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ABSTRAKT

Teoreticka cast diplomové prace se zaméfuje na charakteristiku cajovniku ¢inského
(Camellia sinensis) z botanického a taxonomického hlediska s diirazem na jeho vhodné
péstovani a zplisob zpracovani ¢ajovych listli pro vyrobu matcha ¢aje. Déle je popsano
chemické slozeni matcha caju se zvlastnim zaméfenim na fenolické latky a jejich néslednou
vyuzitelnost pfi procesu traveni. Praktickd ¢ast prace byla zaméfena na sledovani vlivu
gastrického a intestindlniho trdveni simulovaného v laboratornich podminkach na
uvoliiovani volnych a véazanych forem polyfenolickych latek z matrice matcha caji.
Stanoveni obsahu celkovych polyfenolti (TPC) bylo provedeno Folin-Ciocalteuovou
metodou a analyza polyfenolického profilu prostiednictvim HPLC. Ziskané vysledky byly
vyuzity k vypoctu reten¢nich faktort, které udavaji zbytkové procentudlni zastoupeni
fenolickych sloucenin v nestravenych podilech po in vitro traveni. Vysledky ukazuji, ze po
zaludecni fazi doSlo k vys$simu poklesu obsahu TPC ve srovnani s intestindlni fazi, pti¢emz
snadngji se behem traveni uvoliiovaly vazané frakce polyfenoll. Z polyfenolického profilu
matcha ¢aju se po gastrickém traveni jevila jako nejhiife stravitelnd volnd forma kyseliny
gallové a zvéazanych frakci vykazovala nejvySs$i retencni faktor kyselina trans-2-
hydroxyskoticova. Po simulaci gastrointestindlniho traveni byla stanovena nejvyssi hodnota

retence u volného kaempferolu a z vazanych forem se nejhiife uvolioval kvercetin.

Kli¢ové slova: Camellia sinensis, matcha ¢aj, in vitro stravitelnost, volné a vazané fenolické

latky, Folin-Ciocalteuova metoda, HPLC



ABSTRACT

The theoretical part of the thesis focuses on the characteristics of the Chinese tea tree
(Camellia sinensis) from the botanical and taxonomic perspective, with an emphasis on its
appropriate cultivation and the processing of tea leaves for the production of matcha tea.
Furthermore, the chemical composition of matcha teas is described, with special focus on
phenolic compounds and their subsequent utilization in the digestion process. The practical
part of the thesis was aimed at monitoring the effect of gastric and intestinal digestion
simulated by in vitro technique on the release of free and bound forms of polyphenolic
compounds from matcha tea matrix. The total phenolic content (TPC) was determined using
the Folin-Ciocalteu method, and analysis of polyphenolic profile by HPLC. The results
obtained were used to calculate retention factors, which indicate the residual percentage of
phenolic compounds in the undigested parts after in vitro digestion. The results show that
there was a higher decrease in TPC content after the gastric phase compared to the intestinal
phase, with the bound fractions of polyphenols being more easily released during digestion.
Of the polyphenolic profile of matcha teas, the free form of gallic acid appeared to be the
most difficult to digest after gastric digestion, and of the bound fractions, trans-2-
hydroxycinnamic acid had the highest retention factor. After simulation of gastrointestinal
digestion, the highest retention value was determined for free kaempferol and quercetin was

the most poorly released among the bound forms.

Keywords: Camellia sinensis, matcha tea, in vitro digestibility, free and bound phenolic

compounds, Folin-Ciocalteu method, HPLC



Rada bych uptimné podékovala doc. Ing. Daniele Sumczynski, Ph.D., za jeji odborné vedent,
podporu a ochotu, kterou mi po celou dobu zpracovani této diplomové prace vénovala. Jeji

cenné rady a vstiicny piistup pro mé byly velkym pifinosem.

Prohlasuji, Ze odevzdana verze diplomové prace a verze elektronickd nahrand do IS/STAG

jsou totozné.






UV OD.cuciiiininrinnssisnissssssssssssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssstosssssssssssssssssssssssssssssssss 10
I  TEORETICKA CAST c.vuonerrerernsenssssssessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 11
1  CHARAKTERIZACE CAJOVNIKU ..cuuerrerrrrssensnsnsssssssssssssssssssssssssssssssssssasssans 12
I.1  PRODUKCE CAJE ...ioutiitiiiiiiieieeie ettt sttt sttt sttt ettt st sae bt sae e 13
1.2 PESTOVANI CAJOVNIKU ...outiiiiiiiiiiiiiiieeitesieete sttt sttt 13
1.3 PESTOVANI CAJOVNIKU PRO VYROBU CAJE MATCHA ...c..eovuieiiiieienienieeieeeenieenne 16
1.4 LEGISLATIVNI POZADAVKY ....tiiiiuiiiieiinitenteeiesitenieetesitesseessesieessesasesseensesnsesseenee 18
2.1 BILKOVINY A AMINOKYSELINY ....ociutiiitieniieaiieniieeteeniteeseesssesseessseesseesssesnsaesseens 20
2.2 LIPIDY A MASTNE KYSELINY ....cctttiiieitienuieaiieenieeeteenseesseenseessseenseessseenseesnsesnseesnns 21
2.3 VLAKNINA A NIZKOMOLEKULARNI SACHARIDY ......ccceeeruierirerieeaeenreenseenseeneennns 21
2.4 ORGANICKE KYSELINY ....otiieuietiieniesiesentestesenseseesessensessesessensesessessessesessensesessensens 22
2.5 SAPONINY ..uiiiuieuietiienieteetentettetestesteseesesseseesesseseeseesenseseesessenteseesesseneesessensasessensans 22
2.6 METYLXANTINOVE ALKALOIDY ....eerttritentieieriienieeseetesteentessesseenseesesssesseensesseens 22
2.7 ROSTLINNE PIGMENTY ....uitiieuietiieniesteseeestesesseseesessenseseesessensesessassessesessensesessensens 23
2.8 VITAMINY .ottt et ettt ettt sttt et sh et s e st e bt esbesatesbeeneesaeens 24
2.9 MINERALNI LATKY .ttiuiiiiieniieieiitesieet ettt sttt ettt sttt sttt et st sbeeeesaeen 24

3 FENOLICKE LATKY ccuvueseuereunernensessesssssssessosssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseses 25
3.1  FENOLICKE LATKY CAJE ..cuteitteiierieeieeitentteteeitenteentesitesateteeieesbeestesatesseeseensesaeenee 26
3.1.1  Fenolické KySElinY ........ccccueeiiiiiiiiiiiiecieeeeeee e 27

3,12 Flavanoly..o.eooeeeeieieceeee et 27

3,13 FlavomOly..oueeoiieiieie et st 28

3.2 STRAVITELNOST POLYFENOLICKYCH LATEK ....ccuterteriiiniieiinienieenientesieeieeeesieene 29
32,1 OFAINE FAZE ..ottt 30

3.2.2  GASICKA TAZE...oooeviieiieceeeeeee e 30

323 Intestindlnd fAZE .......oooviiiieiiiciee e 31

324 KOIONICKA fAZE ...c.vviiiiiieeieceeeee e 31

II PRAKTICKA CAST.ourerrerrerserssnsnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 33
4 CIL PRAGCE ouueeeeerersenensensessssssessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 34
5 METODIKA ...ouuuiiinriinnrinssnnissssnesssssesssssossssssssssssssssssssssssssssossssssssssssssssssssssssssasssssns 35
5.1 CHARAKTERISTIKA VZORKU.....cctteiiiniieniteienitenieetesitenteeeeseeesseessesisensesnsesseenseennes 35
5.2 STANOVENI OBSAHU SUSINY ....eoruteierienieinieritentieientesteeeesstesseesesssessessesseesseennes 35
53 STANOVENI STRAVITELNOSTI /N VITRO A PRIPRAVA NESTRAVENEHO PODILU ....... 36
54  EXTRAKCE VOLNYCH A VAZANYCH POLYFENOLICKYCH LATEK .......cccccvvvererennnen. 38
5.5  STANOVENI OBSAHU CELKOVYCH POLYFENOLICKYCH LATEK.......ccccecvrerueennrenen. 39

5.6 STANOVENI POLYFENOLICKEHO PROFILU METODOU HPLC .....coeiivveviiiieeeeeeeeeen, 40



5.7 STATISTICKE VYHODNOCENT ...ttt eeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeeeaeeeeeeenneenne 41

6 VYSLEDKY A DISKUZE .....ccuvereereenerersesessessesessessesessesssssssesssessessssssssssssessssesseses 42
6.1 VYSLEDKY STANOVENI{ STRAVITELNOSTI A OBSAHU SUSINY VE VZORCICH........... 42
6.2  VYSLEDKY STANOVENI{ OBSAHU CELKOVYCH POLYFENOLICKYCH LATEK............ 43

6.2.1  Vliv stravitelnosti na obsah celkovych polyfenolickych latek..................... 45
6.3  VYSLEDKY STANOVENI POLYFENOLICKEHO PROFILU METODOU HPLC................ 48

6.3.1  Vliv stravitelnosti na uvoliiovani fenolickych latek z matrice matcha
Gttt entee ettt et e et e et et e et et e et e ate et e e ha e e bt e hteeabe e taeeabe e bt e enbeeneeenbeenbeeenns 55

ZAVER ccuvurerrsrsssnsssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 62

SEZNAM POUZITE LITERATURY ..cccuoerrrrerrersrsssessesssssssssssssesssssssssssssssssssssesssssssssses 65

SEZNAM OBRAZKU .....oovrerrrresrersrsssessesssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssses 77

SEZNAM TABULEK .....couiiniineiiinnninsanssessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssassssssassssssss 78

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK .....cvvuerrerrrrsressasssesssssasssesssessaases 79

SEZNAM PRILOH.....ececiieeeeeeeesecesesssesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssens 80






10 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

UVOD

Matcha €aj je tradicni japonsky ndpoj, jehoz pfiprava spo€iva v rozemleti listh rostliny
Camellia sinensis na jemny prasek. V poslednich letech si ziskal celosvétovou popularitu
nejen diky své charakteristické chuti a vyrazné zelené barvé, ale rovnéz kvili vysokému
obsahu zdravi prospésnych bioaktivnich latek. I kdyz se jedna o formu zeleného ¢aje, obsah
nékterych slozek se mize oproti béZznym zelenym ¢ajim vyrazné lisit v dsledku specifické
technologie. Tento rozdil je dan zejména charakteristickou metodou péstovani ¢ajovniku pro
vyrobu matcha ¢aje a rovnéz jedineCnym postupem zpracovani. Uvedeny proces pestovani
méa zasadni vliv na syntézu bioaktivnich slou€enin, pfedev§im pozitivné plsobi na
intenzivnéj$i produkci chlorofylu a L-theaninu v rostliné ¢ajovniku a zaroven snizuje
akumulaci fenolickych antioxidantl v ¢ajovych listech, coz pfiznivé ovliviiuje senzorickou
a chemickou kvalitu vysledného ¢ajového produktu. Vzhledem k tomu, Zze se ¢aj matcha
konzumuje v podobé jemného prasku, jsou télem pfijimany i nerozpustné slozky, které by
se pii pfipraveé bézného ¢ajového ndlevu do vyluhu nevyextrahovaly. Timto se potencionalné

zvySuje nutriéni a fyziologicky ucinek zminéného praskového typu zeleného Caje.

Zvlastni pozornost je v souvislosti s matchou vénovana predevsim obsahu polyfenolickych
sloucenin, jenz vnikaji v rostlindch vlivem sekundarniho metabolismu. Polyfenolické latky
jsou diky své chemické struktufe povazovany za G¢inné antioxidanty, které pfispivaji ke
snizeni oxidac¢niho stresu. Oxidacni stres je spojovan srizikem rozvoje celé fady
civilizacnich chorob, vcetné kardiovaskularnich onemocnéni. Konzumace potravin
rostlinného pivodu bohatych na polyfenolické slouceniny je proto casto spojovana
s preventivnimi ucinky na lidské zdravi. V rostlinnych tkanich se fenolické antioxidanty
vyskytuji v n€kolika rtiznych formdach, proto je tato diplomova prace zaméfena nejen na
sledovani vlivu stravitelnosti na uvolfiovani volnych forem polyfenolickych sloucenin
z matrice matcha Caje, ale rovnéz na posouzeni stravitelnosti polyfenolt vazanych na slozky
bunéénych stén. Pro stanoveni procentudlniho zastoupeni polyfenolii v nestravenych
podilech matcha ¢ajii po simulaci in vitro traveni byla vyuZita spektrofotometricka metoda

a analyza metodou HPLC.
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1 CHARAKTERIZACE CAJOVNIKU

Cajovnik &insky (Camellia sinensis) je druh ajovniku, ktery je pfevazné uréen k vyrobé
riznych druhti ¢aji, jehoz botanicka klasifikace je popséana dle ptislusné taxonomie v bodech

nize (Hilal a Engelhardt, 2007).
- tiSe: rostliny,
- podfise: cévnaté rostliny,
- nadoddéleni: semenné rostliny,
- oddéleni: krytosemenné rostliny,
- trida: niz8i dvoudélozné rostliny,
- tad: viesovcovité,
- Celed’: ¢ajovnikovité,
- rod: Camellia,
- druh: Camellia sinensis (Shrivastava et al., 2018; Namita et al., 2012).

Dale 1ze rozliSovat z botanického hlediska dvé zasadni odriidy ¢ajovniku ¢inského, prvni z
nich se nazyva Camellia sinensis var. sinensis (Cajovnik ¢insky) a tou druhou je Camellia
sinensis var. assamica (€¢ajovnik asdmsky). Ob¢ vySe uvedené odridy jsou nepostradatelnou

soucasti ¢ajové produkce (Hilal a Engelhardt, 2007).

Camellia sinensis var. sinensis pochazi zjizni a jihovychodni Asie, pfedevsim z Ciny
(Namita et al., 2012). Jedné se o zeleny ket mensiho vzristu, s nékolika stonky a velmi
silnym kofenem. Listy ¢ajovniku ¢inského jsou z morfologického hlediska kozovité, tvrdé,
matné, tmave zelené zbarvené a nabyvaji mensich rozmérii, na jejichz okrajich jsou znatelné

vroubky (Wachira et al., 2013; Namita et al., 2012; Hilal, 2017).

Camellia sinensis var. assamica je puvodem ze severni Indie, konkrétné z oblasti Asamu
(Shrivastava et al., 2018). Cajovnik asamsky je vysoky strom dosahuji vysky az 15 m. Listy
maji Spicaty tvar, bez vroubkli na okrajich, jsou lesklé, tenké, svétle zelené zbarvené a
dortstaji vétSich rozméri (Wachira et al., 2013; Hilal, 2017). Camellia sinensis var.
assamica je charakterizovana jako rychle rostouci rostlina a idealni podminky pro rast
nachazi v tropickém nebo subtropickém podnebi, zatimco Camellia sinensis var. sinensis se

pfizplsobi i chladnéjSim podminkam (Wachira et al., 2013).
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1.1 Produkce ¢aje

Caj je jednim z nejoblibengj$ich napojt a jeho konzumace je rozsifena po celém svéts.
V Asii se s oblibou konzumuje spise zeleny c€aj, ktery ve svétovém méfitku produkce ¢ini
okolo 15 %, zatimco v Evropé€ a Severni Americe pfevladd konzumace ¢erné¢ho caje, ktery
je zaroven nejrozsifenéj$Sim Cajovym produktem a zaujimé ptiblizné 75 % celkové Cajové
produkce na svété. Camellia sinensis je bezesporu nejrozsifenéj$Sim rostlinnym zdrojem
pro produkci &aje a Cina je jeho hlavnim producentem a péstitelem na svété. Podili se
pfiblizné na 40 % produkce a plocha plantazi zahrnuje okolo 35 % celosvétové rozlohy
cajovych plantazi. Dalsi staty podilejici se na produkci a péstovani ¢aje jsou vyobrazeny na

Obrazku 1 nize (Zhang et al., 2019).

Rozloha Produkce

Ostatni 11%

Bangladés 1%
Iran 2%
Myanmar 2%

Indonésie 2%
Cina 35% Turecko 4% \ Cina 40%
Vietnam 4%

Sri Lanka 6%
Indie 10% Kefia 7%

Ostatnl 40%

Bangladés 1%
Japonsko 1%

Myanmar 1%
yTurecko 1% o~ SriLanka 4%
Indonésie 2%  Kefla 3% e,

Vietnam 2%

Obrazek 1 Rozloha plantazi a produkce ¢aje ve svéte, upraveno dle (Zhang et al., 2019)

Nasledujicim vyznamnym producentem caje je Indie, v celosveétové produkcei ¢aje zaujima
21 % arozloha plantazi ¢ini ptiblizn€ 10 %. Nedilnou soucasti tohoto odvétvi jsou také dalsi

zemé jako je Kena, Sri Lanka, Vietnam atd. (Zhang et al., 2019).

Podstatnym producentem matcha ¢aje je bezpochyby Japonsko. Ro¢né se zde produkuje cca
3 000 tun japonské matchi, coz ¢ini okolo 0,06 % celkové produkce Caje na svété. Na

tuzemském trhu se proda celkem 85-90 % kazdoro¢ni vyroby (Cheadle a Kilby, 2017).

1.2 Péstovani ¢ajovniku

Cajovnik rodu Camellia sinensis pochazi ze subtropickych a tropickych oblasti, nicméné se
do jist¢ miry dokaze prizptsobit klimatickym podminkam prostfedi a odlisné kvalité

urodnych piad (Hajiboland, 2017). Optimalni teplota v pribéhu vegetacniho obdobi je
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pfiblizné 18-30 °C, pficemz odolava i extrémnim teplotdm od -16 do 40 °C (Zhang et al.,
2020). Cajovnik lze p&stovat také v riznych nadmoiskych vyskach, od hladiny mofe aZ po
2200 m nad moiem, piicemz se mohou vyskytovat az ve vysce 3000 m nad mofem.
(Hajiboland, 2017; Ahmed a Stepp, 2013). Vyssi nadmotské vysky pro péstovani cajovniku
jsou uzce spjaty s vyssi kvalitou ¢ajového produktu (Ahmed a Stepp, 2013). Idedlni pro
péstovani Cajovniku je tedy teplé a vlhké podnebi s rocnimi srdzkami v rozmezi 2500-3000
mm (Zhang et al., 2020; Hajiboland, 2017). Pfi péstovani cajovniku je také dulezité slozeni
a vlastnosti urodné pudy, ¢imz je zejména pH ptdy, jehoZ optimum se pohybuje v rozmezi
4,5 az 5,5 a dale také celkové odvodnéni a okysli¢eni pudy (Zhang et al., 2020; Hajiboland,
2017). Vhodné slozeni urodné ptdy se sklada ptiblizn¢ ze 40 % pisku, 40 % hliny a 20 %
jilu. Tento pomér slozek umozituje vodé dobfe odtékat, ale zaroven poskytuje dostate¢né
mnozstvi zékladnich zivin, které jsou nezbytnou soucasti zdravého ristu a v idedlnim
pfipadé by méla mit trodna pidni vrstva hloubku ptesahujici 50 cm (Hajiboland, 2017,
Shrivastava et al., 2018).

