester kyseliny 0,07+ 0,015 | 007+0,02%% | 0,05+ 0,01
protokatechové
Derivaty kyseliny
hydroxyskoricové
Neochlorogenova kyselina 0,12+0,01** 0,11 +0,03** 0,10 +0,01**
Chlorogenové kyselina 29,6 +0,5"" 27,8 02" 28,8 +0,1™"
Kavova kyselina 0,03 +0,01°" 0,03 +0,01°" 0,03 +0,01°"
trans-p-Kumarova kyselina 0,07 +0,01%* 0,06 £ 0,01* 0,07 +0,01**
Ferulova kyselina 0,07 +0,01%* 0,08 £0,01%%* | 0,07 +0,02**
Sinapova kyselina 0,75 £ 0,02%* 0,71 £ 0,04%* 0,70 + 0,01%*
trans-2-Hydroxyskoficova | 15 4 o128 | 01120035 | 0,10+ 0,02%
kyselina
Flavonoidy
Epigallokatechin 36,7 + 0,4 39,8 +0,1*" 41,0 +0,1*"
Katechin 0,03 +0,01°* 0,26 + 0,02"5 0,05+ 0,01°*
Epikatechin 4,19 £ 0,04 4,44 £ 0,067 4,47 £ 0,04P
Rutin 0,67 + 0,06%* 0,77 + 0,024 0,70 + 0,05%*
Kvercetin 0,18 +0,02%* 0,12+0,01%* 0,14 +0,01%*

Hodnoty ve sloupcich, které maji stejné pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil

(P=0,05), hodnoty ve sloupcich, které maji odlisné pisemné indexy, se mezi sebou statisticky 1isi (P<0,05).

Hodnoty v tadcich, které maji stejné velké pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny

rozdil (P>0,05), hodnoty v fadcich, které maji odlisné velké pismenné indexy, se mezi sebou statisticky 1isi

(P<0,05).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

53

Tab. 11: Vysledky stanoveni jednotlivych polyfenolit metodou HPLC u vzorku Wolfberry

Derivaty kyseliny
hydroxybenzoové
Gallova kyselina 0,31 +0,03** 0,30 +0,01** 0,38 + 0,02*"
3,4-Dihydroxybenzoova 042+0,02%4 | 040+001> | 0390024
kyselina
4-Hydroxybenzoové kyselina | 0,10+ 0,01°* 0,09 + 0,024 0,09 + 0,02%*
Vanilova kyselina 0,03 +0,01%* 0,03 +0,01%* 0,03 +0,01%*
Syringova kyselina 0,03+ 0,014 0,04 +0,01%* | 0,03 +0,01%*
Elagov4 kyselina 1,84 + 0,024 1,59 + 0,018 1,55 +0,05%"
Etylester kyseliny 0,08+0,02°4 | 0,07+001%* | 0,060,015
protokatechové
Derivaty kyseliny
hydroxyskoricové
Neochlorogenova kyselina 0,14 + 0,02** 0,13 +0,03** 0,12 +0,02%*
Chlorogenové kyselina 31,8+ 04> 28,8 +0,6™8 29,5 +0,6™°
Kavova kyselina 0,03 +0,01°" 0,03 + 0,014 0,03 +0,01°"
trans-p-Kumarova kyselina 0,07 +0,02°%* | 0,06 +0,01%% | 0,06+0,01%"
Ferulova kyselina 0,10 0,034 | 0,07 +0,01%* 0,07 + 0,014
Sinapova kyselina 0,92 +0,10%* 0,69 + 0,04°" 0,70 + 0,03"®
trans-2-Hydroxyskoficova | = 13 gora | 0104002 | 0,114 0,020
kyselina
Flavonoidy
Epigallokatechin 432 +0,3% 39,8 +0,9*" 39,8 +0,3""
Katechin 0,03 +0,01°* 0,15+0,01™8 0,04 +0,01°*
Epikatechin 4,75 £ 0,02¢" 4,50 £0,01°" 427 +0,08C
Rutin 0,95+ 0,014 0,75+ 0,0148 0,70 + 0,03%8
Kvercetin 0,18 +0,02%* 0,13 +0,02°* 0,14 + 0,024

Hodnoty ve sloupcich, které maji stejné pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil
(P>0,05), hodnoty ve sloupcich, které maji odlisné pisemné indexy, se mezi sebou statisticky 1isi (P<0,05).
Hodnoty v tadcich, které maji stejné velké pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny
rozdil (P>0,05), hodnoty v fadcich, které maji odlisné velké pismenné indexy, se mezi sebou statisticky 1isi
(P<0,05).

