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SOUHRN

Tato diplomova prace se zabyva ptfirodnimi antioxidanty vyskytujicimi se v ¢aji.
Teoreticka ¢ast je vénovana Caji a fenolovym antioxidantim vyskytujici se v ¢aji. Dale se
teoreticka Cast zaméfuje na piipravu vzorku k analyze, predevSim extrakci ptirodnich

antioxidantt a jejich stanoveni metodou kapalinové chromatografie.

Byly nalezeny optimalni podminky chromatografické separace vybranych antioxidantt
a kofeinu v ¢aji. Na separaci byla pouzita kolona s povrchové-porézni C18 stacionarni fazi
a gradientova eluce. Dale byla optimalizovana extrakce v Soxhletové extraktoru pro ziskani
co nejvétsiho mnozstvi antioxidant. V préci je porovnané mnozstvi antioxidanti obsazenych
ve vodném vyluhu caje s extrakty caje pfipravenymi klasickou technikou Soxhletovy
extrakce. Bylo zji$téno, Ze z nejvice zastoupenych antioxidantli v ¢aji, katechind, se do vody

vyluhuje 46 % jejich celkového mnoZstvi stanoveného v extraktech.

Kli¢ova slova: Caj
Fenolové antioxidanty
Soxhletova extrakce
HPLC



SUMMARY

The natural antioxidants in the tea was studied in this thesis. The theoretical part is
attended to tea, fenol antioxidants in tea. Further the theoretical part is focused on the
preparation of the samples before analysis, mainly extraction of natural antioxidants and their
determination by liquid chromatography.

The conditions of chromatography separation of selected antioxidants and cafeine was
optimalized. The C18 column with the core-shell particles and the gradient elution were used.
Further, the extraction of antioxidants using Soxhlet’s extractor was optimalized with the aim
obtained the most volume of antioxidants. The quantity of antioxidants included in the liquid
leach of tea with extracts of tea prepared by the clasic technique of Soxhlet’s extraction were
compared. The catechins were most represented antioxidants leached out into the water 46 %
theirs total quantity extablished in extracts. Only 46 % of the total catechins determined in the

methanol extractions were founded in the water leaches.

Keywords: Tea
Phenolic antioxidants
Soxhlet extraction
HPLC
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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EC
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EGC
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GCG
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LOD
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katechin

katechin gallat
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epikatechin
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1. UvOoD

Caj je konzumovan stovky let pro svoji chut’ a povzbudivé u¢inky. Az nedavné studie
prokéazaly pozitivni uCinky caje na lidské zdravi. Tyto G€inky jsou velmi cenné zvlasté
vdnedni dob¢, kdy vyspéla Cast svéta trpi civilizatnimi chorobami, které jsou z&asti
zpusobeny oxidacnim stresem. V €aji je obsazeno znacné mnozstvi antioxidantt, které ptisobi

proti oxida¢nimu stresu.

Nejvice zastoupenou skupinou antioxidantti v ¢aji jsou katechiny a flavonoly. Z ¢ajii je
nejbohatsi na obsah téchto latek zeleny, ale i ostatni druhy ¢aje jako jsou Cerné, bilé a oolong
obsahuji vyznamné mnoZzstvi antioxidantli. V ¢ajovém vyluhu je obsah antioxidantii velmi
ovlivnén jeho ptipravou. V ¢ajovych listech se ale nachazi vétSi mnozstvi antioxidantl, nez
které se vyluhuje do vody. Pro srovnéni, jak velké mnozstvi antioxidatnii nepfejde do vyluhu,
byla pouzita klasickd metoda Soxhletovy extrakce. Vzorky caje byly extrahovany
methanolem a tento extrakt byl nasledné¢ analyzovan stejnou metodou jako vyluh caje.

Naméiend data z analyzy extraktl a vyluhil byla mezi sebou porovnana.

Antioxidanty se stanovuji nékolika metodami, znichz je bézn¢ vyuZzivana
vysokou¢inna kapalinova chromatografie. Pro separaci je vhodné pouziti Systému
s obracenymi fazemi. Pro detekci lze pouzit n€kolik detektort, pro rutinni analyzy je vhodny

UV detektor. Tato metoda je Gi€inna a spolehliva pro stanoveni antioxidantl v €ajich.
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2.