V priibéhu vegetacniho obdobi ¢ajovniku Ize rozliSovat tfi faze riistu. Prvni faze v obdobi
od konce biezna do zacatku kvétna, v této fazi rostou tzv. jarni vyhonky a byva zpravidla
nejvynosnéjsi. Druha faze probiha od zacatku ¢ervna do zacatku Cervence. Posledni ristova
faze nastava od poloviny Cervence do fijna (Shrivastava et al., 2018). Péstované kete
¢ajovniku je vhodné pravidelné zastiihavat, idealn€ v intervalech Ctyt az péti let, ¢imz se
udrzuje rostlina v dobrém zdravotnim stavu a zaroven se zlepSuji podminky pro efektivni
sklizeni &ajovych listkii. Cajovnik je Girodny po dobu 50 az 70 let, nicméné se zpravidla po
padesati letech trodnost sniZzuje. Z tohoto diivodu jsou starSi kefe nasledné¢ nahrazeny
novymi (Hilal, 2017). Nové kefe jsou vysazeny v ochrannych podminkach kontrolovanych
Skolek po dobu dvou az Ctyt let, v tomto obdobi se nesklizeji a jsou oznaceny za nezralé,

jakmile ¢ajovniky dozraji, jsou pfesazeny na pole (Ahmed a Stepp, 2013).
Sklizen a zpracovani ¢ajovych listi

Sklizenn se zpravidla provadi rucné, ¢i za pomoci noze nebo nlzek, klasifikovanymi
pracovniky vyuzivajici metodu selektivniho sbéru cajovych listd (Abhiram, 2024). Pro
vyrobu kvalitnich ¢ajli se idealné sbira vrcholovy pupen a prvni dva az tii listy. Pfednostné
se sbiraji mladé listy, které jsou svétlé zelené zbarvené a s pfibyvajicim stafim barva listl
tmavne. Stafi listh ma pfimy vliv na kvalitu a chemické slozeni vysledného ¢ajového
produktu (Namita et al., 2012). Sklizen lze realizovat i za pomoci mechanickych stroji, které

znaéné€ zvysSuji efektivitu a produktivitu sbéru a zaroven snizuji naroky na lidskou pracovni
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silu. Je ale nutno podotknout, ze vétSina mechanickych strojli pracuje na principu
neselektivniho sbéru a jsou tedy vhodnéjsi pro kvantitativni produkei cajii, nikoliv
kvalitativni. V pribéhu mechanického sklizeni mize také dojit k poskozenti listli, coz vede
ke snizeni kvality ¢ajovych listd. Lze vyuzit i selektivni mechanické stroje, které umozni
identifikovat a sklizet mladé listy (Abhiram, 2024). Jednotlivé skliziové obdobi se
v riznych péstitelskych zemich lehce lisi, ale vétSinou se jedna o jarni, letni a podzimni
sklizeni. Cajové listky v obdobi jara maji zpravidla nejvyssi kvalitu. Uvadi se i obdobi dest’t,
tzv. monzunové obdobi, v této fazi se Cajové listy prevazné nesklizeji kvili nizké kvalité,

jez se projevi na chuti kone¢ného ¢aje (Ahmed a Stepp, 2013).

Po sklizni nésleduji procesy zpracovani Cerstvych ¢ajovych listd, které se vyznamné lisi
podle vyrabéného druhu ajového produktu. Cerné aje a ¢aje oolong jsou béhem zpracovani
podrobeny celkové nebo caste€né fermentaci, respektive oxidaci, jez piispiva
k charakteristické barve a chuti zminénych ¢aji (Najman et al., 2023). Bilé a zelené ¢aje jsou
zcela nefermentované (Devkota et al., 2021). Dal$imi druhy je Zluty ¢aj a ¢aj tmavy neboli
pu-erh, jez jsou v prub&hu zpracovani vystaveny mirné ¢i celkové fermentaci po zahtati a
nasledné jsou oznacovany za post-fermentované caje (Hilal, 2017). Na Obrazku 2 jsou
schematicky zndzornény jednotlivé procesy zpracovani cajovych listd dle ptisluSného

vysledného ¢ajového produktu (Hilal, 2017).

Zavadnuti Suseni Bily ¢aj
Naparovani Rolovani Susent Zeleny caj
Japonsky zplisob

Oolong &aj
polofermentovany

Zavadnuti —{ Rolovani Fermentace Sugeni —»_

Mirna

Prazeni Mimé rolovani —{  Susen fermentace Suseni Zluty caj
. post-fermentovany
po zahrati

Prazeni Rolovani  |—|  Sugen Fermentace suseni  |—
po zahrati

Obrazek 2 Dil¢i procesy zpracovani ¢ajovych listl, upraveno dle (Hilal, 2017)

Zavadnuti — VysuSeni Rolovani Suseni
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Ptiprava zeleného Caje miize probihat bud japonskym, nebo cinskym zpisobem. Ob¢
metody zahrnuji proces rolovani a suSeni, nicméné se lisi v procesu tepelného oSetfeni
znamém jako fixace. Cinsky zptisob piipravy zeleného aje spo¢iva v prazeni Eajovych listi
na suché panvi, kterd je vystavena intenzivnimu zdroji tepla a teplota fixace se pohybuje
okolo 300-350 °C, zatimco pfi japonském zplsobu jsou Cajové listy spafeny proudem horké
pary o teplot¢ kolem 100 °C. V prubéhu tepelného osetieni se vypafti pfiblizné 40 % vody
z ¢ajovych listl. Fixaci je docilena inaktivace enzymi, piedev§im polyfenoloxiddz, jez
nasledné zabrani procesu oxidace, ktery je u vyroby zeleného ¢aje nezadouci a zaroven je
zachovana jemna chut’ a zelend barva caje. Pfi japonském zplsobu je zpravidla zachovan
vyS$si obsah polyfenolickych latek nez u metody vyuzivajici proces prazeni (Hilal, 2017;

Ahmed a Stepp, 2013).

Zeleny ¢aj se vyskytuje v mnoha formulacich, které vychazeji z tradic ¢inskych a japonskych
kultur. Jednotlivé typy zelenych Caju jsou péstovany ¢i zpracovany dle odlisné technologie
(Ahmed a Stepp, 2013). K zajimavym japonskym druhtim zeleného ¢aje bezpochyby patii
matcha. Jedna se o zeleny ¢aj v jemné praskové formé ziskany rozemletim celych ¢ajovych
listh. Matcha mé analogické slozeni jako b&zny zeleny ¢aj, nicméné obsah nékterych
bioaktivnich latek je v matchi mnohem vyS$si (Phuah et al., 2023). Tradi¢n¢ se matcha
vyuziva pii japonskych ceremonialech, dnes se jeji konzumace stava popularni po celém

svéte (Shrivastava et al., 2018).

1.3 Péstovani ¢ajovniku pro vyrobu ¢aje matcha

Péstovani ¢ajovniku pro vyrobu matcha caje se v jistych ohledech odliSuje od péstovani
¢ajovniku pro ostatni druhy ¢aje. Pro piipravu ¢aje matcha se ¢ajovniky péstuji ve stinu,
zatimco péstovani ¢ajovniku pro vyrobu napt. cerného, zelené¢ho, oolong anebo bilého caje
nikoliv (Devkota et al., 2021). Cajové plantaze byvaji zpravidla zastinény po dobu 1421
dni pted sklizni, a to az z 90 % celkové plochy, pficemz k zastinéni se vyuziva riznych
materiali (Devkota et al., 2021; Ye et al., 2024). Bézn¢ se vyuziva ¢erna stinici sit’, nicméné
tradiéni metoda zahrnuje vyuziti bambusovych nebo rakosovych rohozi, ¢imz se docili
dostate¢né ochrany ¢ajovych listll pfed intenzivnim dopadem slune¢niho zareni (Jakubczyk
et al., 2024; Najman et al., 2023; Ye et al., 2024). Ackoli slunecni zafeni hraje zasadni roli
ve vyvoji a ristu ¢ajovnikd, zadouci je pokles intenzity UVB zatfeni dopadajici na ¢ajové
listy, ¢imz ptiznivé ovliviiuje regulaci biosyntézy flavonoidi, theaninu a chlorofylu

obsazenych v rostliné ¢ajovniku (Ye et al., 2024). Zpusob zastinéni ma tedy pozitivni vliv
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na produkci bioaktivnich latek, které jsou zodpovédné za charakteristickou barvu a chut’

matcha ¢aje (Najman et al., 2023).

Hnojeni zastupuje velmi dulezity krok pfi péstovani ¢ajovniku pro produkci matcha caje,
¢imz prispiva k celkové vynosnosti ¢ajovniku a kvalité listd. Aplikace hnojiv znaéné
podporuje chut’ umami a napomaha ke snizeni hotkosti a trpkosti ¢ajovych listl, jenz jsou
zadoucimi vlastnostmi pro vyrobu kvalitni matchi. Organicka hnojiva se aplikuji pfi prvotni
vysadbé Cajovnikil, dusikata hnojiva se zpravidla vyuzivaji kazdoro¢né na prelomu zafi a
fijna, zatimco chemickd hnojiva lze aplikovat pfiblizn¢ mésic pfed jarni sklizni. VySe
zminéné typy hnojiv maji odlisny vliv na podporu produkce aminokyselin v rostlin€ (Ye et

al., 2024).
Sklizen a zpracovani ¢ajovych listii pro vyrobu ¢aje matcha

Sbér €ajovych listi pro ndslednou vyrobu matcha ¢aje 1ze shrnut do tii fazi. Prvni sklizen se
nazyva tzv. ichibancha (,,prvni ¢aj*) a trva od konce dubna do zacatku kvétna. Po jarni
sklizni nasleduje sbér na prelomu Cervna a Cervence, jeZ je oznacovan za druhou sklizen.
Tieti a zaroveti posledni sklizefi je realizovana v mésici srpnu. Cajové listy sklizené v riizné
fazi sklizn¢ maji zpravidla odlisné kvalitativni a organoleptické vlastnosti (Najman et al.,

2023; Jakubczyk et al., 2024; Jakubczyk et al., 2022).

Po sklizni nésleduje proces zpracovani, jez se vyznamn¢ odlisuje od procesu vyroby bézného
zeleného ¢aje. Vyrobu matcha caje lze rozdélit do dvou hlavnich casti. Vysledkem prvni
Casti, jakozto zpracovani Cerstvych Cajovych listi, je ¢aj tencha, ze kterého se v druhé ¢asti
pomoci procesu zjemnéni (mletim) pfipravi ¢aj matcha. Proces vyroby matcha caje je

vyobrazen na Obrazku 3 (Ye et al., 2024).

Sbér &ajovych listd Rezani
Zastinéni ¢ajovnikl| ——————— Rozprostieni _— Naparovani _ Chlazeni
Druhé suseni Tridéni Sugeni
Odstranéni stonkl

Kontrola

Obrazek 3 Schéma vyroby caje matcha, upraveno dle (Ye et al., 2024)
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V prvni fazi procesu jsou Cerstvé Cajové listy rozprostfeny, nasekdny a nasledné jsou
podrobeny fixaci za pouziti pary o teploté¢ okolo 95 °C po dobu 2045 sekund, ¢imz se
zabrani oxidaci (Phuah et al., 2023; Ye et al., 2024; Xu et al., 2016). K napatovani lze vyuzit
pasovy pardk, rotacni pafdk nebo perforovany buben. Po zchlazeni se ¢ajové listy ¢astecné
vysus$i pomoci teploty cca 55 °C po dobu 30 minut, ¢imz se ziska tzv. ,,aracha‘ neboli surovy
Caj. Pfi suSeni lze vyuzit metodu suSeni ve vakuu, suSeni horkym vzduchem, suSeni
v mikrovlnné troub¢é nebo mikrovinné vakuové suseni, jenz je povazovano za nejucinngjsi
metodu ze vSech vyse uvedenych. Nasledné se u surového ¢aje provede tiidéni dle zabarveni,
tvaru a velikosti ¢ajovych listl a rovnéz se odstrani nezddouci ¢asti listli, predevSim jsou
odstranény stonky a zilky. Po dosusSeni jiz vznika ¢aj tencha (Ye et al., 2024; Phuah et al.,

2023; Xu et al., 2016).

V druh¢é fazi je pfipraveny caj tencha podroben procesu mleti, ¢imz se docili rozemleti
¢ajovych listl na jemny a hladky prasek. Mleti tenchi je jeden z klicovych krokii celé vyroby,
jenz nasledné ovliviiuje fyzikalné-chemické a senzorické vlastnosti vysledného ¢aje matcha
(Ye et al., 2024). Tradicné se pro mleti tenchi vyuzivalo kamennych mlynii, nicméné se od
tohoto zpiisobu zpracovani odstupuje z diivodu omezené kapacity zpracovani (Jiang et al.,
2023). Dnes se v prumyslové vyrobé vyuziva elektrickych kamennych mlynt, kulovych
mlyni, které jsou v soucasnosti nejvice vyuzivany ¢i mlyni vyuzivajici intenzivni proud
vzduchu k rozmélnéni ¢ajovych listli. Kazdy proces mleti z vySe uvedenych pracuje na jiném
principu a vysledna matcha se podstatné li§i v morfologii povrchu, obsahu nékterych slozek
a ve velikosti ¢astic, pfiCemz pomoci proudového mleti se ziska cajovy prasek o nejmensi
velikosti ¢astic (Ye et al., 2024; Jiang et al., 2023). Takto zpracovand matcha je dale

podrobena kontrole a ndsledné¢ vakuove balena (Phuah et al., 2023).

1.4 Legislativni poZadavky

Primarnim zivaznym legislativnim piedpisem v Ceské republice je Vyhlasgka &. 187/2023
Sb., ze dne 12. ¢ervna 2023, o pozadavcich na ¢aj, kavu a kdvoviny, nahrazuje piedeSlou
vyhlasku €. 330/1996 Sb. Tato vyhlaska vymezuje pojmy, naptiklad definuje zeleny ¢aj jako
Caj pravy, ve kterém neprobéhla pfi zpracovani oxidace. Matcha ¢aj je dle vyhlasky
charakterizovan jako zeleny ¢aj plivodem z Japonska, jehoz ptiprava spociva v rozemleti
suSenych nejmladsich ¢ajovych listkii Caje pravého na jemny prasek. Déle upravuje zptsob
poskytovani informaci o ¢aji, kavé a kdvovinach a zaroven poskytuje klasifikaci produktt

na druhy, skupiny a podskupiny, vymezuje pozadavky na smyslovou, fyzikalni a chemickou
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jakost ¢aje mezi nez spadd procentudlni obsah popela, vlhkosti a ztrata hmotnosti suSenim
pfi 103 °C. Specifikuje piipustné zadporné¢ hmotnostni odchylky baleni Caje a urcuje
minimalni technologické pozadavky (Vyhlaska ¢. 187/2023 Sb.). Nadfazenym pravnim
ptedpisem je Zakon €. 110/1997 Sb., o potravinach a tabakovych vyrobcich v platném znéni,
ktery mimo jiné doplituje pozadavky vyhlasky na oznacovani balenych potravin (Zakon ¢.
110/1997 Sb.). Normativni dokumenty maji v tomto ohledu pouze doporucujici charakter,
nicméné jsou velmi uZiteénymi nezavaznymi predpisy. Napiiklad norma CSN 58 0112
popisuje vhodné metody zkouseni ¢aje, norma CSN ISO 1575 urduje postup stanoveni
celkového popela a norma CSN ISO 1573 vymezuje stanoveni ztraty susenim pti 103 °C

(CSN 58 0112; CSN ISO 1575; CSN ISO 1573).
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2 CHEMICKE SLOZENI MATCHA CAJE

Je ziejmé, Ze chemické sloZeni €aju je velice variabilni v zavislosti na mnoha faktorech,
jimiz jsou klimatické podminky, zpisob péstovani, typ ptd, nadmotska vyska, obdobi
sklizné, zplisob sbéru, tfidéni a zpracovani Cajovych list, proces suseni a podminky
skladovani. Rtiznorodost chemického slozeni vyznamné ovliviiuje senzorické vlastnosti
vysledného ¢ajového produktu. Obsah kofeinu, polyfenolickych latek a aminokyselin jsou

hlavnimi ukazateli kvality ¢aje (Muhammed et al., 2013).

Caj matcha obsahuje pfiblizng 30-40 % rozpustnych latek, zbylé vétsinové procentualni
zastoupeni predstavuji nerozpustné slozky, do nichz lze zafadit lipofilni vitaminy a
pigmenty, ve vod¢ nerozpustnou vlakninu a bilkoviny. Mezi rozpustné latky patii hydrofilni
vitaminy a vlaknina, aminokyseliny, kofein, saponiny, polyfenolické a mineralni latky
(Sokary et al., 2023). Jelikoz se matcha konzumuje ve formé suspenze, nikoliv v podobé
extraktu, jsou télem pfijimany i nerozpustné slozky (Zhou et al., 2024). Nové poznatky o
chemickém sloZeni a zdravotnich pfinosech ¢aje matcha zvysuji atraktivitu pro spotiebitele,

potravinafsky primysl i pro oblast vyroby dopliiki stravy (Kika et al., 2024).

2.1 Bilkoviny a aminokyseliny

Procentudlni zastoupeni bilkovin v matchi se nachdzi v rozmezi 20-35 %, z ¢ehoz ptiblizné
4 % tvori rozpustné bilkoviny (Kolackova et al., 2020b; Zhou et al., 2024). K vysSimu
obsahu bilkovin v kone¢ném produktu piispivd metoda zastinéni, kterd se aplikuje pfi

péstovani ¢ajovniku pro vyrobu matcha ¢aje (Manikharda et al., 2023).

Vyzkum zaméfeny na analyzu volnych a vdzanych aminokyselin v ¢aji matcha ukazuje, Ze
obsah vazanych aminokyselin podstatné pfevazuje nad zastoupenim aminokyselin ve volné
form¢. L-theanin zaujima nejvyS$$i zastoupeni z volnych aminokyselin v ¢aji matcha,
dosahujici koncentrace az 18,5 mg/g (Kolackova et al.,, 2020b). L-theanin je typickou
aminokyselinou obsazenou v ¢ajovych listech a také jednim z ukazatell kvality matcha Caje,
jehoz koncentrace by méla byt vyssi nez 17 mg/g (Phuah et al., 2023). Vznika syntézou
kyseliny glutamové a etylaminu, pfiCemz jeho obsah se zvySuje surovni zastinéni.
Biosyntéza probihd v kofenech a prostfednictvim cévniho systému je transportovan do
cajovych listi (Ye et al., 2024). Z vazanych aminokyselin pfedstavuje vyznamny podil
kyselina glutamova, jejiz koncentrace se pohybuje v rozmezi 15,4-35,8 mg/g. Spolecné s L-
theaninem pfispiva k typické umami chuti matchi. Za limitujici aminokyseliny v matcha ¢aji

jsou povazovany isoleucin a threonin (Kolackova et al., 2020b).
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2.2 Lipidy a mastné kyseliny

Lipidy a mastné kyseliny jsou prekurzory senzoricky aktivnich latek, které se podileji na
chuti a vini ¢aje. Cerstvé ¢ajové listy obsahuji piislu§né skupiny lipidi v tomto potadi:
glykolipidy > neutralni lipidy > fosfolipidy (Zheng et al., 2016). Celkovy obsah lipidii v ¢aji
matcha se pohybuje v rozmezi 4,1-8,2 % (Kolackova et al., 2020a). Nenasycené mastné
kyseliny jsou zastoupeny ve vysSim podilu (83 %) neZ nasycené, které tvoii cca 17 %
celkového obsahu tuku (Kika et al., 2024). Mezi nenasycenymi mastnymi kyselinami ma
nejvyssi zastoupeni a-linolenova kyselina s podilem 65,4 %. Kyselina a-linolenova je
esencidlni mastnou kyselinou zafazenou mezi ®-3 nenasycené mastné kyseliny, jejiz
konzumace v potravé pozitivné pisobi na obéhovy systém. Lipidovy profil rovnéz odhalil
pfitomnost dvou typli nasycenych mastnych kyselin — kyselina palmitova byla zastoupena

15,4 %, zatimco kyselina stearova tvofila jen 1,3 % (Kika et al., 2024).