Mnoho studii ukéazalo, ze zeleny Caj je bohaty na katechiny. Katechiny jsou hlavni
flavan-3-oly v ¢aji a mohou predstavovat vice nez 30 % rozpusténych pevnych latek v
roztocich a extraktech zeleného Caje. Katechin tvofi vice nez 10 % suSiny zelenych ¢ajil

[37].
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Ve trech zastoupenych vzorcich byly mezi vSemi vzorky ve vysSich koncentracich
detekovany epigallokatechin, chlorogenova kyselina a epikatechin. Epigallokatechin a
epikatechin patii do skupiny flavonoidi. Pomérn¢ Casto se mezi zastoupenymi vzorky
objevovala také kyselina elagova a rutin. Naopak mezi polyfenolické latky, které byly ve
vzorcich detekovany ve velmi malém mnozstvi, patfi kyselina vanilova, syringova a

kavova.

Nejvice zastoupené polyfenolické latky u vzorku Japan tea byly epigallokatechin
(42,0 — 48,7 ng.100 ml™") a kyselina chlorogenova (33,1 — 36,3 pug.100 ml™). Stejné tomu
tak bylo i u vzorki Allnature a Wolfberry. Zastoupeni epigallokatechinu u vzorku
Allnature se pohyboval v rozmezi 36,7 — 41,0 png.100 ml™" a u vzorku Wolfberry v rozmezi
39,8 — 43,2 ug.100 ml™. Kyselina chlorogenova byla u vzorku Allnature v mnoZstvi 27,8 —
29,6 pug.100 ml™, u Wolfberry bylo mnozstvi této kyseliny v rozmezi 28,8 — 31,8 pg.100
U vzorku Japan tea byly hodnoty pro kyselinu vanilovou ve vSech tiech metodach ptipravy
0,05 pg.100 ml”'. Vzorky Allnature a Wolfberry mély zastoupeni kyseliny vanilové
v mnozstvi od 0,03 do 0,07 pg.100 ml". Kyselina syringova byla u viech ¥ vzorka
v rozmezi od 0,03 do 0,07 pg.100 ml™. Nejvyssi hodnoty koncentraci kyseliny syringové
byly naméfeny u vzorku Japan tea (0,04 — 0,07 pg.100 ml™), oproti vzorkiim Allnature a
Wolfberry (0,03 — 0,06 pg.100 ml™).

Konzumace matcha ledovych ¢ajii by mohla mit za nésledek vyrazné€ vyssi pifijem
EGC ve srovnani s pitim jinych druhi zeleného ¢aje [16]. Po konzumaci zeleného caje se
flavan-3-oly rychle absorbuji a dosahuji maximalni koncentrace mezi 0,5 a 2 h, nasleduje
jejich rychly metabolismus a vylucovani (mezi 1 a 8 h) [84]. Dale je také znamo, Ze
fenolové kyseliny plisobi proti chorobdm zplisobenym oxida¢nim poSkozenim, jako je

napiiklad mrtvice a rakovina [16, 23].
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6.4 Vysledky stanoveni koncentraci kofeinu, theobrominu, theofylinu a

theaninu

Nejprve byly prométeny jednotlivé kalibraéni body standardii a nasledné byly
sestrojeny kalibra¢ni kiivky (obr. 15 az 18) v rozmezi koncentraci pro kofein od 50 do 600
pg.ml! (koncentrace 50; 150; 300 a 600 pg.ml™), pro theobromin a theofylin od 1 do 10
pg.ml” (koncentrace 1, 3, 5, 7 a 10 pgml™") a pro theanin od 20 do 100 pg.ml’
(koncentrace 20, 60, 80 a 100 ug.ml™"). Z rovnic linearni regrese byly vypo&itany obsahy

kofeinu, theobrominu, theofylinu a theaninu v pg.100 ml™.
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Obr. 15: Kalibraéni kiivka pro stanoveni kofeinu
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Obr. 16: Kalibrac¢ni kiivka pro stanoveni theobrominu
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Obr. 17: Kalibrac¢ni kiivka pro stanoveni theofylinu
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Obr. 18: Kalibra¢ni kfivka pro stanoveni theaninu

Vysledky stanoveni koncentraci kofeinu, theobrominu, theofylinu a theaninu jsou
zapsany do tabulky 12. Vysledky stanoveni obsahu jednotlivych latek ve vzorku jsou

vyjadfeny v ug na 100 ml vzorku.
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Tab. 12: Vysledky stanoveni obsahu kofeinu, theobrominu, theofylinu a theaninu

1. metoda 2. metoda 3. metoda
Japan tea 14,7 + 0,24 12,7 + 0,68 14,0 + 0,44
Allnature 11,9 0,64 11,1 £0,1%4 11,8 £0,3%A
Wolfberry 13,1 £0,1°% 11,7 +0,1%>B 12,3+ 0,28

1. metoda 2. metoda 3. metoda
Japan tea 0,110,014 0,11 +0,03** 0,11 +0,04™*
Allnature 0,21 +0,01%4 0,22 +0,03%4 0,22 +0,01>*
Wolfberry 0,18 +0,02°* 0,17 +0,01>* 0,18 +0,03™*

1. metoda 2. metoda 3. metoda
Japan tea <0,01 <0,01 < 0,01
Allnature <0,02 <0,02 <0,01
Wolfberry <0,02 <0,02 <0,01

1. metoda 2. metoda 3. metoda
Japan tea 5,13 +0,05*" 8,38 + 0,058 5,20 +0,07**
Allnature 3,60 + 0,05%" 3,65+0,01% 3,74 + 0,08
Wolfberry 3,74 +0,01°% 3,28 +0,09°® 3,48 + 0,098

Hodnoty ve sloupcich, které maji stejné malé pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny
rozdil (P>0,05), hodnoty ve sloupcich, které maji odlisné malé pismenné indexy, se mezi sebou statisticky
lisi (P<0,05). Hodnoty v fadcich, které maji stejné velké pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky
vyznamny rozdil (P>0,05), hodnoty v fadcich, které maji odlisné velké pismenné indexy, se mezi sebou

statisticky 1isi (P<0,05).