TEORETICKA CAST

2.1. Caj

Caj je vyrobek ziskany z vyhonkd, listd, pupenti nebo jemnych &asti zdfevnatélych

stonki ¢ajovniku Camellia sinensis (Obr. 1)*. Celosvétové je ¢aj po vodé druhy nejoblibendjsi

napoj a je znamo asi 3 000 druhii éajez.

Obr. 1: Cajovnik cinsky

Cajovnik je celoroéné zeleny strom nebo kef, ktery roste v tropickych nebo

subtropickych oblastech®. Cajovnik se d&li do tif skupin, tzv. dZata:

¢inskd skupina — po obdobi vegeta¢niho klidu poskytuje zprvni sklizn€¢ ¢aj vysoké
kvality. V porovnani s asdmskou skupinou je chudsi na extraktivni latky. Je péstovan

hlavné v Cin¢ a Japonsku

asamska skupina — ma odlisné morfologické vlastnosti i chemické sloZeni. Je bohatSi na
extraktivni latky, které jsou dulezité pro kvalitu Caje. Péstovan je hlavné v Indii, na Sri
Lance a v Africe.

indo¢inska (kampucijska) skupina — neni piili§ vyznamna. Caje maji vysokou barvitost

v Salku, nalev je drsnéjsi s charakteristickou ¢ajovou vini a chuti.

13



Dnes se vétSinou péstuji kiizenci uvedenych skupin, z divodu vyssich vynost, ale Caje

vétinou nedosahuiji jakosti (hlavng ving) pavodnich skupin®.

2.1.1. Rozdéleni ¢aji

Caj se na trhu oznacuje podle zemé pivodu, zplsobu zpracovani a podle jakosti.
Dovezené druhy caje se prodavaji jako jednodruhové nebo se pfipravuji Cajové smeési.
Nejvétsimi svétovymi producenty Caje jsou Indie, Cina a Cejlon. V mensi mife je ¢aj péstovan

a vyrabén v Keni, Turecku, Indonésii, Japonsku a ve Vietnamu’.
Podle zptisobu zpracovani rozezndvame zakladni skupiny ¢aje:
o fermentovany — Cerny Caj

e nefermentovany — zeleny a bily ¢aj

e (Casten¢ fermentovany — oolong (Zlutozeleny c¢aj)

Na trhu jsou k dostani dal§i druhy caji, jako ovonény, aromatizovany, ochuceny,
instantni ¢aj a ¢ajovy extrakt. Ovonény ¢aj se pripravuje z kvalitnich ¢aja zelenych, které se
ovoni rlznymi intenzivné vonicimi kvéty napi. jasminu, citroniku, oranZzovniku a pod.
Aromatizované cCaje jsou pfipraveny zcerné¢ho caje, ktery je aromatizovany silicemi
a extrakty kofeni a syntetickymi aromaty. Ochucené caje jsou smési pravého caje
s ochucujicimi &astmi rostlin, jejichz obsah nepfesahuje 50 % hmotnosti smési. Cajovy
extrakt se vyrabi extrakci cerného nebo zeleného ¢aje horkou vodou. Ziskany extrakt se mize
pted suSenim nebo po susSeni misit s riznymi ptisadami. Instantni ¢aj se vyrabi odstranénim

vody z &ajového extraktu susenim nebo lyofilizaci®.

Hodnoceni kvality Caje

Pti posuzovani jakosti ¢aje se hodnoti vyrobni druh, ¢imz se mysli €aj Cerny, zeleny,
polofermentovany, listovy, zlomkovy, lisovany. Hodnoti se vlastnosti ¢aju v suchém stavu, to
je celkovy vzhled, Uprava listu, stejnorodost, barva, tvar listu velikost ¢ajinek, tj, jednotlivych
kouskl c¢aje. U listovych ¢aji se hodnoti pfitomnost prachu a stupenn zapraseni listu,
pritomnost vlastnich i cizich piimési a necistot, pfitomnost Sktidct, vlastnosti spafeného listu
a vlastnosti pfipraveného népoje, jako barva a jeji intenzita, sytost, prizracnost nalevu, zakal,

usazeniny, viné a chut’. Stanovuji se chemické a fyzikalni hodnoty, obsah vody, vodného

14



extraktu, popele, pisku, kofeinu, a také hygienické poZadavky, jako je obsah chemickych

. o .o . . ol
kontaminantli, mykotoxinli a mikroorganismu .