2.3 Vlaknina a nizkomolekularni sacharidy

Vlédknina je souhrnné oznaceni pro stavebni slozky bunécnych stén rostlin, pfedevS§im
polysacharidové povahy. Klasifikace vlakniny je zaloZena na jeji rozpustnosti na ve vodé
rozpustnou (pektin, gumy a slizy) a nerozpustnou: celul6za, nékteré hemiceluldzy a lignin,
jehoz polymerni struktura je tvofena fenylpropanovymi jednotkami a nejedna se tak o
polysacharid, ale fenolickou latku (Dhingra et al., 2012). Dostate¢ny piijem vldkniny ve
stravé znacné¢ ovliviluje zdravotni stav clovéka a souvisi se snizenim rizika
kardiovaskularnich onemocnéni, nadvahy a obezity, s prevenci chronickych onemocnéni a
dale naptiklad pozitivné pisobi na normdlni funkci stiev. Je obecné zndmo, ze pro vétsinu
populace je obtizné piijimat v potrave i minimalni doporuceny denni piijem vldkniny, ktery
¢ini cca 25-35 g (Kika et al., 2024; Dhingra et al., 2012). Matcha je vyznamnym zdrojem
vlakniny, jejiz zastoupeni predstavuje 48,4-56,1 g/100 g. Kvalita matcha Caje je také spjata
s obsahem rozpustné vladkniny, nicméné bylo zjiSténo, Ze matcha obsahuje pievazujici
mnozstvi nerozpustné vlakniny v rozmezi 86,0-94,1 % celkového obsahu vldkniny, zbylé
procentudlni zastoupeni ptfipadd na rozpustnou vldkninu (Kika et al., 2024; Huang et al.,

2024).

Celkovy obsah rozpustnych nizkomolekuldrnich sacharid v matchi, stanoveny antronovou
kalorimetrickou metodou, se pohybuje vrozmezi 2,98-4,04 mg/g a je vyjadien
v ekvivalentu glukézy (Hu et al., 2024). V nativnich vzorcich matcha ¢aje je patrny obsah

disacharidu trehal6ézy a monosacharid L-arabindzy, L-rhamnézy a D-glukézy (Nekvapil et



22 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

al., 2024). V jiné studii byl zjistén také obsah sachardzy, maltdézy a rafindzy v nizSich

koncentracich (Huang et al., 2024).

2.4 Organické kyseliny

Cajové listy jsou bohaté na organické kyseliny, jakozto meziprodukty metabolismu
sacharidll. Zastinéni ¢ajovych listl pted sklizni vyrazné snizuje obsah kyseliny chinové a
jantarové, pficemz koncentrace kyseliny citronové a jablecné se zvysi. Kyselina citronova
spole¢né se Stavelovou kyselinou jsou ukazateli vyssi kvality ¢ajovych produkti (Nekvapil
et al., 2024; Chen et al., 2023). Organické kyseliny v matcha ¢aji byly stanoveny v tomto
potadi: citronova (do 44,8 mg/g) > jable¢na (do 32,2 mg/g) > Stavelova (do 4,46 mg/g) >
jantarova (do 4,44 mg/g) (Nekvapil et al., 2024). Rtzné druhy ¢ajovych produktli maji
odlisné¢ koncentrace organickych kyselin, obsah je totiz zavisly i na postupu zpracovani
cajovych listi. Naptiklad cerny €aj, jenz je pfi zpracovani podroben celkové oxidaci, bude
mit vysSi zastoupeni zminénych organickych kyselin (Chen et al., 2023; Nekvapil et al.,

2024).

2.5 Saponiny

Saponiny jsou bioaktivnimi sekundarnimi metabolity rostlin, jejichz chemicka struktura
zahrnuje hydrofilni cukernatou jednotku pfipojenou na lipofilni steroidni nebo triterpenoidni
casti (Cheok et al., 2014). Jsou obsazeny ve vSech ¢astech rostliny, véetné listli a hraji
zasadni roli pfi ochrané rostliny pted infekci mikrobialnimi patogeny a napadnutim hmyzimi
parazity. Saponiny pfitomné v Cajovych listech jsou zndmé jako foliatheosaponiny.
V zeleném ¢aji bylo identifikovano vice nez 40 druhti saponintl. Japonské zelené Caje jsou
znamé vysSim obsahem téchto sloucenin, které maji pozitivni ucinky na lidské zdravi, véetné
také jako ptfirodni povrchové aktivni latky, jejichz amfifilni charakter umoziluje sniZzovat
povrchové napéti. Diky tomu vykazuji pénotvorné, emulgacni, dispergani a smaceci

vlastnosti (Yu a He, 2018; Fan et al., 2021).

2.6 Metylxantinové alkaloidy

Kofein je pfirodnim metylxantinovym alkaloidem a je obsazen ve vice nez 60 rostlinach
véetné Cajovniku (Jankech et al., 2019). Je jednou z nejuzivanéjSich latek se stimula¢nim
ucinkem na centralni nervovou soustavu a po peroralnim uziti se rychle vstiebava. Distribuce

se uskutecituje ve vétsSiné tkani, véetné mozku, jeho metabolismus probihd v jatrech a
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vylucovan je ledvinami. Primérna denni spotieba kofeinu u dospélého ¢lovéka se pohybuje
okolo 37-319 mg (Osz et al., 2022). Vyssi davky kofeinu viak maji negativni vliv na lidské
zdravi (Jankech et al., 2019). Pfi nadmérné ¢i dlouhodobé konzumaci mize kofein vyvolat
zavislost, poruchy spanku, migrény a dal$i nezaddouci t€inky na lidsky organismus (Saimaiti
etal., 2023). Obecn¢ ¢aj matcha obsahuje 18,9—44,4 mg/g kofeinu (Kolackova et al., 2020a).
Theofylin a theobromin jsou dal§imi zastupci metylxantinovych alkaloidd. V matchi je jejich
obsah zanedbatelny, vyssi koncentrace jsou zaznamenany u jinych druhii ¢ajii. Koncentrace
kofeinu, celkové metylxantinovych alkaloidl, zavisi na stafi cajovych listl, odridé,
klimatickych podminkéch i1 zptsobu zpracovani (Jankech et al., 2019; Kolackova et al.,
2020a).

2.7 Rostlinné pigmenty

Chlorofyly jsou velmi dulezitymi lipofilnimi bioorganickymi slouc¢eninami, jenz se
vyznamné¢ podili na metabolismu ¢ajovych listl a celkové na fyziologii rostlin (Delpino-
Rius et al., 2018; Phuah et al., 2023). V rostlinnych tkanich se pfevazné vyskytuji dva typy
chlorofylu — chlorofyl a a chlorofyl b, pti¢emz zastoupeni chlorofylu a byva zpravidla vyssi
(Phuah et al., 2023). Vyzkum zaméfen na stanoveni obsahu chlorofylu v riznych ¢ajich
uvadi, ze celkovy obsah chlorofylu v matcha ¢aji dosahuje hodnoty 3,58 mg/g a v porovnani
s ostatnimi analyzovanymi vzorky vykazuje nejvyssi koncentraci (Delpino-Rius et al.,
2018). Dalsi studie vénovana podrobné analyze matchi ukazala, Ze obsah chlorofylu a
dosahuje hodnoty az 4,32 mg/g, ptfi¢emz koncentrace chlorofylu b je mnohem nizsi (2,73
mg/g) (Kolackova et al., 2020a). Je potvrzeno, Ze proces zastinéni ¢ajovniku v pribehu
péstovani pfiznivé ovlivituje tvorbu chlorofylu a dalSich rostlinnych pigmenti a zasadné

zvyraziyje chut,, aroma a zlepSuje kvalitu barvy ¢aje (Chen et al., 2021).

Karotenoidy jsou dal$i skupinou rostlinnych pigmenti obsazenych v ¢ajovych listech, jez se
dale klasifikuji dle chemické struktury na dvé kategorie: uhlovodiky znamé jako karoteny a
jejich kyslikaté derivaty nazyvané xantofyly (Namitha a Negi, 2010). Jedna se o bioaktivni
latky, které se vlivem teploty méni na tékavé slozky. Jsou to tedy prekurzory primarnich
aromatickych slou€enin, které nasledné zlepSuji chut, viini a maji i patrny vliv na barvu
vysledné matchi (Jiang et al., 2024; Wang et al., 2022). Aroma matcha ¢aje zavisi pfevazne
na teplot¢ fixace a suSeni v procesu vyroby. Nedostatecné suSeni inhibuje pfeménu
karotenoidl na aromatické latky, zatimco nadmérné suseni ma vliv na jakost a zelenou barvu

¢aje matcha (Jiang et al., 2024).
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2.8 Vitaminy

Vitaminy jsou organickymi esencidlnimi slouceninami Siroce rozsifenymi v pfirozenych
zdrojich potravy. Vitaminy se déli do dvou kategorii: rozpustné v tucich (A, D, E, K) a
rozpustné ve vode (C a B-komplex), jejichz biochemické a fyziologické funkce jsou zna¢né
rozdilné (Ball, 2004; Akram et al., 2020). Matcha obsahuje lipofilni vitamin E a hydrofilni
vitaminy skupiny B a C, jejichZ celkové mnozstvi ¢ini cca 5 % €ajové suSiny (Phuah et al.,
2023). Studie zabyvajici se analyzou vitaminu C v matcha ¢aji v zavislosti na teplotach
nalevu ukazuje, ze se zvySujici se teplotou klesa koncentrace vitaminu C, coz je v souladu
s tvrzenim, Ze vitamin C je nestabilni a pfi vySSich teplotach snadnéji degraduje (Jakubczyk
et al., 2020; Ball, 2004). Obsah vitaminu C v matchi dosahuje hodnoty az 3,92 mg/g
(Kolackova et al., 2020a). Koncentrace je zavislad pfedev§im na obdobi sklizn€, zplisobu
pestovani a procesu zpracovani (Jakubczyk et al., 2024). Spolecné s vitaminem E se
vyznacuji antioxidacni aktivitou, snizuji oxidacni stres a piiznivé plisobi na funkci

imunitniho systému organismu (Akram et al., 2020).

2.9 Mineralni latky

Mineralni prvky jsou pfijimany ze stravy a zna¢né ovliviiuji fadu biochemickych pochodu
v lidském téle. Na zdklad¢ potieb organismu je 1ze rozd¢lit na makroprvky, mikroprvky a
stopové prvky. Do skupiny makroprvkil patii sodik, vapnik, fosfor, hoicik a draslik, jejichz
pramérnd denni potieba je vyssi nez 100 mg/den, pticemz piijem mikroprvki (zelezo, zinek)
a stopovych prvkil (mangan, méd’, chrom, selen atd.) by nemél ptfesdhnout hranici 100
mg/den, ve vySSich davkach mohou byt totiz toxické pro zdravi (Akram et al., 2020).
Mineralni latky (popeloviny) v ¢aji matcha zaujimaji ptiblizné 5 % suSiny ¢aje (Phuah et al.,
2023). Studie zaméfena na analyzu prvki v €ajich matcha stanovila obsah prvka v tomto
potadi: K (do 4,73 mg/g) > P (do 4,18 mg/g) > Ca (do 2,65 mg/g) > Mg (do 2,40 mg/g)
>Na (do 185,0 pg/g) > Fe (do 115,0 pg/g) > Zn (do 73,0 pg/g) > Mn (do 68,4 ng/g)
> Cu (do 25,3 pg/g). Je tedy ziejmé, ze matcha obsahuje vyznamné mnozstvi mineralnich a
stopovych prvkl, nicméné koncentrace selenu a chromu je zde zanedbatelné¢ nizka

(Kolackova et al., 2020b).
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3 FENOLICKE LATKY

Pfirodni polyfenoly ptedstavuji Sirokou skupinu sekundarnich metaboliti rostlin s
podstatnou biologickou aktivitou, jejichz syntéza probihd primdrné jako obranny
mechanismus rostlin proti skodlivému ucinku UV zéfeni a plsobeni Skidcti (Rana et al.,
2022). Mohou vznikat riznymi biochemickymi cestami, nicméné hlavnim prekurzorem
jejich tvorby je kyselina Sikimova. Polyfenoly jsou charakterizovany jako hydrofilni latky
obsahujici alespon jedno aromatické jadro s jednou nebo vice hydroxylovymi skupinami,
pficemz piirodni fenolické slouceniny se 1iSi svou strukturou od jednoduchych
nizkomolekuldrnich latek az po slozit¢ kondenzované tfisloviny s vysokou molekulovou
hmotnosti (Bertelli et al., 2021; Rocchetti et al., 2022). V potravindiském primyslu se
vyuzivaji i syntetické fenolické slouceniny, jakoZzto piidatné latky, jenz se zdmérné pridavaji
do potravin za uc¢elem oddaleni oxidace lipidi béhem zpracovani a skladovéni. Polyfenoly
jsou tedy v zdsadé rozdéleny do dvou zékladnich skupin: syntetické a pfirodni, pficemz
ptirodni fenolické latky se dale déli z hlediska chemické struktury na dil¢i kategorie (Shahidi
a Ambigaipalan, 2015). Na Obrazku 5 niZe je vyobrazena podrobna klasifikace fenolickych

. . °
antioxidantd.
FENOLICKE ANTIOXIDANTY
[ svwretioke | | priRooN |
Butylhydroxytoluen (BHT)
Butylhydroxyanisol (BHA)
Tertiarni butylhydrochinon (TBHQ) l l l
Propylgaliat (PG) Fenolické kyseliny ‘ | Flavonoidy | | Stilbeny | |Kumam’ny || Lignany ‘ ‘ Ttisloviny |
{ ! ' l
Derivaty kyseliny’ Derivaty kys_eliny' Resveratrol Hydrolyzovatelné Kondenzovane
hydroxybenzoové hydroxyskoficové tisloviny tisloviny
Gallova p-kumarova (proantokyanidiny)
. Ellagitanniny
p-hydroxybenzoova Kavova ] Monomery
S Gallotanniny )
Vanilova Ferulova Dimery
Syringova Sinapova Trimery
Protokatechova Chlorgenova Oligomery
Ellagova Vy3§8i oligomery
Polymery
A 4 A
‘ Flavonoly | |Flavononoly| | Flavony | Flavanoly ‘ Flavanony | Antokyanidiny ‘ Isoflavonoidy
Kvercetin Apigenin (+)-Katechin Eriodictyol Kyanidin Genistein
Kaempferol Chrysin (=)-Epikatechin Narigenin Leukokyanidin Daidzein
Rutin Luteolin (-)-Epikatechingallat ~ Morin Delfinidin Glycitein
Isorhamnetin (+)-Gallokatechin Prodelfinidin Formononetin
(-)-Epigallokatechin Leukodelfinidin
(-)-Epigallokatechingallat Propelargonidin

Obrazek 4 Klasifikace fenolickych antioxidantii, upraveno dle (Shahidi a Ambigaipalan,
2015)
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Fenolické slou€eniny se vyznacuji vyznamnou antioxida¢ni aktivitou a v lidské stravé jsou
obsazeny piedevsim v ovoci, zelening, obilovinach a napojich rostlinného ptivodu, mezi néz
patfi napfiiklad Cervené vino, kdva a caj. Obsah zminénych latek méa zasadni vliv na
organoleptické vlastnosti potravin, mohou se projevovat hotkou a trpkou chuti, ovliviiovat

barvu, vlni a pozitivné piispivat k oxidacni stabilité potravin (Bié et al., 2023).

Ptfirodni polyfenoly se v rostlinnych materidlech vyskytuji pfevazné ve tfech zakladnich
formach: volné, konjugované a vézané. Konjugované polyfenoly zahrnuji zejména
glykosidy, v nichz je fenolicka slouc¢enina navazana na cukernou ¢ést. Aglykon, tedy volna
forma polyfenolu, vznika po odstépeni sacharidové slozky. Vazané polyfenoly mohou byt
kovalentné ¢i nekovalentné spojeny s nerozpustnymi makromolekulami, ¢imz je naptiklad
celuloza, hemiceluldza a strukturni proteiny. Na zdklad¢ rozpustnosti 1ze povazovat volné a
konjugované formy za rozpustné ve vod¢, jenz jsou pievazné lokalizovany ve vakuolach
rostlinnych bunék, nicméné vazané polyfenoly, které jsou soucasti bunéénych stén rostlin,
jsou charakterizovany jako nerozpustné (Ye et al., 2024; Rocchetti et al., 2022; Shahidi a
Yeo, 2016; Das et al., 2020).

3.1 Fenolické latky caje

Fenolické latky mohou dosahovat hodnoty az 30 % suSiny ¢ajovych listd (Hilal, 2017).
Klicovymi polyfenoly v cajovych listech jsou flavanoly, jejichz koncentrace klesa
v zavislosti na Grovni zpracovani. Cerny &aj je nejvice technologicky zpracovany, coZ vede
k niz8i koncentraci zminénych polyfenolt. V pribéhu oxidace dochdzi totiz k pfeméné
jednoduchych polyfenolickych latek na vysokomolekularni polymerni fenolické slouceniny,
znamé jako teaflaviny a tearubiginy (Heber et al., 2014). Ackoli maji bézné zelené caje a
matcha cCaje témét totozny polyfenolicky profil, 1i§i se koncentracemi jednotlivych
sloucenin, jenz je vyrazn¢ ovlivnéno zpusobem zastinéni, ktery snizuje akumulaci téchto
latek v ¢ajovych listech (Ye et al., 2024). Forma konzumace matcha ¢aje umoziuje piijimat
i vazané¢ formy polyfenolii, ¢imz rozsifuje jejich biologickou dostupnost a zvysuje
potencionalni zdravotni u¢inky zminénych sloucenin (Zhou et al., 2024; Ye et al., 2024).
Kromé vyse uvedenych flavanolli obsahuji ¢ajové listy i dalsi fenolické slouceniny, jimiz
jsou zejména fenolické kyseliny a flavonoly (Lorenzo a Munekata, 2016). Déle jsou blize
popsany jednotlivé skupiny fenolickych latek, které jsou obsazeny v zelenych cajich,

respektive v ¢ajich matcha.
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3.1.1 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny tvoti specifickou skupinu pfirodnich polyfenold, které se na zaklade¢ své
chemické struktury klasifikuji do dvou zakladnich kategorii: derivaty kyseliny
hydroxyskoticové a derivaty kyseliny hydroxybenzoové, jejichz zastoupeni v zelenych
Cajich je zpravidla minoritni v porovnani s flavanoly. Fenolické kyseliny se vyskytuji v
cajovych listech bud’ ve formé aglykonii, vazané na buné¢nou sténu nebo konjugovangé, a to
prevazné v podobé estert (Das et al., 2020; Bi¢ et al., 2023; Lorenzo a Munekata, 2016).
Matcha ¢aj obsahuje predevsim kyselinu gallovou, p-hydroxybenzoovou, protokatechovou,
ellagovou, jenz jsou derivaty kyseliny hydroxybenzoové. Z derivati kyseliny
hydroxyskoficové se v matchi vyskytuje naptiklad kyselina kavova, ferulova, sinapova a
chlorogenova kyselina, jenz vznika esterifikaci kyseliny kavové a chinové (Devkota et al.,
2021; Bié et al.,, 2023). Chemicka struktura vySe zminénych fenolickych kyselin je

zndzornéna na Obrazku 5.

Ry R,
Ry COOH R,
\ COOH

R} Hydroxybenzoova kyselina R Hydroxyskoficové kyselina
Derivaty hydroxybenzoové kyseliny R R. Rs Derivéty hydroxyskoficové kyseliny R, R> Rs
p~-hydroxybenzoova H OH H p~kumarova H OH H
Protokatechové OH OH H Kavova OH OH H
Vanilove OCHs OH H Ferulova OCHs OH H
Syringova OCHs OH OCHs Sinapova OCHs OH OCHs
Gallova OH OH OH

Obrazek 5 Chemicka struktura fenolickych kyselin, upraveno dle (Shahidi a Ambigaipalan,
2015)

Riizné substituéni skupiny na aromatickém jadre ovliviiuji stabilizaci fenolickych kyselin,
coz méa pifimy vliv na jejich schopnost vychytdvat nebo zhaSet volné radikély. Tato
variabilita v substituentech je zasadni pro rozdilnou antioxidacni aktivitu zminénych

sloucenin (Shahidi a Ambigaipalan, 2015). Mimo antioxida¢ni potencidl vykazuji také

-----

3.1.2 Flavanoly

Flavanoly, znamé jako katechiny, jsou majoritni skupinou polyfenolickych latek obsazenych

v listech Camellia sinensis a tvoii vice nez 70 % celkového obsahu polyfenolickych latek



28 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

v zelenych &ajich (Rasouli et al., 2017; Lorenzo a Munekata, 2016). Cajové listy obsahuji
prevazné volné formy katechinti, av§ak v mensi mife se vyskytuji také ve formé¢ konjugované
nebo vazané na slozky bunéénych stén (Das et al., 2020). Skupina flavanold je zodpovédna
za vice nez 92 % antioxidacniho potencidlu zelenych cajl, pficemz nejvice dominantnim
katechinem ve sloZeni je epigallokatechingallat (EGCG). Jeho antioxidacni aktivita je
nejvyrazngjsi v porovnani s ostatnimi katechiny diky své chemické struktufe, ktera zahrnuje
az osm hydroxylovych funkénich skupin, ¢imz vyrazné pfispiva k lepsi schopnosti
vychytéavat volné radikaly (Lorenzo a Munekata, 2016; He et al., 2021). Zelené ¢aje obsahuji
1 dalsi vyznamné zastupce flavanold, jejichz chemicka struktura je vyobrazena na Obrazku 6

nize.