Cajovnikové listy obsahuji kofein (p¥iblizné 3,5 % na susinu vzorku), theobromin
(0,15 — 0,20 %), theofylin (0,02 — 0,04 %) a theanin (4%) a mnoho dalSich sloucenin.
Slouceniny, které ptispivaji k charakteristické chuti ¢aje, jsou polyfenolické slouceniny,
volné aminokyseliny a pravé také kofein [83]. Ackoli existuje zvySeny zajem o mozZné
zdravotni piinosy spojené s L-theaninem z Caje, jen velmi mélo studii studovalo ucinky
pritomnosti enantiomeri téchto sloucenin (D, L-theanin) na biologickou dostupnost. S L-
theaninem bylo spojeno mnoho zdravotnich vyhod jako dusSevni relaxace, hypolipidemie,
regulace krevniho tlaku a potlaceni stimula¢niho uc¢inku kofeinu [84]. Kofein je hlavni
bioaktivni slozkou caje matcha po EGCG a L-theaninu. Je to jeden zbézné

nejrozsifenéjSich stimulanti CNS na svété. V zavislosti na typu/druhu a ptipravé Caje
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obsahuje jeden $alek mezi 35 az 250 mg kofeinu. Bylo zji§téno, ze jiz nizka mnozstvi jako

40 — 75 mg, vyvoléavaji vyznamné pozitivni u¢inky na néladu a kognitivni schopnosti [86].

Obsah kofeinu se v jednotlivych vzorcich ledovych matcha ¢aji pohyboval v

rozmezi 11,1 — 14,7 pg.100 ml”', pfidemz nejvyssi koncentraci kofeinu vykazoval vzorek

v

Cv N

kofeinu byly detekovany u vzorku Allnature. Obsah theobrominu se v jednotlivych
vzorcich pohyboval v rozmezi od 0,11 do 0,22 pg.100 ml™. Z namé&fenych hodnot, které
muzeme vidét v tabulce 12, lze usoudit, Ze nejvyssi obsah theobrominu mély vzorky
naméfen u vzorkd Japan tea. Z vysledkil nelze jednoznaéné ur€it, u které metody byl obsah
theobrominu v ledovych matcha ¢ajich nejvyssi. Hicks a kol. (1996) ve své praci prezentuji
celkovy obsah theobrominu u &ernych &ajii (1,64 a 1,69 mg.g”) a v oolong &ajich (0,65 a
0,71 mg.g"). Theobromin nebyl detekovan ve vzorcich bylinného &aje [99]. Hodnoty
koncentraci theofylinu v ledovych matcha ¢ajich byly velmi nizké. U vzorku Japan tea se
obsah theofylinu pohyboval niz§i nez 0,01 pg.100 ml™ . U vzorka Allnature a Wolfberry se
mnozstvi theofylinu pohybovalo od 0,01 do 0,02 pg.100 ml™, pficem? u metody 3 se
hodnoty pohybovaly nizsi nez 0,01 pg.100 ml". Cajové listy obsahuji mnoho slou¢enin, z
nichZ jedna skupina jsou methylxantiny (kofein, theobromin a theofylin). Hicks a kol.
(1996) ve svém vyzkumu uvadi, Ze ani v jednom testovaném vzorku ¢aje (Cerny, zeleny,
oolong a bylinny) nebyl detekovan theofylin. Spotfeba methylxantinu zpiisobuje sniZzenou
ospalost a snizenou tnavu pii davkach mezi 50 a 200 mg za den a muze zpusobit také
zdravotni problémy, jako je bolest hlavy, ties, nervozita a podrazdénost v ddvkach mezi
3,28 ng.100 ml™, oproti vzorku Japan tea, ktery méa nejvyssi obsah theaninu (8,38 png.100
ml™) v piipadé druhé metody piipravy. Viechny vzorky se v obsahu theaninu navzajem
statisticky liSily. L-theanin je farmakologicky vyznamnou slozkou caje, zejména diky
svym U¢inklim na centralni nervovy systém. Theanin ma relaxacni Gc¢inek a zpracovani
¢aje miize ovlivnit jeho obsah v ¢ajovych listech. Boros a kol. (2016) ve svém vyzkumu
uvadi, Zze obsah L-theaninu v bilém, zeleném, oolong a Cerném ¢aji byl (6,26; 6,56; 6,09 a