2.1.2. Vyroba c¢aje

Z ¢ajovniku je mozné vyrobit riznymi technologickymi postupy cerny, zeleny,
polofermentovany® a bily* &aj. Vyrobit z jedné rostliny odlidné napoje umoziuji enzymy
ptitomné v listech ¢ajovniku. V utrzeném listé, je-li na vlhkém vzduchu, dochazi po né€kolika
hodinach k fermentaci, pfi niz se latky pfitomné v listé rozkladaji a zaroven vznikaji nové
slouceniny. Pti vyrobé ¢erného Caje je tento proces podporovan, na rozdil od ¢aje zeleného,

kdy se fermentaci zabrariuje®.

Cerny &aj

Cajové listky se sklizeji ru¢né nebo strojové. Ruéné sklizené ¢aje jsou kvalitngjsi. Na
plantdzich jsou Cajové listy shromazd’'ovany v bednach a ptepravovany do zpracovatelského
zavodu. Listy se nesmi zapafit. V tovarn¢ se listy nechaji na ramech 16 az 20 hodin ve stinu
pii teploté 20-24 °C a relativni vlhkosti 75 % zavadnout. Listy zmé&knou a daji se svinout bud’
ru¢né nebo na tzv. ,,rolleru. V této fazi vyroby dochazi k rozkladu chlorofylu, za¢ina oxidace
tiislovin a vytvaii se ¢ajové aroma. Pfi svinovani se trhaji buiiky listu a uvolnénd bunécna
Stava smaci povrch listu a mize dojit ke vzdusné oxidaci, kterd je velmi vyznamna pro cely
proces fermentace. Pro samotnou fermentaci se takto zpracované listy rozhrnou na dievéné
lisky umisténé v Cistych mistnostech sregulaci teploty i vlhkosti. Nejucinngj$i oxidace
enzymu probihd pfi teploté¢ 25 °C. Z €ajovych katechinii vznikaji bisflavanoly, theaflaviny,
thearubiginy a dalsi oligomery*®. Proces fermentace je ukonden susenim v susicich pecich.

Ususené listy se vytiidi na sitech. Neprosaté listy se zpracuji na lamany &aj*.

Zeleny ¢aj

Pro zachovani pfirozen¢ ucinnych latek obsazenych v €ajovych listech se musi pfi
vyrobé zeleného Caje zabranit oxidaci a fermentaci. Toho se docili vystavenim cerstve
sesbiranych listl vodni pafe po dobu 20 az 40 vtefin. U velmi kvalitnich zelenych ¢aji trva

¥ ;o v v v o . w7 vr 173
napafovani az 120 vtefin. Po napafovani se listy susi a tfidi".
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Oolong

Oolong (zlutozeleny ¢aj) je vyrabén podobné jako zeleny &aj, ale navic prodélava
nedokonalou fermentaci'. Listy se sklizeji v pIné zralosti a ponechaji se na slunci zavadnout.

, , r 1.t . ~ v v 4
Nasledna kratka fermentace je pferusena susenim".

Bily ¢aj
Bily ¢aj se vyrabi z nerozvinutych ochmytenych listovych pupend. Nefermentované

pupeny se su$i na slunci nebo ohni'. Ziskany napoj nema vyraznou vini a chut a asto se

Uk P4 v _*o v , 4
pridava k ¢ajim ¢ernym™.

2.1.3. Priprava Caje

Zasady pro piipravu ¢erného a zeleného Caje jsou rtizné. Doporuceny zpiisob piipravy

v r . r v e vro v w7 e A r 7 v 3
¢erného 1 zeleného ¢aje spociva predevsim v pouziti kvalitni pitné vody a vhodného caje”.