Flavanoly Ry Re Rs
OH _
OH (+)-Katechin OH H
H @ (-)—-Epikatechin H OH
HO O R, (*)-Gallokatechin OH H OH
3
@ C (-)-Epigallokatechin H OH OH
,’/Rz (-)-Epikatechingallat H k. gallova H
(-)-

Epigallokatechingallat H k. gallova OH

Obrazek 6 Chemicka struktura flavanoll, upraveno dle (Hilal, 2017)

Katechiny predstavuji klicové biologicky aktivni latky zelenych ¢ajt, které jsou spojovany
s fadou zdravotné prospéSnych ucinkd. Maji podplirny efekt na regulaci krevniho tlaku,
schopnost snizovat hladinu cholesterolu a cukru v krvi a maji pozitivni vliv na metabolismus
lipidii. Celkoveé tedy podporuji snizeni rizika vzniku kardiovaskularnich onemocnéni,

diabetu 2. typu a osteopor6zy (Cheadle a Kilby, 2017).

3.1.3 Flavonoly

Flavonoly jsou dalsi dulezitou kategorii flavonoidl, jez se spolecné z vySe uvedenymi
skupinami podili na polyfenolickém profilu zelenych ¢aji (Lorenzo a Munekata, 2016).
Mezi hlavni predstavitelé patii kaempferol, kvercetin a myricetin, jejichz chemicka struktura
se 1isi na zéklad¢ poctu hydroxylovych funkénich skupin (He et al., 2021). Flavonoly se
vyskytuji v rostlinnych zdrojich nejen v podob¢ aglykoni, ale také ve formé glykosidu,
pfi¢emz sacharidova ¢ast je ponckud variabilni, mize byt tvofena napiiklad glukézou,

galaktozou a ramndézou nebo jejich kombinaci (Lorenzo a Munekata, 2016).
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Nejvyznamngj$im glykosidem matcha ¢aje je glykosid kvercetinu, zndmy jako rutin, jehoz
cukernatéd Cast je tvofena pravé kombinaci ramndzy a glukdzy. Jeho systematické oznaceni
je kvercetin-3-O-rutinosid (Rasouli et al., 2017). Rutin je zndmy svym antioxida¢nim a
protizanétlivym potencidlem a spolu s vitaminem C puasobi synergicky, coZ podporuje
zpevnéni cévnich stén a celkové pozitivné plisobi na kardiovaskularni systém (Kochman et

al., 2021).

3.2 Stravitelnost polyfenolickych latek

Po konzumaci potravin bohatych na polyfenoly jsou tyto slouc¢eniny vystaveny specifickym
fyzikéalné-chemickym podminkam jednotlivych fazi traviciho traktu, které zasadné ovliviiuji
jejich osud pfi procesu traveni, ktery zahrnuje predev§im uvolnéni polyfenolickych latek
z potravinové matrice, jejich naslednou absorpci nebo degradaci a metabolismus. Po
vstfebani zazivacim ustrojim dochazi k rozsahlym metabolickym pochodim za vniku
metabolitti, které mohou vykazovat niz8i ¢i vyS$i antioxidacni aktivity nez vychozi
slou¢eniny (Ketnawa et al., 2022). Obrazek 7 schematicky zndzorfiuje priachod
polyfenolickych sloucenin a déje v jednotlivych fazich traviciho traktu (Nagar et al., 2020).
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) P + = Oralni faze:
W=
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Obrazek 7 Osud polyfenolt v travicim traktu, upraveno dle (Nagar et al., 2020)
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3.2.1 Oralni faze

Ustni dutina je pogateéni fazi traviciho systému, kde dochéazi pfedeviim k mechanickému
rozmélnéni potravy a prvotnimu kontaktu se slinami. Mechanické naruseni bunécné
struktury umoziuje pouze ¢aste¢né uvolnéni polyfenolll, coz mlize nepatrné ovlivnit jejich
naslednou absorpci v segmentech traviciho ustroji (Nagar et al., 2020). Biologicka
dostupnost mtize byt také ovlivnéna interakcemi polyfenolickych latek se slinnymi proteiny
(napt. mucin) nebo ustni mikrobiotou. N¢které flavonoidy mohou byt v neutrdlnim pH
prostiedi tstni dutiny nestabilni, pficemz flavonolové glykosidy vykazuji vyssi stabilitu nez
flavanoly. Nalev ze zelen¢ho Caje si po stravitelnosti simulované in vitro v dutiné stni
zachoval vice nez 3/4 procentudlniho zastoupeni flavanolil, jenz bylo nejspiSe ovlivnéno
kratkou dobou expozice ¢ajového nalevu v dutin€ ustni. Primarni fenolické slouceniny
matcha ¢aje vykazuji tedy urcitou stabilitu v biochemickych podminkach oralni faze (Ye et

al., 2024).

3.2.2 Gastricka faze

Mechanicky rozmélnénd potrava v oralni fazi je dale peristalticky transportovana do
zaludku. Vlivem peristaltickych vln a kyselého pH prostiedi zaludku je potravina pfeménéna
na chymus a dochazi tedy k fyzikalné-chemickému rozkladu rozzvykané potravy
(Velderrain-Rodriguez et al., 2014). V gastrické fazi nastava na zékladé vySe uvedenych
faktort a také diky pasobeni tzv. zalude¢nich enzyma (pepsin, tyrosin a
chymotrypsin) uvoliiovani polyfenolickych latek z potravinové matrice, pfedevSim jsou
uvolnény slouceniny s nizkym poctem vazeb a/nebo se slabymi interakcemi mezi matrici
potraviny (Ketnawa et al., 2022; Velderrain-Rodriguez et al., 2014). Kysel¢ pH Zalude¢ni
Stavy také castecné ovliviiyje transformaci zminénych sloucenin, ¢imz dochazi k hydrolyze
polymernich polyfenolt za vzniku polyfenolickych sloucenin o niz§i molekulové hmotnosti
a ke Sté€peni sacharidovych slozek navazanych na fenolické latky. Aglykony a glykosidy
flavonoidi jsou v zalude¢nim prostfedi pomérné stabilni, pficemz mohou byt v této fazi
uvolnény z potravinové matrice, ale jejich absorpce bude probihat z velké casti az
v segmentech tenkého stieva. Nicméné nékteré fenolické slouceniny se mohou v mensi mife
v zalude¢nim prostredi vstiebavat, pfevazné jsou absorbovany uvolnéné nizkomolekularni

fenolické kyseliny (Nagar et al., 2020; Velderrain-Rodriguez et al., 2014).
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3.2.3 Intestinalni faze

Po vyprazdnéni zaludku je chymus distribuovan do tenkého stieva, konkrétné do oblasti
nazyvané dvanactnik. Zde nastdva preména kyselého pH Zaludecniho obsahu na mirné
alkalické vlivem neutralizace stievni Stavou, v némz jsou polyfenolické latky nestabilni a
mize dochazet ke vniku degrada¢nich produktt. VétSina fenolickych antioxidantd, které se
dostanou do krevniho fecisté se vstiebavaji praveé v tenkém streve, respektive v duodenu a
jejunu (Nagar et al., 2020; Velderrain-Rodriguez et al., 2014). Nezbytnym fyziologickym
pozadavkem pifi procesu traveni v intestindlni fazi je také nepochybné pulsobeni
pankreatickych enzymu (lipaza, protedza a amylaza), jenz se podileji na hydrolyze a
degradaci makronutrientd, ¢imz jsou nasledné¢ snaze uvolnény polyfenolické latky z matrice
potraviny a stavaji se tak biologicky dostupnéjsimi (Ketnawa et al., 2022). Vstiebatelnost je
podminéna nejen mirou uvolnéni z potravinové matrice, ale také povahou molekularni
struktury zminénych sloucenin, ¢imz je naptiklad molekulova hmotnost, stupen polymerace,

charakter glykosidové ¢asti a hydrofobicita molekuly (Velderrain-Rodriguez et al., 2014).

Polyfenolické slouceniny prochazeji ze stfevniho lumen do epitelovych bunék tenkého
stteva (enterocytll) rtiznymi mechanismy, které zavisi na charakteru dané slouceniny.
Aglykony, jenz vykazuji vyssi lipofilitu, se snadnéji vstiebavaji do enterocytii pasivni difuzi
ve srovnani s jejich pfislusnymi glykosidy (Ketnawa et al., 2022; Velderrain-Rodriguez et
al., 2014; Williamson et al., 2018). Ackoli katechiny se vyskytuji pievazné v aglykonové
formé, jejich biologické dostupnost je zna¢né¢ ovlivnéna hydrofilni povahou molekul, zvIaste
u galloyl-katechinli (Ye et al., 2024). U glykosidl fenolickych latek se predpoklada, ze
dochazi k enzymatické deglykosylaci, prostfednictvim laktdzové chlorizinhydrolazy, jenz je
lokalizovéana na povrchu enterocyti. Tento enzym vykazuje substratovou specifitu pro
flavoniodni O-glykosidy, coz vede k oddé€leni cukerné ¢ésti od aglykonu, ktery pak mulize
byt vstfeban jiz zmin€nou pasivni difuzi. Druhd moznost zahrnuje transport glykosidi
polyfenoll pies bunéénou membranu pomoci glukézového transportéru zavislého na sodiku.
Po vstfebani se v enterocytech za ucasti enzymu cytosolové B-glukosidazy odstépi
sacharidova slozka (Ye et al., 2024; Nagar et al., 2020; Velderrain-Rodriguez et al., 2014;
Williamson et al., 2018).

3.2.4 Kolonicka faze

Po traveni v tenkém stfevé se nadmérné mnozstvi polyfenolil a nestraveny podil dostava do

tlustého stfeva. V kolonické fazi jsou uvedené slouceniny vystaveny plsobeni stfevnich
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mikroorganismi. Antimikrobidlni aktivita polyfenold mtze pozitivné ovliviiovat modulaci
sttevni mikrobioty, ale zaroveil enzymy produkované bakteriemi tlustého stieva katalyzuji
metabolické pochody polyfenolickych latek (Ye et al, 2024; Velderrain-Rodriguez et al.,
2014). Dochazi tedy k pteméné polyfenold na nizkomolekularni metabolity, jez jsou snaze
absorbovany bariérou tlustého stieva nez jejich vychozi prekurzory. Nestraveny podil je

nasledné vylu¢ovan z téla v podobé stolice (Nagar et al., 2020).
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II PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem teoretické ¢asti bylo charakterizovat rostlinu ¢ajovniku ¢inského se zamétenim na
jeho péstovani a podrobnéji popsat pestovani ¢ajovniku pro vyrobu ¢aje matcha. Nasledné
bylo cilem blize specifikovat polyfenolické latky, které se vyskytuji v matcha ¢aji a poukazat

na jejich ptipadnou vyuzitelnost pfi procesu traveni.

Primérnim cilem v praktické ¢asti bylo provést simulaci traveni matcha ¢aje v podminkach
in vitro anasledné byl pozorovan vliv stravitelnosti na uvoliiovani volnych a vazanych forem
polyfenolickych latek z matrice ¢ajového listu za vyuziti spektrofotometrické metody na
uréeni obsahu celkovych polyfenolti a za pouziti metody HPLC na identifikaci ptislusnych

sloucenin z polyfenolického profilu ¢aje matcha.
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S METODIKA

5.1 Charakteristika vzorku

Pro méfeni byly vyuzity Ctyfi vysoce kvalitni prasky matcha vyrobené z listdt Camellia

sinensis.

Vzorek 1: organicky matcha prasek znacky Iswari, ptivodem z Japonska.
Vzorek 2: 100% prasek matcha aje znacky Imbio, ptivodem z Ciny.
Vzorek 3: 100% BIO matcha prasek znacky Natu, ptivodem z Japonska.

Vzorek 4: prémiovy 100% organicky matcha prasek znacky Allnature, ptivodem z Ciny.

Obrazek 8 Komer¢ni baleni pouzitych matcha ¢ajti, zdroj: vlastni

Vsechny vybrané vzorky matcha ¢aji byly zakoupeny na tuzemském trhu s datem expirace
vroce 2025 a byly skladovany v souladu s pokyny vyrobce uvedenymi na origindlnich
obalech. To znamend, ze byly uchovavany v pivodnim baleni (70-250 g) na suchém a

temném misté bez intenzivniho dopadu slune¢niho zafeni pii teploté 23+2 °C.

5.2 Stanoveni obsahu suSiny

Stanoveni obsahu sudiny ve vzorcich matcha &aji bylo provedeno podle normy CSN ISO
1573, kterd vymezuje postup pro stanoveni ztraty hmotnosti susenim cajovych produktii.
Nejdiive byl navazen 1 g vzorku s ptesnosti na Ctyfi desetinna mista na analytickych vahach
(AFA 210 LC, Schoeller, CR) do hlinikovych misek, které byly pfedem zvaZené a vysusené
v susarné (Venticell 111 Comfort, BTM a.s., Brno, CR) pfi teploté 103+2 °C po dobu 1
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hodiny. Nésledn¢ byly misky se vzorky umistény do susarny a podrobeny procesu suseni po
dobu 6 hodin pfi teploté¢ 103+2 °C. Poté byly hlinikové misky jiz s vysusenymi vzorky
vloZzeny do exikdtoru a po zchladnuti na laboratorni teplotu opétovné zvazeny na
analytickych vahéach. Pro kazdy vzorek byly provedeny tfi stanoveni a vysledkem je jejich

aritmeticky primeér.
Hodnoty obsahu susiny v % byly vypocteny dle vzorce nize (1):

¢ ="M 1090 (1)

my

kde: S (obsah suSiny ve vzorku, %), my (hmotnost vzorku, g), m; (hmotnost prazdné

vysuSené misky, g), mz (hmotnost misky se vzorkem po vysuseni, g).

5.3 Stanoveni stravitelnosti in vitro a priprava nestraveného podilu

Pro stanoveni hodnot stravitelnosti vybranych matcha ¢ajii bylo simulovano gastrické a
nasledné intestinalni prostfedi v laboratornich podminkéach v inkubatoru Daisy"! (Aknom
Technology, Makedon, New York, USA). Schéma postupu stanoveni stravitelnosti in vitro

je zndzornéno na Obrazku 9 nize (Nekvapil et al., 2024).

‘ Nativnf vzorek matcha &aje ‘

A4

Gastrické travenf
* 0,1 MHCI
e pepsin
« 2h,37°C >
Su8enf nestraveného
l podilu matcha Gaje
Intestinalni traveni + 30°C
+ fosfatovy pufr (pH 7,45) J* 24N
* pankreatické enzymy
e 24h,37°C
Sugenf Suseni
« 105°C, 24h « 105°C, 24 h
Spalovani Spalovanf
« 550°C,5h « 550°C,5h
Hodnota stravitelnosti Hodnota stravitelnosti
susiny po gastrické fazi susiny po gastrické a
traveni intestinalni fazi traveni

Obrazek 9 Schéma postupu stravitelnosti in vitro, upraveno dle (Nekvapil et al., 2024)
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Prvnim krokem bylo navazit 0,25 g vzorku na analytickych vahéch do travicich sacki typu
F57 (Aknom Technology, Makedon, New York, USA), které byly nésledné zataveny
prostiednictvim pulzni svafecky (KF-200H, Penta Servis, Holice, CR). Pii simulaci
gastrickych podminek byly pfipravené vzorky umistény do inkubacni lahve, do které bylo
pfidano 1,7 1 roztoku kyseliny chlorovodikové (Penta s.r.o, Praha, CR) o koncentraci 0,1
mol/l obsahujici 0,63 g pepsinu o aktivité 2000 FIP-U/g (Carl Roth, Karlsruhe, Némecko) a
nasledné byla vloZena do inkubatoru Daisy'. V téchto podminkéach byly vzorky inkubovany
pfti teploté 37 °C po dobu 2 hodin a nésledné promyty redestilovanou vodou. Pro stanoveni
hodnot stravitelnosti v zalude¢nich podminkach bylo traveni ukonceno v této fazi a Cast

vzorkl tedy nebyla vystavena traveni v podminkach tenkého stieva (Nekvapil et al., 2024).

Pro modelaci intestinalnich podminek byly jiz natravené vzorky znovu vloZzeny do inkubaéni
lahve, do které byl tentokrat ptidan vodny roztok fosfatového pufru (pH 7,45) o objemu 1,7
1, jehoZ ptiprava zahrnovala rozpusténi 32,49g Na,HPO4-12 H>O (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) a 3,07g KH2PO4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) v redestilované
vodé a pfidani 3,0 g smési pankreatickych enzymt o aktivité amylolytické 7500 FIP-U/g,
protedzové 350 FIP-U/g a lipazové 6000 FIP-U/g (Merck, Darmstadt, Némecko). Takto
pfipravend inkubacni lahev byla podruhé umisténa do inkubatoru a v tomto prostiedi byly
vzorky inkubovany pii teploté 37 °C po dobu 24 hodin a poté znovu promyty redestilovanou
vodou. Sacky se vzorky, jez byly podrobeny procesu traveni v obou fazich nebo jen
v zalude¢ni podminkach, byly umistény do susarny a vystaveny teploté¢ 105 °C po dobu 24
hodin. Po vysuseni byly sacky se vzorky vloZeny do exikatoru a po zchladnuti na laboratorni
teplotu zvaZzeny na analytickych vahach. Posledni krok zahrnoval spéleni travicich sackt
obsahujici zbytky matcha ¢aje v muflonové peci (LM112.10, Veb Elektro, Berlin, Némecko)
pti teploté 550 °C po dobu 5 hodin. Nasledné byly sacky se vzorky vlozeny do exikatoru a
poté zvaZeny na analytickych vahach (Nekvapil et al., 2024).

Hodnoty stravitelnosti susiny v % byly vypocteny dle vzorct nize (2)—(6):

100-DMR

DMD = 100 — 22 DMR 2)
my - DM
DMR = m3 _m1 - C1 (3)
S-my
DM = 150 4)
=72 ()
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¢ =72 (©6)

kde: DMD (hodnota stravitelnosti susiny, %), DMR (hmotnost vzorku bez traviciho sacku
po inkubaci a vysus$eni, g), DM (hmotnost suSiny vzorku, g), S (obsah susiny ve vzorku, %),
m, (hmotnost vzorku pro stanoveni obsahu suSiny, g), c¢i1 (korekce hmotnosti sacku po
inkubaci, g), c2 (korekce hmotnosti sa€ku po spaleni, g), ms (hmotnost sdcku po inkubaci a
vysuseni, g), mp, (hmotnost popela prazdného sacku, g), m; (hmotnost prazdného sacku, g),

my (hmotnost vzorku, g), m3 (hmotnost sacku se vzorkem po inkubaci a vysuSeni, g).

Ptiprava nestravené¢ho podilu matcha ¢aji probihala analogicky, jak je uvedeno vyse,
nicméné v poslednim kroku byly vzorky vysuseny po dobu 24 hodin pii teploté 30 °C, nikoli
pfi 105 °C, a to z diivodu nizké stability fenolickych latek pfi teplotach nad 40 °C (Nekvapil
et al., 2024).