5,13 mg.g™) [100].
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6.5 Vysledky méieni obsahu mineralnich a stopovych prvki

6.5.1 Udaje o referenénim materialu a vysledna vyt&Znost

Certifikovany materidl ¢ajovych listd byl pfipraveny postupem uvedenym v kapitole

5.9.3. Nasledn¢ byla vypocitand vytéznost u stanoveni jednotlivych prvk pomoci AAS.

Tab. 13: Referen¢ni material a vytéznost

(Icl\?glv,eTlEt{) Na 23,8425 247432 96.4
Mg 2190 + 13 2240+ 17 97.8
K 1625 + 70 1700 + 120 95.6
Ca 5805 + 27 5820 = 52 99,7
Mn 1540 < 10 1570 < 11 98.1
Fe 415 432 95.4
Zn 332+1.9 347427 95.7
Se 0.073 0.076 96,1

* stiedni hodnota + smérodatna odchylka, ° interval spolehlivosti: 95%

6.5.2 Kalibrace pro méreni pomoci AAS

Byly pripraveny a proméfeny jednotlivé kalibracni body standardii a néasledné byly
sestrojeny jejich kalibra¢ni kfivky (ukazky kalibra¢nich kiivek jsou uvedeny v Ptiloze PII)
v rozmezi koncentraci od 0,5 do 100 mg.l'1 (koncentrace 0,5; 2; 2,5; 5; 10; 15; 30; 50 a 100
mg.1™). Z rovnic regresi byly vypogitany obsahy mineralnich prvkii v mg.g". U Zeleza byla
pouzita regrese polynomem 2. stupné, u zinku a manganu se pouzila regrese linearni
lomenou funkci ve tvaru y = (ax+b)/(1+cx). Ostatni prvky byly vyhodnoceny metodou

linearni regrese.

6.5.3 Vysledky stanoveni mineralnich a stopovych prvki metodou AAS

Tabulky 14 a 15 ptedstavuji vysledné hodnoty obsahu mineralnich prvki ve vzorcich
matcha ¢ajii. Pfiprava vzorki a stanoveni bylo provedené metodami, které byly uvedené v

kapitole 5.9. Jednotlivé prvky byly méfeny v praskové forme i ve vodnych vyluzich.
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Tab. 14: Obsahy mineralnich prvka v praskové formé matcha Caje

0,03 +0,01° 0,03 +0,01° 0,03 £0,01°
2,68 + 0,09 2,21+0,08° 1,96 + 0,07
9,71 £0,21° 9,63 + 0,05° 9,38 +0,14°
0,76 + 0,02 0,68 + 0,02 0,58 + 0,05
1,16 £0,01¢ 1,55+0,01° 1,50 + 0,00°
0,07 +0,01" 0,22 +0,01" 0,17+0,01"
0,03 0,01 0,04 +0,01° 0,03 +0,01°
0,33 +£0,012 0,33 + 0,018 0,33 + 0,018

Hodnoty ve sloupcich, které maji stejné pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil

(P>0,05), hodnoty v tadcich, které maji odlisné pisemné indexy, se mezi sebou statisticky lisi (P<0,05).

Tab. 15: Obsahy mineralnich a stopovych prvki ve vodném vyluhu pfepoctené na

vyluhovaniz 1 g

. metoda 1,94 + 0,65 2,65 +0,70*" 1,16 + 0,56
2. metoda 3,04 +0,12%4 2,13+0,11*%8 2,88 £ 0,054
3. metoda 3,61 +0,09%* 2,60 + 0,058 2,96 +0,12%C
(mg.g") (mg.g") (mg.g")

1. metoda 2,27 +0,01%* 1,93 0,158 1,76 +0,12*8

2. metoda 2,05 + 0,08 1,37 +0,01°8 1,45 + 0,04>B

3. metoda 2,15+ 0,124 1,44 +0,05>P 1,48 +0,11%B
(gg™") (ngg™") (ng-g™")

1. metoda 9,43 +0,01** 8,57 +0,01*B 8,11 +0,03*¢

2. metoda 9,79 +0,01>4 8,39 + 0,158 8,76 + 0,03C

3. metoda 9,81 +0,01>* 8,40 + 0,41*" 8,39 + 0,05%"
(ng.g") (ng.g") (ng.g™)

1. metoda 0,70 + 0,02** 0,77 +0,01*8 0,63 +0,03**

2. metoda 0,52 +0,05™* 0,52 +0,01>* 0,57 + 0,08*"

3. metoda 1,01 + 0,08* 0,53 + 0,03>P 0,54 + 0,068
(mg.g™") (mg.g™") (mg.g")

1. metoda 0,25+ 0,01** 0,17 £ 0,02*B 0,18+ 0,018

2. metoda 0,24 +0,01>* 0,22 +0,02** 0,22 +0,02%*

3. metoda 0,26 + 0,04** 0,22 + 0,02%* 0,21 +0,03*"
(mg.g") (mg.g™") (mg.g")