Cerny &aj

Cerny ¢&aj pripravujeme spafenim pravé vrouci vodou. Pfevafena voda ztraci kyslik,
coz negativné ovliviiuje vini a chut’ napoje. Chladnéj$i voda ¢aj nedostatecné vyluhuje.
K vafeni vody pouzivame nerezové nebo smaltované nadoby. Davkovéani Caje zavisi na
zvyklostech. Vétsinou se dava 2 az 1 1zicka Caje na 1 salek. Délka spatfovani je rizné a zalezi
na tom, jaky ma byt vysledny napoj. Cerny &aj spafujeme 3 az 5 minut. Piili§ dlouhé

louhovani ma za nasledek uvolnéni tiislovin a napoj ma sviravou chut”.

Zeleny ¢aj

Zeleny caj se pripravuje obdobné jako Cerny Caj, ale pii pripravé zeleného Caje je
dalezité, abychom nezalévali Caj vafici vodou. Vodu nechame projit varem a pockame, az
teplota vody poklesne na 60-90 °C, poté zalijeme ¢aj. Pii zaliti vrouci vodou se zni¢i aroma

. < T (1w oy v < s < s+ 34
I chut’ ¢aje. Sparené listky zeleného ¢aje miZzeme pouzit opakované k ptipravé napoje™.

16



2.1.4. Vliv ¢aje na lidské zdravi

v

Za nejzdravéjsi je povazovan zeleny cCaj, ale vSechny druhy caje prospivaji nasemu
zdravi. Bylo védecky zjisténo, ze katechiny v ¢aji zabranuji mutaci bun¢k a deaktivuji rizné
karcinogenyz. Epigallokatechin gallat izolovany ze zeleného cCaje je pravdépodobné velmi
uéinna protirakovinna latka. Piti ptedevsim zeleného Caje snizuje hladinu cholesterolu v Krvi,
snizuje vysoky krevni tlak a je prevenci proti arteriosklerdze. Ptfirozeny obsah fluoru

a antibakterialnich latek chrani zuby pied zubnim kazem®

. Dal$i pozitivni ucinky jsou
piisuzovany polysacharidim v ¢aji, pfedev§im redukuji hladinu cukru v Kkrvi a zlepSuji
¢innost imunitniho systémuG. Ze studii dale vyplyva, Ze pozitivnich U¢inkdi na zdravi
dosdhneme pii kazdodennim piti alespoit 3 §alkli zeleného Caje, ale je doporucovéano az 7

salkt denné®.

2.1.5. SloZeni ¢aje

Listy Cajovniku obsahuji vodu, kofein, polyfenoly (nazyvané také jako ttisloviny
a taniny)*, tuky, aminokyseliny’®, bilkoviny, silice, sacharidy, vlakninu, pigmenty, enzymy,
mineralni latky, vitaminy (C, B;, B, aj.), karoteny aj. Vyzivovy vyznam sloZek caje je
nevyznamny, z tohoto diivodu je fazen mezi pochutiny’. MnoZstvi t&chto u&innych latek
vV ¢ajovém list¢ je dano oblasti, kde se Caj péstuje (nadmoiskou vyskou, klimatickym
pasmem), a staiim listku ve chvili sbéru. Nejvice kofeinu se vykytuje v mladych listcich

a pupenech, ve stragich listech je vy3i podil tiislovin®.

Kofein

Kofein (Obr. 2) je nejrozsifengjsi purinovy alkaloid a je doprovézen theobrominem
a theofyllinem. Kofein je obsazen v semenech, listech a ovoci vice nez Sedesati druhti rostlin.
Listy ¢ajovniku Camellia sinensis obsahuji asi 2 % kofeinu a méné nez 0,2 % theobrominu

v susiné. Smes alkaloida v Caji se diive nazyvala tein.

Kofein stimuluje centralni nervovy systém a ptisobi mocCopudné. Vysoké davky
kofeinu ovliviluji nervovy i hormondlni systém. Kofein je stabilni sloucenina, kterd se béhem
technologického procesu a skladovani neméni. Vyjimkou je vyroba zeleného a ptredevSim
cern¢ho Caje, kdy pii fermentaci vznikaji dimethylxantiny a dal$i puriny jako produkty

katabolismu kofeinu®.
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Obr. 2: Chemicka struktura kofeinu
Polysacharidy

Polysacharidy obsazené v ¢aji jsou strukturalné velmi rtiznorodé a vétSina Cajovych
polysacharidli neni charakterizovana. Nékteré bioaktivni ucinky €aje, jako je redukce hladiny
cukru vkrvi a zlepSeni Cinnosti imunitniho systému, jsou pfisuzovany obsazenym

polysacharidﬁmB.