5.4 Extrakce volnych a vazanych polyfenolickych latek

Piiprava extraktl obsahujici volné frakce polyfenolickych latek byla provedena podle
Kotaskova et al. (2016) s mirnou modifikaci vzhledem k charakteru vzorkl. Nejprve bylo
navazeno po 0,1 g nativniho vzorku na analytickych vahéach do eppendorfek o objemu 5 ml.
Nisledng bylo k navazenému vzorku piiddno 5 ml 80 % metanolu (Penta s.r.o, Praha, CR).
Takto pfipravené vzorky k extrakci byly umistény do ultrazvukové lazné (PS 04000A,
Notus-Powersonic s.r.o., Slovenskd republika) po dobu 1 hodiny. Vzniklé extrakty byly
nasledné odsttedény pii 22 300xg po dobu 10 minut pomoci centrifugy (DLAB D 3024,
HPST s.r.0., CR). Po odstiedéni byly vzniklé supernatanty odebrany do &istych eppendorf
zkumavek a zbylé sedimenty byly nésledné vyuzity pro extrakci vazanych frakci

polyfenolickych latek.

Postup pfi extrakci vazanych polyfenolll byl také proveden dle Kotdskova et al. (2016)
s minoritni modifikaci. K ziskanym zbytkiim vzorkd matcha Caje po predeslé extrakci
volnych polyfenoli bylo pfidano 5 ml NaOH (Penta s.r.o., Praha, CR) o koncentraci 0,1
mol/l. Vzorky pfipravené¢ timto zpisobem byly ndsledné¢ podrobeny hydrolyze v
ultrazvukové 1azni po dobu 2 hodin. Po uplynuti doby hydrolyzy byly vzniklé vyluhy
odstiedény a oddéleny analogicky jak pii pfipravé extrakti volnych frakci. Oddélené
supernatanty byly nasledné okyseleny pomoci kyseliny chlorovodikové (Penta s.r.o., Praha,
CR) o koncentraci 6 mol/l. Kysel4 reakce byla sledovana prostiednictvim lakmusového

papirku.
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Dle postupt uvedenych vyse byly obdobné extrahovany také nestravené podily vzorki
matcha €ajli po Zalude¢ni fazi i po gastrickém a intestinalnim trdveni. Extrakty jak volnych,
tak 1 vazanych frakci polyfenoll, nativnich i nestravenych podilii vzorkd byly nasledné
vyuzity pro stanoveni obsahu celkovych polyfenolickych latek i pro stanoveni

polyfenolického profilu.

5.5 Stanoveni obsahu celkovych polyfenolickych latek

Stanoveni obsahu celkovych polyfenolli ve vzorku bylo provedeno dle Kolackova et al.
(2020a) s mirnou modifikaci. Nejprve byl pfipraven slepy pokus tzv. blank. K pfipravé
blanku bylo nutno odpipetovat 5 ml redestilované vody do odmérné baiiky o objemu 10 ml,
do niZ bylo ptidano 0,5 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla (Sigma-Aldrich, Praha, CR) a 1,5 ml
pfedem pfipraveného 20% roztoku Na,CO; (Penta s.r.o, Praha, CR). Odmérna barika byla
nasledné doplnéna redestilovanou vodou po rysku. Takto pfipraveny blank byl jako prvni
proméien na jednopaprskovém VIS spektrofotometru (WPA S1200, Biochrom, Cambridge,
UK) pfi vinové délce 765 nm.

Ptiprava vzorkl pro vlastni méfeni byla provedena obdobné jak u ptipravy slepého pokusu
s tim rozdilem, ze do odmérnych banék bylo jiz pfidano konkrétni mnozstvi extraktu vzorku,
jejichz piiprava je uvedena v kapitole 5.4. Davkovany objem extrakti byl stanoven
experimentalné a lisil se v zavislosti na povaze vyluhu. Néasledné byla ptfidana vSechna vyse
uvedena Cinidla a poté byla odmérna baiika doplnéna redestilovanou vodou po rysku. Po 30
minutach byla zméfena absorbance na VIS spektrofotometru pfi vinové délce 765 nm.
Jednotlivé obsahy celkovych polyfenolickych latek v nativnich vzorcich i v nestravenych
podilech po simulaci traveni in vitro jsou uvedeny v ekvivalentech kyseliny gallové a byly
vypocteny z linearni regrese kalibra¢ni piimky, jez byla sestavena dle postupu uvedeného
nize.

Pii postupu sestaveni kalibra¢ni kiivky byla nejprve pfipravena kalibra¢ni fada roztokl
kyseliny gallové (Sigma-Aldrich, Praha, CR), jakozto standardu v koncentracich 50, 100,
200, 400, 600 a 800 mg/1. Ptiprava referencnich vzorki pro méfeni byla provedena obdobné,
nicméné misto extraktu vzorku bylo pfidano 0,1 ml roztoku standardu. Po prométeni vSech
vzorkll pfipravenych z kalibra¢ni fady pfi vinové délce 765 nm prostifednictvim VIS
spektrometru byla sestrojena kalibrac¢ni kiivka v zavislosti absorbance na koncentraci

kyseliny gallové.
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Z obsaht celkovych polyfenolickych latek u vzorkli nativnich, nestravenych podili a
z hodnot stravitelnosti byly nasledné vypocteny pfislusné reten¢ni faktory (RF), jenz urcuji
kolik % polyfenolii nebylo uvolnéno z matrice matcha c¢aje po simulaci trdveni v

podminkach in vitro.

Hodnoty retenc¢nich faktorii v % byly vypocteny dle vzorce nize (7):

__ TPCyp - (100-DMD)
o TPCny

RF

(7)

kde: RF (retencni faktor, %); DMD (hodnota stravitelnosti suSiny, %); TPCxp (obsah
celkovych polyfenolli v nestraveném podilu matcha Caje, mg GAE/g); TPCnv (obsah

celkovych polyfenolti v nativnim vzorku matcha ¢aje, mg GAE/g).

5.6 Stanoveni polyfenolického profilu metodou HPLC

Pro stanoveni polyfenolického profilu metodou HPLC bylo nutno pfipravené extrakty
vzorki, jejichz pfiprava je uvedena v kapitole 5.4, pred vlastnim stanovenim prefiltrovat do
vialek pies syringe filtr (Chromservis s.r.o., Praha, CR) s nylonovou membranou o velikosti
port 0,22 um. Vzorky ptipravené timto zptisobem byly nasledné zavedeny na kapalinovy

chromatograf (Kolackova et al., 2022).

Polyfenolicky profil byl stanoven pomoci HPLC systému Dionex Ultimate 3000 opatfené¢ho
stejnojmennym detektorem s diodovym polem typu DAD-3000RS (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Chromatograficka separace byla realizovana
prostfednictvim kolony Kinetex C18 (150 % 4,6 mm; 2,6 um) (Phenomenex, Torrance,
Kalifornie, USA). Jednotlivé analyzy byly provedeny v rezimu gradientové eluce za pouziti
mobilni faze A, ktera byla tvotena redestilovanou vodou a kyselinou octovou v poméru 99:1
a mobilni faze B, jejiz pfiprava zahrnovala smichani redestilované vody, acetonitrilu a
kyseliny octové v poméru 67:31:1. Gradientova eluce byla naprogramovana nasledovné: od
0 do 10 minut pokles mobilni fdze A na 80 %; od 10 do 16 minut pokles A na 60 %; od 16
do 20 minut pokles A na 50 %; od 20 do 25 minut pokles A na 30 %; od 25 do 40 minut
zvySeni A na 90 % a nésledné bylo 90 % A konstantni od 40 do 45 minut. Na kolonu bylo
davkovano 10 pl vzorku a délka jedné analyzy trvala po dobu 45 minut pfi konstantni teploté
kolony (30 °C). Béhem analyz byla prutokova rychlost udrzovana konstantni na hodnoté 1,0
ml/min. Vysledné chromatogramy byly vyhodnocovany pfti vinové délce 275 nm za pouziti

softwaru Chromeleon™ 7.2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).
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Jednotlivé analyty byly identifikovany dle retencnich c&ast pfisluSnych standarda

(Kolackova et al., 2022), jejichz kalibrace nebyla pfedem provedena.

Z obsaht jednotlivych analyti u nativnich vzorkd, nestravenych podilt a za vyuziti hodnot
stravitelnosti susiny byly nésledn¢ analogicky vypocteny hodnoty RF dle vzorce (6)

uvedeného v kapitole 5.5.

5.7 Statistické vyhodnoceni

K statistickému vyhodnoceni experimentalnich dat byl zvolen parametricky Studentlv #-test,
provedeny pii hladin€ vyznamnosti 0,05. Cilem testu bylo ovéfeni statisticky vyznamnych

rozdili mezi sttednimi hodnotami.



42 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Vysledky stanoveni stravitelnosti a obsahu suSiny ve vzorcich

Stanoveni obsahu suSiny ve vzorcich bylo provedeno dle metodiky sepsané v kapitole 5.2.
Stanoveni stravitelnosti suSiny (DMD) simulované v laboratornich podminkach po
gastrickém traveni (GT) a po gastrointestindlnim traveni (GIT) bylo realizovano dle
metodiky uvedené v kapitole 5.3. V Tabulce 1 niZe jsou zaznamenany ziskané hodnoty

stravitelnosti suSiny a obsahu suSiny ve vzorcich.

Tabulka 1 Hodnoty stravitelnosti susiny a obsah suSiny ve vzorcich

DMD [%]

Nazev vzorku  Obsah suSiny [%] GT GIT
Iswari 95,3+0,1%° 64,5+2,2%b 83,7+2,02
Imbio 95,4+0,12 67,3£2,0° 83,7+2,02

Natu 95,1+0,1° 58,1+1,3¢ 82,4+1,12
Allnature 95,8+0,1¢ 64,4+0,9° 84,7+1,0%

Vysledky stanoveni jsou zapsany jako aritmeticky prumér + SD (n=3). Vysledky ve sloupcich se stejnymi pisemnymi
indexy se mezi sebou statisticky vyznamné nelisi (p>0,05). Vysledky ve sloupcich s odliSnymi pisemnymi indexy mezi
sebou vykazuji statisticky vyznamny rozdil (p<0,05).

Obsah susiny ve vzorcich matcha ¢aji byl ve vSech ptipadech vyssi nez 95 %. Vyhlaska
¢. 187/2023 Sb. stanovuje, ze pii procesu suSeni zelené¢ho ¢aje pti 103 °C nesmi ztrata
hmotnosti presdhnout 10 %. Namétené vysledky obsahu suSiny jsou tedy v souladu
s kritériem uvedeného pravniho ptedpisu. Hodnoty stravitelnosti suSiny matcha ¢ajl se po
po GT byla zaznamenana u vzorku matcha ¢aje Natu (58,1 %), a naopak nejvyssi hodnota
byla prokazéana u vzorku Imbio (67,3 %). Dle Tabulky 1 je zfejmé, Ze hodnoty stravitelnosti
susiny po gastrointestinalnim traveni byly u vSech vzork vyssi nez 82 %. Podle Sumczynski
et al. (2015) hodnoty stravitelnosti suSiny riznych druhli obilnych vlo¢ek dosahovaly az
80,7 %. Dle dalsi studie byla hodnota DMD celozrnné mouky stanovena na 86,5 %
(Kotaskova et al., 2016). Stravitelnost potravin je ovlivnéna obsahem vlakniny, ktera ji
zpravidla snizuje. Naopak tepelné a mechanické zpracovani potravin zvysSuje dostupnost

zivin a tim podporuje jejich stravitelnost (Sumczynski et al, 2015).
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6.2 Vysledky stanoveni obsahu celkovych polyfenolickych latek

Stanoveni obsahu celkovych polyfenolickych latek ve vzorcich matcha ¢ajti bylo provedeno
dle metodiky uvedené v kapitole 5.5. Nejprve byla sestrojena kalibracni kiivka a rovnice
linedrni regrese dale slouzila k vypoctu obsahu celkovych polyfenolt (TPC) v nativnich
vzorcich a nestravenych podilech po simulaci in vitro traveni. Na Obrazku 10 je vyobrazena

kalibra¢ni kiivka v zavislosti absorbance na koncentraci kyseliny gallové.
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Obrazek 10 Kalibra¢ni kiivka kyseliny gallové pro stanoveni TPC ve vzorcich

V Tabulce 2 niZe jsou zaznamenany obsahy celkovych polyfenold v nativnich vzorcich pro
volné¢ a véazané frakce a dale je uveden soucet zminénych frakci jako celkové TPC

v pfislusnych matcha ¢ajich. Vysledky jsou prezentovany v ekvivalentu kyseliny gallové.

Tabulka 2 Vysledky obsahu TPC v nativnich vzorcich

TPC volné frakce TPC vazané frakce TPC celkové
Nazev vzorku [mg GAE/g] [mg GAE/g] [mg GAE/g]
Iswari 57,7+4,22 29,3+1,5° 87,0+4,52
Imbio 34,6+2,0° 11,3+0,3° 45,9+2,1°
Natu 43,9+£2,5¢ 18,0+0,7¢ 61,942,6°
Allnature 90,1+2,7¢ 24,0+1,24 114+34

Vysledky stanoveni jsou zapsany jako aritmeticky primér + SD (n=4-8). Vysledky ve sloupcich se stejnymi pisemnymi
indexy se mezi sebou statisticky vyznamné nelisi (p>0,05). Vysledky ve sloupcich s odliSnymi pisemnymi indexy mezi

sebou vykazuji statisticky vyznamny rozdil (p<0,05).
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Vys8i mnozstvi TPC bylo zaznamenano u extraktti obsahujici volné frakce polyfenolt
v porovndni s vyluhy vazanych frakci, jejichZz koncentrace byly stanoveny nasledovné:
Allnature (90,1 mg GAE/g) > Iswari (57,7 mg GAE/g) > Natu (43,9 mg GAE/g) > Imbio
(34,6 mg GAE/g). Podle Najman et al. (2023) se obsah celkovych polyfenolii v extraktech
volnych frakei fenolickych latek matcha ¢aje pohybuje v rozmezi 137-191 mg GAE/g a dle
Kolackova et al. (2020a) dosahuje obsah TPC hodnoty az 273 mg GAE/g. Naopak podle
Jiang et al. (2023) byl stanoven obsah TPC ve vzorcich matcha ¢aji nizsi (13,8 az
14,3 mg GAE/g). Naméfeni obsahy TPC nelze zcela porovnat s hodnotami uvedenymi v
literarnich zdrojich, obsah celkovych polyfenoli v extraktu je totiz zavisly na mnoha
faktorech, které jsou dale blize popsany. V extraktech vazanych frakci polyfenold bylo
zjisténo nejvyssi mnozstvi u vzorku Iswari (29,3 mg GAE/g) a naopak nejnizsi obsah byl
stanoven u matcha ¢aje znacky Imbio (11,3 mg GAE/g). Studie zabyvajici se analyzou
rozpustnych a nerozpustnych frakci polyfenolickych sloucenin bézného zeleného ¢aje uvadi,
ze obsah TPC byl vy$si po ultrazvukové extrakci u vyluhi obsahujici volné frakce
v porovndni s vazanymi (Das et al., 2020), coz je v souladu i s naSimi ziskanymi vysledky.
Vzhledem k nedostatecnému mnozstvi studii vénovanych analyze vazanych polyfenoli
v matcha caji nelze naméfené hodnoty dostatecné porovnat. Nejvyssi celkové TPC ve
vzorcich bylo naméfeno u vzorku matcha ¢aje Allnature (114 mg GAE/g) a nejnizsi

mnozstvi vykazoval matcha ¢aj znacky Imbio (45,9 mg GAE/g).

Zasadni vliv na obsah TPC v extraktu mé piedevsim aplikovany metodicky postup extrakce,
¢imz je zejména charakter pouzité¢ho rozpoustédla, teplota, doba extrakce a nésledné
samotny postup pfi vlastnim stanoveni. Studie zabyvajici se stanovenim obsahu TPC ve
vzorcich matcha ¢ajii v zavislosti na pouZzitém rozpoustédle uvadi vyssi naméfené mnoZzstvi
TPC u vzorki extrahovanych v 80% methanolu v porovnani s extrakci v redestilované vodé
(Kolackova et al., 2020a). Jednim z dalSich faktort, které mohou negativné ovlivnit obsah
TPC v matcha ¢aji je podle Zaiter et al. (2016) proces mleti tenchi na matcha ¢aj, tudiz nizsi
naméiené hodnoty mohou byt teoreticky ovlivnény zminénym procesem. Jakubczyk et al.
(2024) uvadi, Ze obdobi sbéru cajovych listi, zplisob péstovani a zemé ptivodu matcha Caje
mize mit také vliv na obsah TPC ve vzorcich. Bylo zji§téno, ze vys$§i obsah TPC byl naméten
u vzorku matcha caje, jehoz sklizeni byla realizovana na jafe v porovnani s letni sklizni
(Jakubczyk et al., 2024). Dalsi faktor, ktery snizuje obsah TPC v matchi jsou podminky
skladovani, nepfiznivy vliv méa zejména vyssi teplota a delsi doba skladovani (Kim et al.,

2020). Studie Meyer et al. (2023) uvadi obsah TPC ve vzorcich matcha ¢ajti nizsi ve srovnani
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s béznymi zelenymi €aji, coZ je v souladu s tvrzenim, Ze zptsob zastinéni snizuje akumulaci
polyfenolll v ¢ajovych listech a zaroven nizsi obsah polyfenolickych sloucenin pozitivné
prispiva k typické jemné chuti matcha ¢aje. Hodnota TPC v cCajich je také zavisla na mite
zpracovani ¢ajovych listli, obsah TPC v zelenych €ajich je podstatné vyssi v porovnani s €aji
cernymi (Zhao et al., 2019). Mezi potraviny bohaté na polyfenoly jsou fazeny i obiloviny,
nicméné bylo zjisténo, ze obsah TPC v tradi¢nich, celozrnnych i bezlepkovych obilovinach
je az 100krat nizs$i nez v ¢aji matcha (Kotaskova et al., 2016; Sumczynski et al., 2015;
Koubova et al., 2018). Ovoce a zelenina ptedstavuji dal$i skupiny potravin s vysokym
obsahem polyfenold, avSak obsah TPC je v porovnéani s ¢ajem matcha 10krat az 100krat
niz§i v zavislosti na konkrétnim druhu zminénych potravin (Naeem et al., 2022; George et

al., 2022).

6.2.1 Vliv stravitelnosti na obsah celkovych polyfenolickych latek

V Tabulce 3 jsou zaznamenany namétené hodnoty obsahu TPC volnych a vazanych frakci
v nestravenych podilech po Zaludecnim traveni a gastrointestindlnim traveni. Postup
ptipravy nestraveného podilu matcha ¢aje je uveden v kapitole 5.3 a stanoveni obsahu TPC

Folin-Ciocalteuovou metodou bylo provedeno podle metodiky v kapitole 5.5.

Tabulka 3 Vysledky obsahu TPC v nestravenych podilech po GT a GIT

Gastrické traveni Gastrické a intestinalni traveni
Nazev volné frakce  vazané frakce | volné frakce vazané frakce
vzorku [mg GAE/g]| [mg GAE/g] [mg GAE/g]| [mg GAE/g]
Iswari 53,7+0,4° 13,8+0,22 90,3+1,12 8,56+0,07%
Imbio 38,3+0,7° 14,6+1,22 57,7+1,1° 16,5+0,1°
Natu 60,2+0,6° 11,1+0,8° 104+1°¢ 4,03+0,30°¢
Allnature 60,6+1,2¢ 25,9+0,3¢ 86,0+0,9¢ 28,74+0,44

Vysledky stanoveni jsou zapsany jako aritmeticky primeér + SD (n=4-8). Vysledky ve sloupcich se stejnymi pisemnymi
indexy se mezi sebou statisticky vyznamné nelisi (p>0,05). Vysledky ve sloupcich s odliSnymi pisemnymi indexy mezi
sebou vykazuji statisticky vyznamny rozdil (p<0,05).