1. metoda <0,01 <0,02 <0,01

2. metoda <0,01 <0,02 <0,02

3. metoda <0,02 <0,01 <0,02
(mg.g™) (mg.g™") (mg.g")

1. metoda <0,01 <0,02 <0,02
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2. metoda <0,02 <0,02 <0,02
3. metoda <0,02 <0,01 <0,01

| (mg.g™) (mg.g™) (mg.g™)
1. metoda 0,03 +0,01** 0,03 +0,01** 0,05 +0,01**
2. metoda 0,08 + 0,01>* 0,08 + 0,01>* 0,05 +0,01**
3. metoda 0,11 +0,01>* 0,13 +0,01%* 0,12 +0,01>4

Hodnoty ve sloupcich, které¢ maji stejné malé pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny
rozdil (P>0,05), hodnoty ve sloupcich, které maji odliSné malé pismenné indexy, se mezi sebou statisticky
lisi (P<0,05). Hodnoty v fadcich, které maji stejné velké pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky
vyznamny rozdil (P>0,05), hodnoty v fadcich, které maji odlisné velké pismenné indexy, se mezi sebou

statisticky 1isi (P<0,05).

Obsahy makroprvki (Na, K, Ca, Mg) a mikroprvkit (Mn, Fe, Zn, Se) jsou
prezentovany v tabulkach 14 a 15. V tabulce 14 je prezentovany obsah prvki v praskové
formé Caje a tabulka 15 prezentuje obsah prvkll ve vodném vyluhu ledovych matcha ¢aji
(pfepocteno na 1 gram pouzitého prasku). Mezi prvky, u nichz byla naméfena jejich vyssi
koncentrace v praskové formée, 1ze jmenovat K, Mg a Mn, do vodného vyluhu se ponejvice
uvolnily prvky K a Mn. Prvek Na je esencialni pro lidsky organismus, reguluje krevni tlak.
Nicméné, jeho vysoké koncentrace v potravinach jsou nezadouci z hlediska vyzivy,
zpusobuje napt. hypertenzi [86]. Koncentrace Na v prasku u vSech matcha ¢ajti byla 0,03
mg.g', ve vodném vyluhu byla jeho koncentrace 1,16 — 3,61 pg.g”. Bylinné Gaje se
vyznaduji relativng vysokym obsahem Na 189 — 469 mg kg™, obsah Na v zeleném &aji je
97 — 131 mgkg' [87]. Vysledky méfeni ukazuji na niz§ podil Na v &aji matcha.
Nedostatek Mg se projevuje piedevS§im oslabenim svalstva a kardiovaskularnim
onemocnénim. Jeho obsah v matcha &ajich se pohyboval v rozmezi 1,96 — 2,68 mg.g”" u
prasku a v rozmezi 1,37 — 2,27 mg.g” ve vodném vyluhu. Ve vzorcich Gerného &aje se
obsah Mg pohybuje cca mezi 1,54 — 2,72 mg.kg" [86]. Obsah K v praskové formé &aje
dosahoval hodnoty 9,71 mg.g" a ve vodném vyluhu v rozmezi od 8,11 do 9,81 pg.g™.
Vysoky obsah K je diilezity ve vyzivé Cloveka, zejména pro populaci s kardiovaskularnim
onemocnénim. V &ajovych listech jeho koncentrace miize dosahovat az 21 600 mg.kg™ [86,

88].

Ca je velmi dulezity pii svalovych kontrakcich, aktivaci oocytli, budovani kosti a
zubi, srazeni krve, regulaci srdecniho rytmu a rovnovaze tekutin v buiikach [89]. Obsah
Ca byl v praskové form& od 0,58 do 0,76 mg.g”', ve vodném vyluhu byl jeho obsah Ca 0,52
— 1,01 pg.g”. Obsah Ca v zelenych &ajich se pohybuje v rozmezi 2840 — 2960 mg.kg”. V
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porovnani s bylinnymi €aji je tato hodnota vyrazné niz$i, koncentrace Ca pro bylinné caje
je 19 700 — 36 150 mg.kg™” [86]. Deficit Mn v t&le je vzacny. Nadmérné mnoZstvi Mn mé
tendenci hromadit se v jatrech, pankreatu, kostech, ledvinach a mozku. Mn se dostava do
popiedi 1 diky svoji neurotoxicité. Mechanizmy toxicity zahrnuji oxidacni stres,
mitochondrialni dysfunkci a ztratu proteinti. Obsah Mn byl v praskové formé do 1,55 mg.g
! ve vodném vyluhu v rozmezi 0,17 — 0,26 mg.g". Obsah Mn se v b&znych vzorcich ¢aje
pohybuje od 1,76 — 11,6 mg.I"! [25, 90]. Fe je zakladnim prvkem pro téméf viechny Zivé
organizmy. Podili se na Sirokém spektru metabolickych procest véetné transportu kysliku.
Koncentrace Fe musi byt v télesnych tkénich piisné regulovand, protoze v nadmérnych
koncentracich mize vést k poSkozeni tkaniva. Poruchy metabolizmu Fe patii mezi
nejCastéj$i onemocnéni lidi, zahrnuje Siroké spektrum chorob od anémie az po
neurodegenerativni onemocnéni [91]. Koncentrace tohoto prvku byla v prasku naméfena v
rozmezi od 0,07 do 0,22 mg.g"', u vodného vyluhu se obsah Fe pohyboval pod 0,02 mg.g™.
koncentrace se pohybovala v rozsahu od 180 — 320 pg.g™ [92]. Matcha by mohla byt
vyznamnym zdrojem Fe, avSak inhibi¢ni G¢inek katechinovych latek brani resorpci Fe v
zazivacim traktu ¢lov€ka. Studie uvadéji, Ze absorpci Fe brani polyfenolické slouceniny,
které¢ by mohly interferovat s timto prvkem, pak také kyselina fytova a taninova [93]. Zn
byl zastoupeny v koncentracich do 0,04 mg.g" u praskové formy, ve vodném vyluhu byla
koncentrace Zn niz§i nez 0,02 mg.g”. Zn pisobi jako stabilizator bunéénych struktur a
bunécnych slozek, zicastiiuje se mnohych metabolickych pochodii v rostlinach, zejména
jako hlavni komponent riiznych druhd enzymli — dehydrogendzy, proteinazy, peptidazy a
fosfohydrolazy. Referen¢ni denni davka pro Zn je 8 — 11 mg za den [45, 88, 94]. Se se
uplatiiuje jako bunécény antioxidant a ochranny agens vaci toxickym prvkim [86].
Koncentrace tohoto prvku byla v praskové formé 0,33 mg.g” u viech vzorkt, obsah Se ve
vodném vyluhu se pohybovala v rozmezi od 0,03 do 0,13 mg.g”. Vé&tsina rostlin obsahuje