Mineralni latky

Cajové listy jsou jednim z nejbohatsich rostlinnych zdroji fluoru, také obsahuji zna¢né

mnozstvi drasliku®. Cajové listy dale obsahuji hoicik, vapnik, Zelezo, zinek, fosfor a sodik®.

Vitaminy

Cerstvé Cajové listy a zeleny ¢aj obsahuji vitamin C. V &erném &aji je ho vlivem
zpracovani velmi malo. V Cerstvych ¢ajovych listech je také vitamin B; (thiamin), B,

(riboflavin), Be (pyridoxin), By (kyselina listova) a vitamin H (biotin)°.

2.2. Prirodni antioxidanty v ¢aji

Po staleti se k prodlouzeni udrznosti potravin pouzivaji rizné byliny a kofeni. Dnes je
znamo, ze fada rostlinnych potravinarskych materidli vykazuje antioxidaéni vlastnosti.
Antioxidanty chrani potraviny i organismus ptfed oxidaci volnymi radikaly tim, ze s nimi
reaguji za vzniku méné reaktivnich nebo nereaktivnich slouc¢enin. K tomu dochéazi jednak
reakci s volnymi radikaly, ale antioxidanty také vazou do komplext katalyticky ptsobici kovy
a eliminuji pfitomny kyslik>®. V potravinach dochazi k oxidaci piitomnych tuki a dalsich,

snadno se oxidujicich latek®.

18



Volné radikaly jsou latky, které mohou vyvolat nekontrolovatelnou oxidaci a tim
poskozovat bunky. T¢lo vytvaii volné radikaly pfi uvoliovani energie jako nezaddouci vedlejsi
produkty metabolismu. Tvorbu radikalt stimuluji i vnéj$i podnéty jako jsou stres, zne€isténi
ovzdusi, koufeni a také starnuti. S hromadénim volnych radikalt v organismu stoupa riziko
vzniku rakoviny a srde¢nich onemocnéni’®. UdrZovat nizkou hladinu volnych radikalt
v organismu maji za Ukol antioxidanty, které organismus produkuje sam jako enzymy
superoxid dismutazu, kataldzu a glutathion peroxidazu'’. Antioxidanty také piijimame
Vv potravinach a dopliicich. Vysoky obsah antioxidantli je v hroznech, zeleném caji, ovoci,

zelening a lusténinach®®,

Podle struktury rozeznavame antioxidanty fenolové, endioly a jiné latky. Fenolové

antioxidanty a gallaty se vyskytuji v potravinach, kofeni a v &aji’.

2.2.1. Fenolové antioxidanty

Fenolové antioxidanty jsou nejvice rozSitené v rostlinné fisi a tvoii zakladni Cast
lidske vyzivy. Fenolové antioxidanty zahrnuji fenoly, fenolové kyseliny a jejich derivaty

a flavonoidy**™**.

2.2.1.1. Fenoly

Fenoly se nachazeji prakticky ve vSech potravinach. Jsou velice heterogenni skupinou
sloucenin, z nichz se n¢které uplatituji jako chutové a vonné latky a pfirodni barviva. Nékteré
maji vyrazné biologické ucinky, jsou piirodni antioxidanty nebo pfirozené toxické slozky
potravin. V ¢aji byva pritomen fenol a guajakol.

V potravinach je nejvyznamnéjSi reakci pfirozenych fenoli oxidace. U potravin
rostlinného ptivodu je vyznamna enzymové katalyzovana oxidace monofenoltl na o-difenoly

a jejich nasledna oxidace na o-chinony. Tyto a nasledné reakce se fadi do souboru reakci

enzymoveého hnédnuti®.