Ziskané vysledky obsahu TPC (Tabulka 3) byly vyuzity pro vypocet reten¢nich faktora (RF),

které udéavaji kolik % obsahu TPC ziistalo v nestraveném podilu matcha ¢aje po GT a po

GIT. Vypocet RF byl proveden dle vzorce (7). Do vypoctu RF byly rovnéz pouzity
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koncentrace TPC v nativnich vzorcich a hodnoty stravitelnosti susSiny (DMD) pro jednotlivé

vzorky a faze traveni, jez jsou uvedeny v Tabulce 1.

Obrazek 11 graficky znazoriiuje RF piisluSnych vzorkd matcha ¢aji v extraktech volnych a
véazanych frakci po GT. Zaludeéni faze je vyznamnym segmentem traviciho ustroji, kde
dochazi k znacnému uvoliovani polyfenolli z potravinové matrice (Ye et al., 2024).
Z Obrazku 11 je ziejmé, e u vzorku matcha &aje Imbio a Allnature ptivodem z Ciny se
v gastrické fazi Iépe uvoliovaly z matrice matcha ¢aje volné polyfenoly nez ty ve vazanych
frakcich, a naopak u japonskych matcha ¢ajii znacky Iswari a Natu se fenolické latky z volné
frakce uvolnovaly hlife. Nejvyssi hodnotu RF u volnych frakei polyfenold vykazoval vzorek
Natu s hodnotou 57 %. Jednim z moznych vysvétleni vy$si hodnoty retence miize byt i nizsi
hodnota stravitelnosti susiny tohoto vzorku po simulovaném gastrickém traveni. U vzorku
polyfenolli se uvolnilo z matrice matcha ¢aje v zaludku a mohou byt teoreticky vyuzity
v gastrické fazi traviciho traktu. Co se tyCe vazanych frakci polyfenoll, nejlépe se po
zalude¢nim traveni uvoliiovaly z matrice polyfenoly matcha ¢aje Iswari s hodnotou RF 17 %

a nejvyssi obsah ziistal navazany v nestraveném zbytku matcha ¢aje Imbio (42 %).
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Obrézek 11 Hodnoty reten¢nich faktori pro TPC po GT

Nizsi hodnoty retence u vazanych polyfenoliit mohou souviset se skutecnosti, Ze pii procesu
traveni v gastrické fazi dochazi za piisobeni enzymu pepsinu k prvotnimu stépeni bilkovin,
coz muze nasledné pozitivn¢ ovlivnit uvolnéni navazanych fenolickych sloucenin.
Polyfenoly jsou po uvolnéni z matrice v Zaludecnim prostfedi témét stabilni, tudiz v tomto

segmentu traviciho traktu nedochdzi k jejich vyznamné degradaci ani absorpci a stavaji se
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potencionalné biologicky dostupnymi pro nésledujici faze traviciho ustroji (Nagar et al.,

2020).

Obrazek 12 graficky zndzorniuje procentudlni zastoupeni polyfenold v nestravenych
podilech po gastrointestinalnim traveni simulované v laboratornich podminkach. Nejvyssi
retence v extraktech volnych forem polyfenolii byla zaznamenana u vzorku Natu s hodnotou
RF 42 %. Ve srovnani s retenci po gastrické fazi traveni (57 %) se béhem simulace podminek
tenkého stfeva uvolnilo dalSich 15 % fenolickych slouc¢enin uvedeného vzorku. Nejnizsi RF
byl stanoven u vzorku matcha Allnature (15 %). Lépe se v intestinalni fazi uvolnovaly
vzorky japonskych matcha ¢ajii znacky Natu (4 %) a Iswari (5 %), z ¢ehoz lze usuzovat, ze
teoreticky vice nez 95 % vézanych frakci polyfenolll jsou u téchto vzorkli potencionalné

dostupné pfi procesu traveni v tenkém stieve.
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Obrazek 12 Hodnoty retencnich faktorti pro TPC po GIT

Tenké¢ stfevo vzhledem ke své fyziologii umoziiuje nejen uvolnéni polyfenolickych latek
z potravinové matrice a jejich naslednou absorpci, ale také se vlivem neutralniho az lehce
alkalického pH mohou nékteré fenolické slouceniny pifeménit na degradaéni produkty
(Nagar et al., 2020). Nestraveny zbytek matcha ¢aje s obsahem neuvolnénych polyfenol
prochdzi dale travicim traktem do tlustého stfeva, kde dochazi k rozsadhlym metabolickym
zméndm fenolickych latek vlivem stfevni mikroflory (Ye et al., 2024). Studie Rusak et al.
(2021) zamétena na hodnoceni miry uvolnéni volnych polyfenold z matrice matcha a sencha
¢aji béhem simulovaného in vitro traveni se podle jejich vysledkl polyfenolické slouceniny

vice uvoliovaly v zalude¢nich podminkach v porovnéni se simulovanou intestinalni fazi,
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coz je v souladu i s nasimi ziskanymi vysledky, nicmén¢ ziskané vysledky vazanych frakci
fenolickych slouc¢enin matcha ¢aje po simulaci traveni nelze porovnat s dal§imi literarnimi

zdroji, jelikoz studie s uvedenou problematikou nejsou dosud k dispozici.

6.3 Vysledky stanoveni polyfenolického profilu metodou HPLC

Analyza 19 rtznych polyfenolickych sloucenin v nativnich vzorcich matcha ¢aji byla
provedena dle metodiky uvedené v kapitole 5.6. Jednotlivé polyfenoly jsou rozd€leny
v tabulkach podle pfislusnych nadfazenych skupin. V Tabulce 4 jsou uvedeny stanovené

koncentrace flavonoidil v nativnich vzorcich pro volné a vazané formy.

Tabulka 4 Koncentrace flavonoidu v nativnich vzorcich

Flavonoidy Nativni vzorky

Volné frakce [pg/g] Iswari Imbio Natu Allnature
epigallokatechin 19 852+751% | 1555545 | 20 549+231¢ | 15171£101¢
epikatechin 5529422 3016+3° 4 674x1° 6 023+2¢
katechin 87,4+0,4° 190+1° 50,4+£2,4° 231+124
rutin 1 312442 1 9163 2 340+2¢ 1 609+1¢
kaempferol 6,70+0,57* | 13,2+0,8> | 2,01+0,03¢ 10,4+1,34
kvercetin 112+12 11,8+0,6° 16,2+0,7°¢ 150+24
Flavonoidy Nativni vzorky

Vazané frakce [pg/g] Iswari Imbio Natu Allnature
epigallokatechin 79,7+2,0° N.D. N.D. 178+1°
epikatechin 515+12 13,8+0,1° 88,1+0,7¢ 33,6+0,94
katechin 369+12 30,5+0,1° 131+£1°¢ 175+14
rutin 981+32 357+2b 882+1¢ 607+1¢
kaempferol N.D. N.D. N.D. N.D.
kvercetin 16,9+0,22 N.D. 1,63+0,13" 7,44+0,35¢

Vysledky stanoveni jsou zapsany jako aritmeticky prumér = SD (n=4). Vysledky v fadcich se stejnymi pisemnymi indexy
se mezi sebou statisticky vyznamné nelisi (p=>0,05). Vysledky v fadcich s odlisSnymi pisemnymi indexy mezi sebou vykazuji

statisticky vyznamny rozdil (p<0,05). LOQ: epigallokatechin, kaempferol 0,1 pg/g.
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Flavanoly, podskupina flavonoidi, jsou primarnimi fenolickymi antioxidanty, jez jsou
obsazeny v listech Camellia sinensis (Kochman et al., 2021). Oligomerni flavan-3-oly
vykazuji kardioprotektivni u¢inky a mohou pfispét ke snizeni hladiny cholesterolu v krvi a
ochrané¢ LDL (lipoproteint s nizkou hodnotou) pied oxidativni transformaci na Skodlivé
formy (Luo et al.,, 2022). Ze skupiny flavanoli byly analyzovany epigallokatechin,
epikatechin a katechin. Nejvyssi koncentrace byla zaznamenana u epigallokatechinu ve
volné formé¢ v rozmezi 15,2 az 20,6 mg/g. Tento analyt vykazoval nejvyssi koncentraci ze
vSech stanovovanych polyfenolickych sloucenin. Ve studii Li et al. (2021) byl obsah
epigallokatechinu v ¢inské matchi stanoven 20,9 mg/g. Podle studie Meyer et al. (2023)
koncentrace zminéného analytu ve vzorcich ceremonidlnich matcha caji se hodnoty
pohybovaly v rozmezi 17,9 az 26,2 mg/g. V analyzovanych vzorcich volnych frakei bylo
stanoveno vyssi zastoupeni epigallokatechinu v japonskych matcha ¢ajich nez v Cajich
¢inského piivodu. V extraktech vazanych forem polyfenolt bylo naméfeno podstatné nizsi

mnozstvi uvedeného analytu, jehoz koncentrace se pohybovala v rozmezi 79,7-178 pg/g.

Nejvyssi koncentrace volnych frakci epikatechinu byla stanovena u vzorku Allnature
s hodnotou 6,02 mg/g a nejnizsi koncentraci vykazoval vzorek Imbio (3,02 mg/g). Podle
Unno et al. (2018) koncentrace volnych frakci epikatechinu ve vzorcich matcha c¢aji
dosahovala hodnoty az 6,75 mg/g. Nejvyssi koncentrace v extraktech vazanych forem byla
namétena u vzorku Iswari s hodnotou 551 pg/g. Z Tabulky 4 je zfejmé, Ze epikatechin a

epigallokatechin se v matcha ¢ajich vyskytuji vice ve volné formé.

Katechin vykazoval nizsi koncentrace v porovnani s ostatnimi analyzovanymi flavanoly.
Volna forma katechinu se v nejvyssi koncentraci vyskytovala v matchi Allnature (231 pg/g).
Zhou et al. (2021) uvadi stanovenou koncentraci katechinu v matcha caji 800 pg/g.
V japonskych matcha ¢ajich Iswari a Natu se katechin vyskytoval ve vy$§im zastoupeni ve

vazané forme nez ve volnych frakcich s hodnotami 369 pg/g a 131 pg/g.

Flavonoly jsou dal§i pomérné vyznamnou skupinou flavonoidi, z nichz byly analyzovany
rutin, kaempferol a kvercetin. Rutin byl ve vzorcich zastoupen ve vysSich koncentracich
v porovndni s kvercetinem a kaempferolem, jehoZ nejvyssi obsah byl zjistén ve volné formé
u vzorku Natu (2,32 mg/g). Podle Kolackové et al. (2020a) byly koncentrace rutinu ve volné
formé v matcha Cajich stanoveny v rozmezi 0,57 az 2,87 mg/g. Vazané frakce rutinu byly ze
vSech analyzovanych vazanych flavonoidii nejvice zastoupeny, pfi¢emz nejvyssi obsah byl

stanoven u japonskych caji Iswari (981 pg/g) a Natu (882 pg/g). Rutin je silnym
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antioxidantem a ma rovnéz antidiabetické vlastnosti, které mohou potenciondlné piispét

k prevenci patologickych stavl souvisejicich s diabetem (Kochman et al. 2021).

Kvercetin vykazoval nizsi koncentrace v extraktech vazanych frakci ve srovnani s volnymi,
pfi¢emz nejvyssi obsah volnych forem byl uren u vzorku Allnature (150 pg/g) a nejnizsi
byl stanoven u matcha ¢aje Imbio s hodnotou 11,8 pg/g. Vazany kvercetin byl ve vzorcich
uréen v rozmezi 1,63 az 16,90 pg/g. Kvercetin piedstavuje fytochemickou latku vykazujici
antioxida¢ni a neuroprotektivni i¢inky. Kromé téchto vlastnosti bylo prokazano, Ze se podili
na regulaci metabolismu sacharidii prostfednictvim inhibice absorpce glukozy v

gastrointestinalnim traktu (Kochman et al., 2021).

Kaempferol byl detekovan jen ve volnych formach, pficemz jeho obsah byl naméfen
vrozmezi 2,01 az 13,2 pg/g. Dle Sayuti et al. (2021) byl ve vzorku matcha caje obsah
kaempferolu uréen 20 pg/g. Dalsi studie uvadi rozmezi 4,20-32,0 pg/g (Kolackova et al.,
2020a).

Fenolické kyseliny pfedstavuji podstatnou skupinu piirodnich antioxidantl, jejichz
chemicka struktura je pon€kud jednodussi nez v ptipadé flavonoidii (Shahidi a
Ambigaipalan, 2015). Stanovené fenolické kyseliny byly rozdéleny do tabulek dle
pfislusnych podskupin. V Tabulce 5 jsou zaznamenany stanovené koncentrace pro dil¢i
fenolické kyseliny v nativnich vzorcich, konkrétn€ pro derivaty kyseliny hydroxybenzoové.
Z uvedené podskupiny byly analyzovany kyseliny: gallova, protokatechova, p-hydroxy-

benzoova, vanilova, ellagova a etylester kyseliny protokatechové.

Tabulka 5 Koncentrace derivati kyseliny hydroxybenzoové v nativnich vzorcich

Derivaty k. hydroxybenzoové Nativni vzorky

Volné frakce [pg/g] Iswari Imbio Natu Allnature
k. gallova 32,4+1,2° 40,5+0,5° 121+1°¢ 60,7+0,64
k. protokatechova 46,3+0,7* | 35,9+0,2° 39,1+2,3> | 48,6+1,82
k. p-hydroxybenzoova 2,40+0,24* | 17,9+0,9° 13,1+0,4¢ 35,940,54
k. vanilova N.D. N.D. N.D. N.D.

k. ellagova 51,8+4,02 56,2+0,4* 88,5+0,6° 61,9+0,6°
etylester k. protokatechové 468+8* 177+5° 661+1° 744+14
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Derivaty k. hydroxybenzoové Nativni vzorky

Vazané frakce [pg/g] Iswari Imbio Natu Allnature
k. gallova 14771 | 3243+£32° 615+1¢ 2971474
k. protokatechova 66,7+0,8* | 4,65+0,23b 11,8+0,1°¢ 14,6+0,9¢
k. p-hydroxybenzoova 277432 193+1° 203+1°¢ 252424
k. vanilova 2,81+0,3* | 2,51+0,15* | 3,26+0,69* | 1,94+0,03¢
k. ellagova 80,7+0,4% | 43,4+0,2° 66,3+0,1°¢ 40,6+0,4¢
etylester k. protokatechové 283+32 79,5+1,9° 276+32 190+6¢

Vysledky stanoveni jsou zapsany jako aritmeticky primér = SD (n=4). Vysledky v fadcich se stejnymi pisemnymi indexy
se mezi sebou statisticky vyznamné nelisi (p=0,05). Vysledky v fadcich s odlisnymi pisemnymi indexy mezi sebou vykazuji
statisticky vyznamny rozdil (p<0,05). LOQ: kyselina vanilova 0,02 pg/g.

Kyselina gallova je vyznamnou fenolickou slouceninou, jenz se hojn¢ vyskytuje v riznych
rostlinaich vcéetné¢ Cajovniku. VyznaCuje se podstatnou antioxidacni aktivitou,
tkanich je zavisld zejména na expozici UV zafeni, vyskytu mikrobidlni infekce a dalSich
environmentalnich stresorech (Hadidi et al., 2024). Volné frakce kyseliny gallové byly
zaznamenany u vSech vzorkl, pficemz nejvyssi zastoupeni zminéné kyseliny vykazoval
vzorek Natu s hodnotou 121 pg/g. Niz8i koncentrace byla zaznamenana u matcha ¢aje Iswari
32,4 ng/g. Dle Kolackové et al. (2022) se koncentrace kyseliny gallové pohybovala
v rozmezi 37,9 az 91,1 ng/g. Podstatné vyssi obsah byl naméten ve vazanych frakcich nez
ve volnych forméch, jejichz koncentrace byly stanoveny nasledovné: Imbio (3,24 mg/g) >
Allnature (2,97 mg/g) > Iswari (1,48 mg/g) > Natu (0,62 mg/g). Vazané formy kyseliny
gallové dosahovaly nejvysSich koncentraci napfi¢ vSemi analyzovanymi fenolickymi
kyselinami z uvedené podskupiny. Podle Das et al. (2020) ¢inil obsah kyseliny gallové ve

vazané forme po ultrazvukové extrakci zelen¢ho ¢aje 1,57 mg/g.

Mezi biologické vlastnosti kyseliny protokatechové patii predevsim protizanétlivé t€inky,
ma pozitivni vliv na funkci kardiovaskularniho systému a rovnéz ptispiva k ochrané jater
pted toxickym pisobenim Skodlivych latek (Rashmi a Negi, 2020). Uvedena kyselina byla
ve volnych formach stanovena nejvice ve vzorku Allnature a Iswari (48,6 a 46,3 pg/g). Podle
Kolackové et al. (2022) byl obsah zminéné kyseliny ve vzorcich matcha ¢ajii stanoven

vrozmezi 24,9 az 54,1 pg/g. Pfislusny etylester byl ve vzorcich pfitomen ve vysSich
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hodnotéach nez samotna kyselina, jeZ nejvyssi koncentraci vykazovaly vzorky Allnature a
Natu s koncentracemi 744 a 661 pg/g. Zastoupeni dané kyseliny ve vazanych frakcich bylo
zaznamenano v rozmezi 4,65 az 66,7 ug/g. Vazany etylester kyseliny protokatechové byl
stanoven ve vzorcich také ve vysSich koncentracich, pficemz nejvyssi obsah byl ur€en u
japonskych matcha caji Iswari a Natu s hodnotami 283 a 276 ng/g. Etylester kyseliny
protokatechové vznika esterifikaci ptislusné kyseliny s etanolem, jehoz chemicka struktura
zahrnuje dva hydroxylové substituenty a jednu esterovou skupinu spojenou s benzenovym

jédrem.

Kyselina p-hydroxybenzoové byla pfitomna ve vyS$im mnozstvi ve vdzané formé, jejiz
koncentrace se pohybovaly v rozmezi 193-277 pg/g, pticemz nejvyssi koncentrace byla
zaznamenana u vzorku matcha Caje Iswari (277 pg/g), ktery naopak ve volnych formach
Nejvyssi obsah volnych frakci kyseliny p-hydroxybenzoové byly naméfeny u vzorku
Allnature s hodnotou 35,9 pg/g. Ve studii Kolackové et al. (2022) je obsah zminéné kyseliny
uveden v rozmezi 12,9 az 14,9 pg/g.