nizké hladiny Se, okolo 25 pg.kg™ [94].

Porovnani vyluhovatelnosti jednotlivych prvkl s literarnimi 0daji je velmi obtiZné,
protoze matcha ¢aj se konzumuje jak ve formé vyluhu, tak také listd. Doposud nebyla
relevantni studie o uvolilovani mineralnich prvka do vyluhii z matcha cajt pfi piiprave ice-
tea publikovand. Hladiny makroprvki a mikroprvki v jednotlivych druzich ¢aji nejsou
vyrazné rozdilné, ale ¢erné ¢aje jsou obvykle bohatsi na stopové prvky nez jiné druhy caja,

zejména diky specifickému zplisobu vyroby. Listy zelené¢ho ¢aje se napaiuji, tento proces
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muze vést ke ztratam nekterych prvki, zatim co listy ¢erného ¢aje se susi vzduchem, takze
ztrata prvkil je nizsi. Navic, cerné a tmavé Caje se vyrabéji ze starSich listd, obohacenych o
vys$si koncentrace, zejména prvkil ze skupiny kovi [95].

6.6 Vysledky stanoveni rtuti na pristroji AMA

Tabulky 16 a 17 prezentuji hodnoty koncentraci rtuti u jednotlivych vzorkl ledovych

matcha ¢aju. Stanoveni bylo provedeno metodou, kterd je uvedena v kapitole 5.10.

Tab. 16: Hodnoty koncentraci rtuti v praSkové formé matcha caje

Japan tea 0,24 £ 0,01°
Allnature 0,31 +0,03°
Wolfberry 0,41 +0,03°

Hodnoty ve sloupcich, které maji stejné pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil

(P=0,05). Hodnoty ve sloupcich, které maji odlisné pisemné indexy, se mezi sebou statisticky lisi (P<0,05).

Tab. 17: Hodnoty koncentraci rtuti v ledovych matcha cajich pfepoctené na

vyluhovaniz 1 g

1 metoda 2 metoda 3 metoda
Japan tea 0,15+ 0,02° ND ND
Allnature 0,20 +0,01° ND ND
Wolfberry 0,25 +0,02¢ ND ND

Hodnoty ve sloupcich, které maji stejné pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil

(P>0,05). Hodnoty ve sloupcich, které maji odlisné pisemné indexy, se mezi sebou statisticky lisi (P<0,05).

ND-nedetekovano, LOQ < 1 ng.g™!

Tabulky 16 a 17 ukazuji vysledky koncentraci rtuti v ledovych matcha ¢ajich, jak v
praskové forme, tak ve vodném vyluhu, kde byly vysledky vyjadieny jako mnozstvi prvku
vyluhovaného z 1 g prasku. Nejvyssi hodnota koncentrace Hg v praskové formé byla
namé&fena u vzorku Gaje Wolfberry, a to 0,41 pg.g”. Také u tohoto vzorku v pripadé
metody 1 byla zaznamenana nejvyssi vyluhovatelnost tohoto prvku. U zbylych metod
pfipravy se hodnoty koncentrace Hg nenaméfily, resp. byly pod hladinou kalibrace

pristroje.
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Hg je charakteristicka svou vysokou perzistenci v riznych environmentalnich kom-
partmentech a schopnosti bioakumulace v téle konzumenta, coz zplsobuje rizné karci-
nogenni onemocnéni a Alzheimerovu chorobu. Podle zjisténi, obsah Hg pozitivné koreluje
s hladinami katechint nebo celkovym obsahem fenolti [98]. Toxicita prvku ovSem zalezi
na chemické formé, ve které se vyskytuje. Hg je velmi toxickd, pokud se vaze ve formée
alkylortutnatych sloucenin (napf. methylrtuti). Hg mé i vysokou afinitu k tiolovym
skupinam peptidu a bilkovin [98].