2.2.1.2. Fenolové kyseliny a jejich derivaty

Fenolové kyseliny pievazné se strukturou Cs-Cy (Kyselina benzoova a jeji derivaty)
a se strukturou Cg-Cs (kyselina skoficova a derivaty) (Obr. 3) jsou béZnou soucasti vSech

rostlinnych materiadld. Fenolové kyseliny a jejich derivaty vykazuji ucinky primarnich
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antioxidantt. Jejich aktivita zavisi na poctu hydroxylovych skupin v molekule. Z fenolovych
kyselin vznika ¢innosti mikroorganismil nebo termickymi procesy fada jednoduchych fenolt®.
0 0
OH X OH

a) b)
Obr. 3: Chemicka struktura a) kyseliny benzoové, b) kyseliny skoricové

Nejbéznéjsimi derivaty kyseliny benzoové v potravindch jsou kyselina protokatechova
a gallova. Kyselina protokatechova je u¢innym antioxidantem u ovoce. Kyselina gallova se
jako volna kyselina v potravinach rostlinného ptivodu vyskytuje v malém mnozstvi, je hlavné
slozkou hydrolyzovatelnych tfislovin. Bézn¢ se vyskytuje dimer kyseliny gallové, ktery se
nazyva kyselina ellagova. Pfitomné je fada dalSich ptfibuznych sloucenin, které jsou jako
kyselina gallova, souéasti tiislovin®. Kyselina kavova je derivat kyseliny skoficové. Kyselina
kavova se ucastni biosyntézy komplexnich fenolovych sloucenin flavonoidi. Nejvice
rozsiteny ester kyseliny kavové je kyselina chlorogenova™*®. Kyselina kavova a jeji estery se
chovaji jako efektivni antioxidanty v tukovych systémech, napf. LDL. Nové vyzkumy
ukazuji, e kyselina kavova spole¢nd svitaminy E a C brzdi poskozovani bungk®.
Z fenolovych kyselin, vyskytujicich se v ¢aji, jsou nejvice zastoupeny kyseliny gallova,

kavova a chinova'®,

Fenolové slouceniny se nachazeji jako souc¢ast potravin rostlinného ptivodu. Vyskytuji
pfevazné ve vakuolach bun€k a vykazuji pestrou Skalu biologickych ucink. Obsah
fenolovych sloucenin zavisi na genetickych faktorech, stupni zralosti a vnéjSich faktorech.
Jsou ocenovany zejména pro své antioxidacni a antimikrobni vlastnosti. Neékteré fenolové
slouceniny jsou toxické. Zavazna je zejména jejich fototoxicita a jejich estrogenni
a karcinogenni uc¢inky. Fenolové slouceniny vykazuji Siroké spektrum dalSich biologickych

yowe o5
ucinka’.

2.2.1.3. Flavonoidy

Flavonoidy jsou velice rozsahlou skupinou rostlinnych fenoli, jejich mnozZstvi se dnes
odhaduje na 5000 a stéle se nachazeji nové. Ve své molekule obsahuji dva benzenové kruhy
spojené tiiuhlikovym fetézcem (Obr. 4). Dilezity pro antioxidacni aktivitu flavonoida je

pocet hydroxylovych skupin v molekule a jejich poloha. Podle stupné oxidace Cs fetézce
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ajeho substituce rozdélujeme zakladni struktury flavonoidti na katechiny (flavan-3-oly),

leukoanthokyanidiny, flavonony, flavanonoly, flavony, flavonoly a anthokyanidiny®.

(e

Obr. 4: Flavonoidovy skelet

V ptirodé byvaji flavonoidy vazany na rtizné cukry (glukézu, rhamnozu) za tvorby
flavonoidnich glykosidi. Nékdy je cukr déale acylovan kyselinou benzoovou, malonovou,
nebo gallovou. Gallaty katechinll vytvari esterova vazba s kyselinou gallovou. V piirodé se

tedy vyskytuje velké mnozstvi rizné uspotadanych molekul flavonoida®.

Flavonoidy se nachazeji vovoci, v listech, stoncich a kofenech zeleninylg,
V lusténinach, ale jednim z nejbohatsich zdrojii flavonoidu je ¢aj. V zeleném caji jsou hlavné
katechiny a jejich gallaty, které tvoii 80-90 % fenolovych latek listd. Pfi fermentaci ¢ajovych
listi jsou katechiny oxidovany oxidoreduktazami na ptislusné o-chinony, které s dalSimi
katechiny tvoii pigmenty &erného &aje. Oxidaci katechind se sniZi jejich obsah asi o 85 %°.
Tyto oxidativni zmény se odrazeji v Cervenozlutych barvach caje, dale ve snizeni hotkosti
a zvysSeni sviravosti ¢aje a v dalSich aromatickych zménach. Dodatec¢na oxidace aminokyselin
a lipidii ma za vysledek vytvareni ¢etnych vonnych tékavych slou¢enin®. Cerny &aj obsahuje
nckolik jedinecnych tfid flavonoidd vyplyvajicich z fermentacniho procesu, vcetné
theaflavinti, bisflavonolli, theaflavovych kyselin, theaflagallinu a heterogeni skupiny