Zastoupeni kyseliny vanilové ve vzorcich bylo zcela minoritni a jeji koncentrace byly ze
nebyla v zZadném ze vzorkli matcha ¢ajii detekovana a ve vazanych frakcich se jeji obsah
pohyboval v rozmezi 1,94 az 3,26 pg/g. Cajové listy jsou tedy pomémné nepodstatnych
zdrojem kyseliny vanilové, vyznamné vysoké koncentrace byly zaznamenany napiiklad
v kotenech c¢inské byliny Angelica sinensis. Dalsi potraviny rostlinného piivodu, jenz
obsahuji zna¢né mnozstvi kyseliny vanilové jsou zejména urcité druhy ovoce (Kiokias et al.,

2020).

vvvvvv

tvofena spojenim dvou molekul kyseliny gallové do dimerické struktury (Evtyugin et al.,
2020). Je pfitomna nejen v zeleném caji, ale i naptiklad v celé¢ fadé¢ druhti bobulovitého
ovoce (Kaczmarek-Szczepanska et al., 2023). Kyselina ellagovd ma antioxidacni,
antibakterialni a antivirové G€inky a je prokdzano, Ze pozitivné ptsobi proti chronickému
onemocnéni slinivky bfi$ni (Rashmi a Negi, 2020). Volna forma kyseliny ellagové byla
namétena v rozmezi 51,8 az 88,5 pg/g, pficemz pouze u vzorku Iswari byla stanovena ve
vétsim mnozstvi ve vazanych frakcich s hodnotou 80,7 pg/g, u ostatnich matcha ¢ajti byl

obsah vyssi ve volnych forméach.
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V Tabulce 6 nize jsou uvedeny dil¢i koncentrace pro volné a véazané formy derivati

hydroxyskoticové kyseliny detekované v nativnich vzorcich matcha ¢aju. Z této podskupiny

fenolickych kyselin byly stanoveny nasledujici analyty: kyselina neochlorogenova, kavova,

trans-p-kumarova, ferulova,

skoficova.

sinapova,

trans-2-hydroxyskoficova a kyselina trans-

Tabulka 6 Koncentrace derivati kyseliny hydroxyskoficové v nativnich vzorcich

Derivaty k. hydroxyskoricové

Nativni vzorky

Volné frakce [pg/g] Iswari Imbio Natu Allnature
k. neochlorogenova 23,140,228 | 55,240,6® | 2,64+0,22°¢ | 26,6+0,14
k. kdvova 2 681+138% | 26711742 | 5098+22° | 5179+71°
k. trans-p-kumarova 19,6+0,3* | 8,574+0,11° | 32,140,1° 13,3+0,2¢
k. ferulova 37,7£0,6* | 31,2+0,9° | 65,7+4,8° | 40,5+0,1¢
k. sinapova 79,8+2,6° | 8,03+0,68° 13,6+0,1¢ 1 559+201¢
k. trans-2-hydroxyskoticova 4,83+0,75% | 5,75+0,20* | 1,96+0,23> | 20,0+0,7¢
k. trans-skoticova 1,21+0,18* | 1,62+0,11° | 2,88+0,43¢ | 6,11+0,63¢
Derivaty k. hydroxyskoricové Nativni vzorky

Vazané frakce [pg/g] Iswari Imbio Natu Allnature
k. neochlorogenova 7,460,422 14,9+1° 7,41+0,142 51,7+0,7¢
k. kdvova 1 557+4* 1 65243 | 23534243° | 2 125+97¢
k. trans-p-kumarova 174+12 123+1b 95,8+0,6° 108+13b¢
k. ferulova 55,4+0,12 17,6+0,1° 48,9+0,3¢ 18,5+0,8°
k. sinapova 15,440,8* | 8,4140,28° 13,6+0,1¢ 11,6+0,34
k. trans-2-hydroxyskoticova 2,25+0,332 N.D. 0,19+0,01° | 3,80+0,32¢
k. trans-skoticova N.D. N.D. N.D. N.D.

Vysledky stanoveni jsou zapsany jako aritmeticky prumér + SD (n=4). Vysledky v fadcich se stejnymi pisemnymi indexy

se mezi sebou statisticky vyznamné nelisi (p=>0,05). Vysledky v fadcich s odlisSnymi pisemnymi indexy mezi sebou vykazuji

statisticky vyznamny rozdil (p<0,05). LOQ: trans-2-hydroxyskoticova, trans-skoticova 0,1 pg/g.
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Neochlorogenovéd kyselina ptedstavuje izomer kyseliny chlorogenové, jenz vznika
esterifikaci kyseliny D-(-)-chinové kyseliny s kyselinou kdavovou (Navarro-Orcajada et al.,
2021). Volna kyselina neochlorogenova byla v nativnich vzorcich stanovena nasledovné:
Imbio (55,2 pg/g) > Allnature (26,6 pg/g) > Iswari (23,1 pg/g) > Natu (2,64 pg/g). Studie
Kolackova et al. (2022) uvadi hodnoty koncentrace volné neochlorogenové kyseliny
v matcha ¢ajich v rozmezi 12,5 az 27,0 ng/g. V extraktech vazanych frakci byl nejvyssi

cvwr

kyseliny ve vazané formé vykazoval vzorek japonského matcha ¢aje znaCky Natu (7,41
ne/g).

Kyselina kavova je derivatem kyseliny hydroxyskoficové, jejiz chemickd struktura zahrnuje
dva hydroxylové substituenty navazané na aromatickém jadie (Shahidi a Ambigaipalan,
2015). Zminéna kyselina byla napfi¢ vSemi analyzovanymi fenolickymi kyselinami nejvice
zastoupena ve slozeni zkouSenych matcha ¢aji. Nejvyssi hodnoty volné formy kyseliny byly
naméteny ve vzorcich Allnature a Natu (5,18 mg/g a 5,10 mg/g). Vazané frakce zminéné
kyseliny byly v matcha ¢ajich stanoveny v tomto potadi: Natu (2,35 mg/g) > Allnature (2,13
mg/g) > Imbio (1,65 mg/g) > Iswari (1,56 mg/g). Kyselina kavova vykazuje Sirokou skalu
bioaktivnich vlastnosti, mezi néz nepochybné patii vyznamna antioxidacni aktivita a

antioxidant nachazi také v kdvé a mnoha druzich ovoce, zeleniny a obilovin (Alam et al.,

2022).

Kyselina frans-p-kumarova byla detekovana ve vétSim zastoupeni v extraktech vazanych
frakei, pfi¢emz nejvyssi obsah byl stanoven ve vzorku Iswari (174 pg/g) a nejnizsi
koncentrace byla zaznamenana v matcha ¢aji znacky Natu (95,8 pg/g). Studie Das et al.
(2020) uvadi koncentraci vdzané formy kyseliny trans-p-kumarové ve vzorku zeleného caje
po ultrazvukové extrakeci 114 pg/g. Podstatné nizsi zastoupeni uvedené kyseliny bylo
naméieno ve vyluzich obsahujici volné formy, jejichz obsah se pohyboval v rozmezi 8,57
az 32,1 pg/g. Podle Kolackové et al. (2022) nejvyssi koncentrace volné formy kyseliny

trans-p-kumarové ve vzorcich matcha ¢aji dosahovala hodnoty 13,9 pg/g.
Kyselina ferulova je derivatem kyseliny hydroxyskoficové, pfiCemz jeji chemickou
strukturu tvofi aromatické jadro s navdzanou hydroxylovou a methoxylovou skupinou

(Shahidi a Ambigaipalan, 2015). Jednd se o fenolicky antioxidant, ktery vykazuje urcité

-----

byla ve vzorcich stanovena v tomto potfadi: Natu (65,7 pg/g) > Allnature (40,5 pg/g) > Iswari
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(37,7 ng/g) > Imbio (31,2 pg/g). Ve vazanych formach byla dand kyselina namétena ve
vy$$im mnozstvi ve srovnani s volnymi frakcemi jen u vzorku Iswari s koncentraci 55,4

ug/g, ostatni vzorky vykazovaly vyssi obsah v extraktech volnych forem.

Sinapova kyselina je vysoce rozsifenou fenolickou kyselinou v rostlinné fisi, jejiz
antioxidacni aktivita je srovnatelnd s kyselinou kavovou, a naopak vykazuje vyssi
antioxidac¢ni potencidl nez kyselina ferulovd. Mezi dal§i biologické ucinky kyseliny
anxiolyticky efekt (Niciforovi¢ a Abramovic, 2014). Mezi analyzovanymi vzorky matcha
Caji v extraktech volnych frakci byla zaznamenana urcitd variabilita v koncentracich
kyseliny sinapové. Nejvyssi koncentraci uvedené kyseliny vykazoval vzorek c¢inského
matcha ¢aje Allnature s hodnotou 1,56 mg/g. Ostatni vzorky obsahovaly volnou kyselinu
sinapovou v podstatné nizSich hodnotach v rozmezi 8,03 az 79,8 pg/g. Véazané formy
zminéné kyseliny dosahovaly niz§ich hodnot koncentraci, které byly ur€eny v rozmezi 8,41
az 15,4 pg/g, pticemz nejvyssi koncentrace byla zaznamenéana u japonského matcha caje

Iswari (15,4 pg/g).

Kyselina trans-2-hydroxyskoticové byla ve volnych frakcich stanovena v rozmezi 1,96 az
20,0 pg/g, pticemz nejnizsi hodnotu vykazoval vzorek japonského matcha c¢aje Natu (1,96
ng/g) a nejvyssi obsah byl zaznamenan u vzorku Allnature (20,0 pg/g). Vazana kyselina
trans-2-hydroxyskoticova byla namétena jesté v nizSich hodnotach nez ve volnych formach,
ato v rozmezi 0,19 az 3,80 pg/g, pfi¢emz u vzorku ¢inského matcha ¢aje Imbio nebyla viibec
detekovana.

Kyselina trans-skoticova byla zaznamenana jen ve volné formé, jejiz nejvyssi koncentrace

Cvwr

detekovan v japonské matchi znacky Iswari (1,21 pg/g).

6.3.1 Vliv stravitelnosti na uvolfiovani fenolickych latek z matrice matcha caje

Koncentrace jednotlivych fenolickych antioxidantl v nestravenych podilech po
simulovaném GT a GIT jsou uvedeny v pfilohdach I az VI. Na zakladé koncentraci
sledovanych sloucenin v nestravenych podilech po GT a po GIT a obsahu polyfenolickych
latek v nativnich vzorcich byly za vyuziti pfisluSnych hodnot stravitelnosti vypocteny
hodnoty retence podle vzorce (7). Hodnoty stravitelnosti jsou uvedeny v tabulce 1. Obrazek
13 graficky znazoriiuje maximalni a minimalni RF pro dil¢i fenolické slouceniny po in vitro

zalude¢nim traveni.
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Obrazek 13 Maximéalni a minimalni hodnoty reten¢nich faktora pro jednotlivé polyfenoly po GT
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Nejvyssi hodnotu retence z analyzovanych fenolickych kyselin vykazovala kyselina gallova
ve volné frakci s RF 95 %, tudiz analyzovany vzorek matcha caje Iswari uvolnil
v zalude¢nich podminkach pouze 5 % zminéného analytu. Minimalni RF pro uvedenou
kyselinu byl zaznamenan ve vzorku Natu s hodnotou retence 41 %. Ze skupiny flavonoidi
byl zjistén nejvyssi RF u kaempferolu s hodnotou retence 80 % u vzorku matcha ¢aje znacky
Natu a minimalni procentudlni zastoupeni v nestraveném podilu bylo naméfeno u vzorku
Imbio a Allnature, jejichz RF ¢inil 32 %. Velmi pfiznivé se v gastrickych podminkéch
uvoliovaly volné frakce epikatechinu, jehoz nejvyssi RF byl stanoven u vzorku Natu
s hodnotou 15 % a minimalni retenci vykazoval vzorek Imbio (3 %) u néhoz se z matrice
uvolnilo az 97 % zminéného flavanolu. Epigallokatechin a kyselina kdvova byly v nativnich
vzorcich pfitomny ve vysokych koncentracich a bylo zjiSténo, Ze proces traveni
v zalude¢nich podminkach pfiznivé plisobi na uvoliiovani téchto analyti z matrice. Volny
epigallokatechin vykazoval nejvyssi hodnotu retence u vzorku Natu (16 %) a naopak
minimalni RF byl namétfen u matcha ¢aje Iswari s hodnotou 7 %. Z uvedenych hodnot RF
je zfejmé, ze pti gastrické digesci se uvolnilo vice nez 84 % volného epigallokatechinu ze
vzorki matcha ¢aji. Kyselina kavovd vykazovala srovnatelny maximalni RF
s epigallokatechinem, jenz byl naméten rovnéz u vzorku Natu s hodnotou 16 %. Absence
detekce volné kyseliny neochlorogenové v nestravenych podilech po simulaci gastrické faze
traveni naznacuje jeji celkové uvolnéni z matrice matcha ¢ajii do zalude¢niho prostiedi, ¢imz
se jevi jako potencialné biologicky dostupnd v travicim traktu.

Z vazanych forem polyfenolil byla nejhiife stravitelna kyselina trans-2-hydroxyskoticova,
jenz byla v nestraveném podilu matcha ¢aje Imbio ptfitomna po Zalude¢nim traveni z 98 %,
pficemz zcela nulovy RF uvedeného analytu byl stanoven u netraveného zbytku vzorku
Natu. Nejhiife stravitelné ze skupiny flavonoidl byly vazané formy kvercetinu, jenz se v
zalude¢nim prostiedi uvolnily ze vzorku Natu pouze z 21 %, zatimco u japonského matcha
Caje znacky Iswari dosdhlo uvolnéni tohoto flavonolu hodnoty az 94 %. Celkova nejnizsi
hodnota retence napii¢ v§emi analyzovanymi vazanymi formami fenolickych slouc¢enin byla
stanovena u kyseliny vanilové, jenz se az ze 100 % uvolnila ze vSech zkousenych matcha
Caji pfi zaludecnim traveni a je potencidlné vyuzitelnd v segmentech traviciho ustroji,
nicméné koncentrace v nativnich vzorcich byla zcela minoritni. Nulovy RF byl také
zaznamenan u vazanych forem epikatechinu a epigallokatechinu, jenz po gastrickém traveni
nebyly detekovany v Zadném z analyzovanych vzorki matcha ¢ajl, 1ze tedy predpokladat,
ze byly kompletné uvolnény z potravinové matrice. Z Obrazku 13 je ziejmé, Ze z matrice

matcha caju se lépe uvolnovaly vazané formy polyfenold oproti volnym frakcim. Vyssi
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hodnoty retence volnych forem mohou souviset s piedpokladem, Ze pfi procesu traveni
v gastrické fazi mohlo vlivem Zalude¢nich podminek dojit k pfeméné vazanych forem na
volné a nésledné¢ mohly byt snize izolovany v podminkach extrakce pro volné formy
polyfenolt. Pfechod vazanych polyfenoli do zalude¢niho prostiedi souvisi piedevsim
s charakterem vazebné interakce fenolickych sloucenin s nerozpustnou slozkou bunéénych
stén ¢ajového listu. VSechny RF po gastrickém traveni pro jednotlivé fenolické latky napftic¢
vSemi analyzovanymi matcha ¢aji jsou uvedeny v ptiloze VII.

Jak jiz bylo zminéno, fenolické latky po uvolnéni z matrice jsou téméf stabilni v pH
zaludec¢niho prostiedi, tudiz vykazuji podstatnou antioxidacni aktivitu, kterd mize byt velmi
uzite¢na pii konzumaci masnych vyrobkl nebo potravin s vysokym obsahem tuku. Bylo
prokézano, ze ¢ajové katechiny dokézou inhibovat peroxidaci lipidd, k niz dochézi pravé v
zalude¢nim prostiedi. Tento U€inek je zprosttedkovan jejich schopnosti vychytavat reaktivni
Skodlivé karbonylové slouceniny, které vznikaji v dusledku pokrocilé oxidace lipidii.
Fenolické antioxidanty uvolnéné v gastrické fazi rovnéz pftispivaji k prevenci a podpoie
hojeni zalude¢nich viedii a mohou mit pfiznivy U¢inek na zdravotni problémy vyvolané
infekci Helicobacter pylori (Jakobek a Blesso, 2024).

Na Obrazku 14 jsou graficky znazornény maximalni a minimalni reten¢ni faktory pro dil¢i
analyzované fenolické slouceniny po in vitro simulaci gastrointestindlniho traveni. Po
simulaci GIT se jevil jako nejhtie stravitelny kaempferol ve volné formé, jehoZ maximalni
RF byl zjistén u vzorku nestraveného zbytku matcha ¢aje Natu, ktery ¢inil hodnotu 43 %,
nicméné v porovndni s hodnotou retence po gastrickém traveni u totozného vzorku se vlivem
podminek tenkého stfeva uvolnilo z matrice dalSich 37 % kaempferolu. Z fenolickych
kyselin byla po GIT nejhiife stravitelnd volna forma kyseliny #rans-2-hydroxyskoficové,
jejiz hodnota retence v nestraveném zbytku matcha ¢aje Natu byla stanovena na 40 %,
zatimco minimalni RF zminéné kyseliny byl naméfen u vzorku ¢inského matcha ¢aje Imbio
s hodnotou 13 %. Nejnizs$i RF byl zaznamenan u volnych frakci katechinu, jenz se hodnoty
retence pohybovaly vrozmezi 1 az 3 %. Po gastrickém traveni byl u vzorku Natu
zaznamenan RF s hodnotou 40 % a po simulovanych podminkéch tenkého stieva se uvolnilo
dal$ich 38 % uvedeného flavanolu. Kyselina trans-2-hydroxyskoficova byla u vzorku Imbio
rovnéz zaznamendna ve vysokych hodnotich RF 1 ve své vazané form¢ napfi¢ vSemi
analyzovanymi fenolickymi kyselinami. Maximalni retence byla zaznamenana s hodnotou
RF 69 %, ptfiCemz ve srovnani s RF tohoto analytu po gastrickém traveni se uvolnilo

z matrice matcha Caje znacky Imbio dalsich 29 % trans-2-hydroxyskoticové kyseliny.
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Obrazek 14 Maximalni a minimalni hodnoty reten¢nich faktort pro jednotlivé polyfenoly po GIT
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Ze skupiny analyzovanych flavonoidii se nejhtife uvoliiovaly vazané formy kvercetinu, jehoz
maximalni RF v nestraveném podilu vzorku Natu ¢inil 74 % po GIT, ve srovnani s hodnotou
retence po gastrické fazi traveni se vlivem stfevnich podminek uvolnilo pouze 5 % daného
flavonolu. Nejvétsi rozdil mezi hodnotami retence ve védzanych frakcich po GT a GIT
vykazovala kyselina gallova, jenz se vlivem intestindlnich podminek uvolnilo u vzorku
Allnature 54 % zminéné fenolické kyseliny. Dalsi vyznamny rozdil mezi hodnotami retence
po jednotlivych fazich traveni byl zaznamenan u kyseliny neochlorogenové, jiz se
v intestindlnim prostfedi uvolnilo dalSich 46 %. VSechny RF po gastrickém a nasledné
intestinalnim traveni pro jednotlivé fenolické latky napfic¢ vSemi analyzovanymi matcha ¢aji
jsou uvedeny v piiloze VIII.

Uvolnéni fenolickych latek z matrice matcha Caje zlepSuje jejich néslednou biologickou
dostupnost v segmentech traviciho traktu, ackoli pH prostfedi tenkého stfeva je ponckud
nepiiznivé z hlediska stability polyfenolickych sloucenin, coz mize vést k jejich nasledné
degradaci. Nicméné tenké stfevo je rovn€Z podstatnou oblasti, v niz miize dochazet
k absorpci fenolickych antioxidantl, jenz je vyznamné ovlivnéna charakterem chemické
struktury zminénych sloucenin (Nagar et al., 2020). Naptiklad volné formy rutinu byly po
simulaci gastrointestinalniho traveni v nestravenych podilech pfitomny v rozmezi 1 az 23 %
a vazané frakce zminéného flavonolu byly uvolnény az z 99 % z matrice matcha caje.
Fyziologie tenkého stfeva neumoziuje absorpci glykosidu, jejiz cukernaté slozka je tvofena
pravé ramndzou. PrestoZze bylo pozorovano relativné vysoké procentualni uvolnéni rutinu
v zaludecni 1 intestindlni fazi traveni, rutin mize byt potencionalné vyuzit az v segmentech
tlustého stfeva. Zde dochazi vlivem stievni mikrobioty k deglykosylaci rutinu a nasledné je
aglykonova cast metabolizovana na jednodussi fenolické kyseliny, které mohou byt déle
vstiebany prostiednictvim bariéry tlustého stfeva (Nagar et al., 2020; Williamson et al.,
2018; Velderrain-Rodriguez et al., 2014).

Ve fazi traveni probihajici v tenkém stfevé mohou fenolické slouceniny, jejich degradacni
produkty a metabolity pfispivat k udrzeni funkce stievni bariéry. Dale mohou vykazovat
pfiznivé ucinky pii celiakii a mohou podstatné piispét k prevenci hyperglykémie i

hypercholesterolémie (Jakobek a Blesso, 2024).
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ZAVER
Piedlozena diplomova prace byla zamétena na stanoveni obsahu fenolickych latek v ¢ajich

matcha s dirazem na jejich uvoliiovani pfi procesu traveni.

V teoretické ¢asti byla charakterizovana rostlina Camellia sinensis se zamétenim na zptisob
jejiho péstovani, pticemz zvlastni pozornost byla vénovana metod¢ pestovani ¢ajovniku a
zpracovani Cajovych listh pro vyrobu matcha caje. Dale byly popsany hlavni skupiny
sloucenin z chemického slozeni matcha caje s dirazem na fenolické latky. V zavéru

teoretické Casti byl pfiblizen osud polyfenolii béhem priichodu travicim traktem.