6.7 Vysledky stanoveni stravitelnosti

Stanoveni stravitelnosti bylo provedeno podle metody, ktera je uvedena v kapitole

5.11. V tabulce 18 jsou prezentovany vysledky stanoveni stravitelnosti matcha prasku.

Tab. 18: Vysledky stravitelnosti susiny (DMD) a organické hmoty (OMD) matcha ¢ajt

Japan tea 92,8 +0,1% 94,0 £ 0,1°
Allnature 91,5+ 0,8° 92,8 +0,7°
Wolfberry 89,8 + 1,3¢ 91,3 +1,2°¢

Hodnoty ve sloupcich, které maji stejné pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil

(P>0,05). Hodnoty ve sloupcich, které maji odlisné pisemné indexy, se mezi sebou statisticky 1isi (P<0,05).

Stravitelnost byla vyjadiena jako stravitelnost suSiny (DMD) a organické hmoty
(OMD) a byla stanovena dvoustupniovou hydrolyzou pomoci enzymi pepsinu a
stravitelnost vykazoval vzorek Allnature (91,5 — 92,8 %) a Wolfberry (89,8 a 91,3 %),
naopak nejvyssi vzorek Japan tea (92,8 a 94,0 %).

Nejvyssi stravitelnost vzorku Japan tea mize byt zplisobena diky niz§imu podilu
vlakniny a vys$§imu podilu hrubé bilkoviny, kterd byla u tohoto vzorku stanovena v ramci
jiné prace, doposud nepublikované, na pracovisti UACHP. Z proteini obsazenych v ¢aji
jsou diilezité enzymy, které jsou odpoveédné za proces fermentace. Stravitelnost bilkovin
zavisi na jejich struktute, pivodu a zpracovani [51]. Co se tyce stravitelnosti organické
hmoty ve vzorcich, pohybovala se cca o 1 az 2 % vice, nez je tomu u suSiny. Stravitelnost
vzorkll zvySuje napf. tepelnd uprava, pii které denaturuji bilkoviny. Az do této chvile je
vSak vétsina studii o ¢aji v pokusech in vitro s velmi malym poctem intervencnich studii

[84]. Pro metodu stanoveni stravitelnosti potravin je nutné¢ vzit v tvahu charakter
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biologického materialu pro zvoleni vhodnych podminek pii simulovani traveni v lidském
zazivacim uUstroji. Stravitelnost matchy zavisi na jejim slozeni, ale také na typu pouzitého
enzymu, ktery Stépi rizné slozky, které ziistavaji po technologickém zpracovani matchy v

listech.
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ZAVER

Cilem prace bylo analyzovat nutri¢ni latky v ledovych matcha ¢ajich. Teoreticka cast
se vénuje péstovani a sklizni zelen¢ho Caje. Déle se vénuje nutricnim latkam zelenych a
matcha Caji a také pripravé ledovych matcha caji a jejich vyuziti v gastronomii.
Diplomové prace v experimentalni ¢asti byla zaméfena na stanoveni hodnot antioxida¢ni
aktivity pomoci metod s DPPH a ABTS, na stanoveni celkového obsahu polyfenoli Folin—
Ciocalteuho metodou, polyfenolického profilu metodou HPLC-UV, kofeinu, theaninu,
theobrominu a theofylinu metodou HPLC-UV, mineralnich a stopovych prvkii metodou

AAS, rtuti a také stanoveni stravitelnosti.

Z namétenych hodnot u jednotlivych vzorkl ledovych matcha ¢aji vyplynulo, Ze
matcha Caje jsou bohatym zdrojem polyfenoll, maji také vysokou hodnotu antioxidacni
aktivity. Hodnoty antioxidacni aktivity byly naméteny v rozmezi 4,37 — 43,7 mg TE.100
ml™". Z vysledki lze usoudit, Ze zpusob piipravy ledovych matcha ¢aji ma vliv na
antioxidacni aktivitu. Obsah celkovych polyfenoll se pak pohyboval v rozmezi od 36,1 do

51,1 mg GAE.100 ml™.

Mezi prvnimi tfemi polyfenolickymi latkami s nejvySSim obsahem byly nejcastéji
zastoupeny flavonoidy epigallokatechin, epikatechin a také kyselina chlorogenova z
derivath kyseliny hydroxyskoficové. Lze usuzovat, ze polyfenolické kyseliny patii mezi
latky, které se béhem tepelného zpracovani mozné snadnéji degraduji, jelikoZ v nejvysSim
mnozstvi pfevaZovaly pravé flavonoidy. DalSimi zastoupenymi fenolickymi kyselinami

byly kyselina elagova a sinapova.

Kofein, theanin, theobromin a theofylin byly u ledovych matcha ¢ajii stanoveny
metodou HPLC-UV. Vysledky stanoveni obsahu téchto latek se pohybovaly v Sirokém
rozmezi. Obsah kofeinu byl v jednotlivych vzorcich ledovych matcha Caji nejvyssi a
pohyboval se v rozmezi 11,1 — 14,7 pg.100 ml™, pfidemz nejvyssi koncentraci kofeinu
vykazoval vzorek Japan tea pfi pfipravé prvni metodou. Naopak nejniz§i hodnoty byly
naméfeny u theofylinu, a to v rozmezi od 0,01 do 0,02 pg.100 ml”, pfi¢emZ u metody 3 se

hodnoty pohybovaly nizsi nez 0,01 pg.100 ml™.

Ledové matcha caje jsou bohaté na prvky Mg, K a Mn, popt. Fe. Na druhé stran¢
neobsahuji vyznamné mnozstvi Zn a Se. Ve vSech vzorcich byly naméfeny velmi nizké

koncentrace Hg. Caj matcha je mozné doporudit ke konzumaci zejména jako napoje, diky
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jeho mnohym zdravotnim benefitim (hlavné z obsahu polyfenol), obsahuje i vyssi

koncentrace K a niz$i Na.

Nejvyssi stravitelnost vykazovaly vzorky Japan tea a Allnature. Stravitelnost se
zvysuje s tepelnou Upravou, pii které denaturuji bilkoviny. Hodnota stravitelnosti mize byt
v téchto produktech negativné ovlivnéna i pfitomnosti fenolovych sloucenin, popt. vyssim

podilem vldkniny.

Z dosazenych vysledkl lze shrnout, Ze ledové matcha Caje jsou zejména zdrojem
polyfenold, kofeinu a minerdlnich prvka. Matcha ¢aj 1ze doporucit ke konzumaci ve formée
pfevazné néapoje, a to diky komplexu polyfenolt a vy$sim hodnotam antioxidacni aktivity.
Matcha ¢aje se pouzivaji také jako surovinové komponenty do mnoha potravin, kde mtizou

plnit i funkci nutraceutické slozky.
Z jednotlivych metod piipravy ledovych matcha ¢aji vyplynulo, Ze pro jejich
ptipravu by bylo nejlepsi vyuzit metodu 3, jelikoz se zda jako nejvhodnéjsi z hlediska

obsahu biologicky aktivnich latek.
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PRILOHA P I: KALIBRACNI ROVNICE POLYFENOLU

Standard

rovnice kalibrace

Derivaty kyseliny hydroxybenzoové
Gallova kyselina
3,4-Dihydroxybenzoova kyselina
4-Hydroxybenzoova kyselina
Vanilova kyselina

Syringova kyselina

Elagova kyselina

Etylester kyseliny protokatechové

Derivaty kyseliny hydroxyskoricové
Neochlorogenové kyselina
Chlorogenova kyselina

Kévova kyselina
trans-p-Kumarova kyselina
Ferulova kyselina

Sinapova kyselina
trans-2-Hydroxyskoficova
kyselina

Flavonoidy
Epigallokatechin
Katechin
Epikatechin
Rutin

Kvercetin

y = 0,5896x
y =0,2359x
y=0,5114x
y =0,4383x
y =0,4632x
y =0,2005x
y=0,2618x

y=0,1559x
y=0,2125x
y=0,4118x
y =0,6377x
y=0,3616x
y=0,1767x

y =1,2589x

y=0,0221x
y=0,1076x
y =0,1366x
y=0,1653x
y =0,2074x

0,9996
0,9998
0,9998
0,9999
0,9994
0,9988
0,9993

0,9992
0,9989
0,9995
0,9995
0,9990
0,9994

0,9997

0,9988
0,9990
0,9987
0,9998
0,9967




PRILOHA P II: KALIBRACNI ROVNICE MINERALNICH PRVKU

0.g

0.4

Absorbance (3 pixel)

0.2

Conc. [mg/L]

Table Parameters Residuals LOD/LOQ

Calibration data
R3(adj.)
Slope:
Method SD:
Char.conc.:
y=(a+bx)/(1+cx)
a=0.0010473

0.999385367
0.5914728 Abs./(mg/L)
0.0152016 mg/L
0.0073714 mg/L/1%A

b=05919153 c=04225309

Obr. 19: Kalibrac¢ni kiivka pro prvek Zn

Absorbance (3 pixel )

. [mayL]

Table Parameters Residuals LOD/LOQ

Calibration data
Radj.):
Slope:
Method SD:
Char.conc.:
y=(a+bx)/(1+cx)
a=0.0006097

0.999953796
0.1415647 Abs./(mg/L)
0.0199831 mg/L
0.0307986 mg/L/1%A

b=0.1415988 c=0.0560458

Obr. 20: Kalibraéni kfivka pro prvek Mn
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