Prakticka ¢ast byla vénovana analyze ¢tyf vzorkd matcha ¢ajii, u nichz byl stanoven obsah
susiny, obsah celkovych polyfenoli a byla provedena podrobna analyza fenolického profilu
s ohledem na zastoupeni volnych a véazanych frakci zminénych sloucenin v nativnich
vzorcich a ve vzorcich nestravenych podilii po simulovaném in vitro gastrickém traveni a
gastrointestinalnim traveni. Dale byly urCeny piislusné retencni faktory za vyuziti hodnot
stravitelnosti susSiny pro jednotlivé faze traveni, které udavaji procentudlni zastoupeni

zminénych latek v nestravenych zbytcich matcha ¢aji po simulaci in vitro traveni.

Obsah susiny byl stanoven u vSech nativnich vzorki pies 95 %, coz je v souladu s kritériem
uvedenym ve vyhldSce €. 187/2023 Sb. Hodnoty stravitelnosti suSiny matcha ¢aji po
gastrickém traveni byly urCeny v rozmezi 58,1 az 67,3 % a po gastrointestindlnim traveni

byly hodnoty stravitelnosti suSiny u vSech vzorkl vyssi nez 82 %.

Vyssi obsah celkovych polyfenoli byl zaznamenan u extraktl obsahujici volné formy ve
srovnani s vyluhy vazanych frakei fenolickych latek. Celkové nejvyssi zastoupeni obsahu
TPC bylo stanoveno u nativniho vzorku matcha ¢aje znacky Allnature s hodnotou 114 mg
GAE/g. Po simulaci zalude¢nich podminek byl pokles obsahu celkovych polyfenolii vyssi
ve srovnani s uvoliiovanim polyfenolickych latek v intestinalni fazi, pficemz snéze se béhem

simulovaného in vitro traveni uvoliovaly fenoly z vazanych frakci.

V polyfenolickém profilu matcha ¢aji byl ve volnych frakcich dominantni epigallokatechin,
jehoz koncentrace dosahovala hodnoty az 20,6 mg/g. Nejvyssi obsah v extraktech vazanych
frakci byl zaznamenéan u kyseliny kavové, jejiz koncentrace se ve vzorcich matcha ¢aju

pohybovala v rozmezi 1,56 az 2,35 mg/g.

V nestravenych podilech matcha ¢aji po simulaci Zalude¢ni faze traveni vykazovala volna

forma kyseliny gallové nejvyssi retencni faktor, pfi¢emz jeji hodnota dosahovala az 95 %,
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coz naznacuje jeji podstatnou odolnost vii¢i zalude¢nim podminkdm. Naopak nejnizsi
retenci vykazovala kyselina neochlorogenové, ktera se z matrice uvolnila ze 100 %. Mezi
nejméné stravitelné fenolické antioxidanty po gastrické fazi trdveni ve vazané formé patfila
kyselina trans-2-hydroxyskoficova, kterd byla v nestraveném zbytku detekovana az z 98 %.
Naproti tomu vézané formy kyseliny vanilové, epikatechinu a epigallokatechinu byly
z matrice uvolnény zcela, coz naznacuje jejich potencionalné¢ vysokou biologickou
dostupnost po této fazi traveni.

Po simulaci gastrointestinalniho traveni dosahl nejvyssiho reten¢niho faktoru kaempferol, a
pohyboval vrozmezi 1 az 3 %. Mezi vazanymi polyfenoly byl nejhiife uvoliiovanym
analytem kvercetin, jehoz reten¢ni faktor po gastrointestindlnim traveni €inil az 74 %,
naopak vazana kyselina protokatechova byla nejlépe stravitelnd, jenz se z matrice matcha

¢aje uvolnila az ze 100 %.
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PRILOHA P I: KONCENTRACE FLAVONOIDU V NESTRAVENYCH

PODILECH PO GT

Flavonoidy Nestraveny podil po GT

Volné frakce [pg/g] Iswari Imbio Natu Allnature
epigallokatechin 3691+74% | 52124222° 8 068+16° 3 3844364
epikatechin 75432 239+13° 1 632+27¢ 1217+14
katechin 40,0+2,02 36,3+0,2° 47,7+0,2°¢ 11114
rutin 603+12 401+1° 1 328+3°¢ 707+44
kaempferol 6,56+0,46* | 12,9+0,7° 3,82+0,33¢ 9,22+0,434
kvercetin 112412 13,7+0,1° 20,7+0,7¢ 114+12
Flavonoidy Nestraveny podil po GT

Vazané frakce [pg/g] Iswari Imbio Natu Allnature
epigallokatechin N.D. N.D. N.D. N.D.
epikatechin N.D. N.D. N.D. N.D.
katechin 18,1+0,32 16,6+0,1° 8,67+1,05¢ 52,2+1,04
rutin 97,3+£2,6° 133+1° 179+1°¢ 217+14
kaempferol N.D. N.D. N.D. N.D.
kvercetin 1,90+0,19? N.D. 13,07+0,24° 7,52+0,12¢

Vysledky stanoveni jsou zapsany jako aritmeticky prumér + SD (n=4). Vysledky v fadcich se stejnymi pisemnymi indexy

se mezi sebou statisticky vyznamné nelisi (p=>0,05). Vysledky v fadcich s odlisSnymi pisemnymi indexy mezi sebou vykazuji

statisticky vyznamny rozdil (»<0,05). LOQ: epigallokatechin, epikatechin 0,1 pg/g, kaempferol 0,2 pg/g.
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PRILOHA P II: KONCENTRACE FLAVONOIDU V NESTRAVENYCH

PODILECH PO GIT

Flavonoidy Nestraveny podil po GIT

Volné frakce [pg/g] Iswari Imbio Natu Allnature
epigallokatechin 4 611£53* | 11 5124256° | 2 442+26° 1 672+114¢
epikatechin 82612 439+1° 578+1¢ 3 283+24
katechin 15,7+0,12 17,4+8,42 6,03+0,06° 31,440,1°
rutin 233418 155+1° 3 119+2°¢ 1 339414
kampferol 12,3+0,62 19,140,5° 4,92+0,60¢ 11,0+0,34
kvercetin 240+52 20,7+0,6° 14,8+1,0¢ 191+34
Flavonoidy Nestraveny podil po GIT

Vazané frakce [pg/g] Iswari Imbio Natu Allnature
epigallokatechin N.D. N.D. N.D. N.D.
epikatechin N.D. N.D. N.D. N.D.
katechin N.D. 10,7+0,1°2 N.D. N.D.
rutin 68,6+0,2° 94,9+0,1° 140+1°¢ 105+1¢
kaempferol N.D. N.D. N.D. N.D.
kvercetin 3,12+0,18* N.D. 6,87+0,03¢ 9,15+0,13¢

Vysledky stanoveni jsou zapsany jako aritmeticky prumér + SD (n=4). Vysledky v fadcich se stejnymi pisemnymi indexy

se mezi sebou statisticky vyznamné nelisi (p=>0,05). Vysledky v fadcich s odlisSnymi pisemnymi indexy mezi sebou vykazuji

statisticky vyznamny rozdil (p<0,05). LOQ: epigallokatechin, epikatechin, katechin 0,1 pg/g, kaempferol, kvercetin 0,2

pe/g.
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PRILOHA P III: KONCENTRACE DERIVATU KYS. HYDROXY-
BENZOOVE V NESTRAVENYCH PODILECH PO GT

Derivaty kyseliny Nestraveny podil po GT
hydroxybenzoové

Volné frakce [pg/g] Iswari Imbio Natu Allnature
k. gallova 87,0+1,0? 99,4+0,7° 118+1°¢ 120+6¢
k. protokatechova 75,3+1,92 42.4+0,5° 30,1+0,5¢ 14,6+1,34
k. p-hydroxybenzoova 5,01+0,012 27,7+0,8° 6,78+0,65¢ 36,5+0,5¢
k. vanilova N.D. N.D. N.D. N.D.

k. ellagova 23,7+1,82 8,05+0,01° 88,9+0,5° 34,2+1,1¢
etylester k. protokatechové 169+22 62,6+1,8° 389+4¢ 295464
Derivaty kyseliny Nestraveny podil po GT
hydroxybenzoové

Vazané frakce [pg/g] Iswari Imbio Natu Allnature
k. gallova 1 658+12 3 118+52°0 959+1°¢ 5 712+£824
k. protokatechova 0,69+0,06* | 0,96+0,06° | 1,27+0,06° | 0,66+0,05
k. p-hydroxybenzoova 112+12 202+1° 131+£1¢ 311+109
k. vanilova N.D. N.D. N.D. N.D.

k. ellagova 7,45+0,19% | 7,28+0,24* | 24,1+0,4° 16,2+0,4°¢
etylester k. protokatechové 15,7+0,52 16,3+0,42 31,8+1,5° 71,3+0,5¢

Vysledky stanoveni jsou zapsany jako aritmeticky prumér + SD (n=4). Vysledky v fadcich se stejnymi pisemnymi indexy

se mezi sebou statisticky vyznamné nelisi (p=>0,05). Vysledky v fadcich s odlisSnymi pisemnymi indexy mezi sebou vykazuji

statisticky vyznamny rozdil (»<0,05). LOQ: kyselina vanilova 0,02 pg/g.
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PRILOHA PI1V: KONCENTRACE DERIVATU KYS. HYDROXY-
BENZOOVE V NESTRAVENYCH PODILECH PO GIT

Derivaty kyseliny Nestraveny podil po GIT
hydroxybenzoové

Volné frakce [pg/g] Iswari Imbio Natu Allnature
k. gallova 41,8+0,9? 38,7+1,2° 114+1°¢ 39,8+0,6°
k. protokatechova 8,03+0,58* | 4,51+0,60° 63,6+0,5¢ 40,5+0,94
k. p-hydroxybenzoova 2,83+0,19* | 7,33£0,36 | 2,73+0,11* | 4,67+0,08°
k. vanilova N.D. N.D. N.D. N.D.

k. ellagova 16,940,1* | 6,51+0,04° 147+1°¢ 80,5+1,24
etylester k. protokatechové 89,1+1,5% 30,8+0,7° 876+13°¢ 578+134
Derivaty kyseliny Nestraveny podil po GIT
hydroxybenzoové

Vazané frakce [pg/g] Iswari Imbio Natu Allnature
k. gallova 31,9+2,32 2 851x1° 5,13+0,66° 2 707454
k. protokatechova N.D. 0,49+0,012 N.D. N.D.

k. p-hydroxybenzoova 34,0+2,12 333+1b 24,5+0,3¢ 341424
k. vanilova N.D. N.D. N.D. N.D.

k. ellagova 14,7+0,22 8,78+0,07° 18,2+0,8¢ 105+14
etylester k. protokatechové 29,5+0,72 16,0+0,2° 36,6+0,1° 61,2+0,2¢

Vysledky stanoveni jsou zapsany jako aritmeticky prumér + SD (n=4). Vysledky v fadcich se stejnymi pisemnymi indexy

se mezi sebou statisticky vyznamné nelisi (p=>0,05). Vysledky v fadcich s odlisSnymi pisemnymi indexy mezi sebou vykazuji

statisticky vyznamny rozdil (»<0,05). LOQ: kyselina vanilova 0,02 pg/g.
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PRILOHA P V: KONCENTRACE DERIVATU KYS. HYDROXY-
SKORICOVE V NESTRAVENYCH PODILECH PO GT

Derivaty kyseliny Nestraveny podil po GT
hydroxyskoricové

Volné frakce [pg/g] Iswari Imbio Natu Allnature
k. neochlorogenova N.D. N.D. N.D. N.D.

k. kdvova 1 094+252 363+6° 1 941£27¢ 1 978+19¢
k. trans-p-kumarova 5,16+0,132 | 1,45+0,04° 14,5+0,1¢ | 5,18+0,122
k. ferulova 22,4+0,9° | 8,33+0,21° | 67,9+04° 17,5+0,34
k. sinapova 174432 2,63+£0,41° | 5,59+0,12° | 1 588+40¢
k. trans-2-hydroxyskoficova 10,140,780 | 4,04+0,11% | 3,13+0,30° | 20,4+1,44
k. trans-skoticova 0,90+0,05* | 0,63+0,03" | 1,02+0,05¢ | 0,78+0,10?
Derivaty kyseliny Nestraveny podil po GT
hydroxyskoricové

Vazané frakce [pg/g] Iswari Imbio Natu Allnature
k. neochlorogenova N.D. 21,4+0,12 11,1+0,1° N.D.

k. kdvova 241+2° 367+1° 364+12° 747+12°¢
k. trans-p-kumarova 36,0+2,12 35,6+1,7° 30,0+0,6° 45,0+0,54
k. ferulova 5,86+0,14% | 4,21+0,12° 13,2+0,2°¢ 11,0+0,44
k. sinapova 2,3840,26* | 2,514+0,25* | 1,75+£0,09° | 2,72+0,442
k. trans-2-hydroxyskoficova 1,95+0,342 N.D. N.D. 7,10+0,07°
k. trans-skoticova N.D. N.D. N.D. N.D.

Vysledky stanoveni jsou zapsany jako aritmeticky prumér + SD (n=4). Vysledky v fadcich se stejnymi pisemnymi indexy

se mezi sebou statisticky vyznamné nelisi (p >0,05). Vysledky v fadcich s odliSnymi pisemnymi indexy mezi sebou

vykazuji statisticky vyznamny rozdil (p <0,05). LOQ: kyselina neochlorogenova, trans-2-hydroxyskoticova, trans-

skoticova 0,1 pg/g.
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PRILOHA P VI: KONCENTRACE DERIVATU KYS. HYDROXY-
SKORICOVE V NESTRAVENYCH PODILECH PO GIT

Derivaty kyseliny Nestraveny podil po GIT
hydroxyskoricové

Volné frakce [pg/g] Iswari Imbio Natu Allnature
k. neochlorogenova N.D. N.D. N.D. N.D.

k. kdvova 298+42 199+1° 545+4¢ 3676114
k. trans-p-kumarova 4,83+0,09* | 1,42+0,05° | 4,80+0,03? 11,5+0,4°¢
k. ferulova 9,64+0,43% | 2,75+0,08° 105+2°¢ 29,440,44
k. sinapova 147+12 5,76+0,05° | 3,2240,45¢ 1 429+34
k. trans-2-hydroxyskoficova 11,640,8* | 4,69+0,18> | 4,50+0,29* | 30,9+1,0°
k. trans-skoticova 1,8840,08* | 0,64+0,05° | 2,19+0,06° | 2,06+0,01¢
Derivaty kyseliny Nestraveny podil po GIT
hydroxyskoricové

Vazané frakce [pg/g] Iswari Imbio Natu Allnature
k. neochlorogenova N.D. N.D. 8,72+0,472 N.D.

k. kdvova 353+11# 27942° 650+34¢ 567+154
k. trans-p-kumarova 31,5+0,3* 29,940,1° 16,0+0,1°¢ 58,1+0,34
k. ferulova 6,70+0,06° | 3,50+0,02° 10,4+0,3¢ 22,0+0,9¢
k. sinapova 2,5240,07* | 1,23+£0,03" | 1,954+0,08° | 3,25+0,29¢
k. trans-2-hydroxyskoficova N.D. N.D. N.D. 3,62+0,15°
k. trans-skoticova N.D. N.D. N.D. N.D.

Vysledky stanoveni jsou zapsany jako aritmeticky prumér = SD (n=4). Vysledky v fadcich se stejnymi pisemnymi indexy

se mezi sebou statisticky vyznamné nelisi (p=>0,05). Vysledky v fadcich s odlisSnymi pisemnymi indexy mezi sebou vykazuji

statisticky vyznamny rozdil (p<0,05). LOQ: kyselina neochlorogenova, trans-2-hydroxyskoticova, trans-skoficova 0,1

pe/g.
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PRILOHA P VII: RETENCNI FAKTORY PO GASTRICKEM
TRAVENI PRO VSECHNY ANALYTY

Retencni faktory po gastrickém traveni [%]

Volné¢ frakce 1 2 3 4 | Vazané frakce 1 2 3 4
EGC 7 11 16 8 | EGC 0 - - 0
EC 5 3 15 7 | EC 0 0 0 0
C 16 6 40 17 | C 2 18 3 11
R 16 7 24 16 |R 4 12 9 13
K 35 32 80 32 |K - - - -
Q 36 38 54 27 |1 Q 4 - 79 36
GA 95 80 41 70 | GA 40 31 65 68
PA 59 39 32 11 | PA 0 7 5 2
p-hBA 74 51 22 36 |p-hBA 14 34 27 44
VA - - - - | VA 0 0 0 0
EA 16 5 42 20 | EA 3 5 15 14
PAEE 13 12 25 14 | PAEE 2 7 5 13
NeoChA 0 0 0 0 | NeoChA 0 46 63 0
CA 14 4 16 14 | CA 5 7 6 13
trans-p-CuA 9 6 19 14 | trans-p-CA 7 9 13 15
FA 21 9 43 15 |FA 4 8 11 21
SA 77 11 17 36 | SA 5 10 5 8
trans-2-hCA 74 23 67 36 | trans-2-hCA 31 98 0 67
trans-CA 26 13 15 5 | trans-CA — - - -

1 — Iswari, 2 — Imbio, 3 — Natu, 4 — Allnature, EGC — epigallokatechin, EC — epikatechin, C — katechin, R — rutin, K —
kaempferol, Q — kvercetin, GA — k. gallova, PA — k. protokatechiva, p-hBA — k. p-hydroxybenzoova, VA — k. vanilova,
EA —k. ellagova, PAEE — etylester k. protokatechové, NeoChA — k. neochlorogenova, CA — k. kavova, trans-p-CuA — k.
trans-p-kumarova, FA — k. ferulovd, SA — k. sinapova, trans-2-hCA — k. trans-2-hydroxyskoficova, trans-CA — k. trans-

skoficova.
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PRILOHA P VIII: RETENCNI FAKTORY PO GASTRO-
INTESTINALNIM TRAVENI PRO VSECHNY ANALYTY

Retencni faktory po gastrointestinalnim traveni [%]

Volné¢ frakce 1 2 3 4 | Vazané frakce 1 2 3 4
EGC 4 12 2 2 | EGC 0 - - 0
EC 2 2 2 8 | EC 0 0 0 0
C 3 1 2 2 |C 0 6 0 0
R 3 1 23 13 |R 1 4 3 3
K 30 24 43 16 |K — - — _
Q 35 29 16 19 |Q 3 - 74 19
GA 21 16 17 10 | GA <l 14 0 <l
PA 3 2 29 13 | PA 0 2 0 0
p-hBA 19 7 4 2 | p-hBA 2 28 2 21
VA - - - - | VA 0 0 0 0
EA 5 2 29 20 | EA 3 3 5 8
PAEE 3 3 23 12 | PAEE 2 3 2 5
NeoChA 0 0 0 0 | NeoChA 0 0 21 0
CA 2 1 2 11 |CA 4 3 5 4
trans-p-CuA 4 3 3 13 | trans-p-CuA 3 4 3 8
FA 4 1 28 11 |FA 2 3 4 18
SA 30 12 4 14 | SA 3 2 3 4
trans-2-hCA 39 13 40 24 | trans-2-hCA 0 69 0 15
trans-CA 25 6 13 5 | trans-CA — — — —

1 — Iswari, 2 — Imbio, 3 — Natu, 4 — Allnature, EGC — epigallokatechin, EC — epikatechin, C — katechin, R — rutin, K —
kaempferol, Q — kvercetin, GA — k. gallova, PA — k. protokatechivd, p-hBA — k. p-hydroxybenzoova, VA — k. vanilova,
EA —k. ellagova, PAEE — etylester k. protokatechové, NeoChA — k. neochlorogenova, CA — k. kavova, trans-p-CuA — k.
trans-p-kumarova, FA — k. ferulovd, SA — k. sinapova, trans-2-hCA — k. trans-2-hydroxyskoficova, trans-CA — k. trans-

skoficova.