flavonoidt nazyvanych thearubiginy®®?,

Katechiny

Katechiny jsou jedny z nejucinnéjsich antioxidanti, které neutralizuji volné radikaly.
Jsou monomernimi jednotkami kondenzovanych tanind, ale postradaji vlastnosti tfislovin.
Jejich struktura zalezi na stereochemii vychozich jednotek katechinti, na po¢tu hydroxylovych
skupin a stereochemii vzajemné vazby jednotek tvoficich oligomery a na stupni polymerace.
Jsou meziprodukty biosyntézy dalSich flavonoidii a vyskytuji se ve vSech druzich ovoce,
zelenin a dalsich rostlinnych materialech®. Nejbohat$imi zdroji katechini jsou zeleny &aj,
Gervené vino a jablka'®. V zeleném &aji je nejvyznamn&jsi katechin epigallokatechin gallat

(EGCG). DalSimi vyznamnymi katechiny v ¢aji jsou epigallokatechin (EGC), epikatechin
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gallat (ECG), epikatechin (EC), gallokatechin gallat (GCG), katechin (C)**?, katechin gallat
(CG) a gallokatechin (GC) %.

Béhem vyroby ¢erného ¢aje vznikaji oxidaci katechint thearubiginy a theaflaviny, coz
Theaflaviny jsou dobie rozpustné dimerni flavonoidy, které maji zatfivé oranzové az Cervené
zbarveni® a udgluji sviravost ¢ajovym népojﬁmzo. Thearubiginy tvofi velmi riiznorodou smés
cerveno-zlutych az oranzové-hnédych rozpustnych az nerozpustnych produktl oxidace.
Kromé téchto dvou skupin pigmentl vznikaji také bezbarvé bisflavonoly, cervené
epithiaflavinové kyseliny, zluté theacitriny a hnédé theafulviny. Na tmavé barve cerného caje

se podileji také feofytiny vznikajici z chlorofyld pii fermentaci®.

Katechiny a jejich gallaty maji v molekule dva chiralni atomy uhliku, proto se mohou

vyskytovat ve Ctyfech izomerech’.

Flavonoly

Flavonoly jsou dilezitymi zlutymi barvivy. Kvercetin, kemferol a jejich glykosidy se
nachézeji v Gajovych listech a vyznamné piispivaji k trpké chuti Gajovych nalevii®. V zelenych
ajovych listech se také vyskytuje rutin'® a myricetin®®. Rutin (diive vitamin P) m4 vliv na
pruznost a permeabilitu krevnich kapilar, v zivocisnych organech zvySuje hladinu kyseliny

askorbové tak, Ze ji bud’ chrani pted oxidaci nebo zvySuje jeji vyuziti v organismu®.

Kvercetin, kemferol, myricetin a jejich glykosidy jsou pfitomny oproti katechiniim ve
velmi nizkych koncentracich, které jsou v ¢erném, zeleném a oolong ¢aji srovnatelné.
Flavonolové aglykony (necukerné slozky sacharidti) se nachazeji v ¢ajovych listcich, ale jsou

ST ‘i ol eri i o . 420,24
pouze minoritni slozkou ¢ajovych napoji kvili jejich nizké rozpustnosti ve vode™".

Anthokyanidiny

Anthokyanidiny nazyvame kondenzované tfisloviny nebo kondenzované taniny. Jsou
to strukturné rozmanité oligomery a polymery flavonoidnich latek se strukturou flavan-3-olu.
Caji udileji adstringentni a hotkou chut®. Jsou velmi u&innymi antioxidanty, v organismu

brani dbytku vitaminu C*.
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2.3. Priprava vzorku ¢aje k analyze

Spravné zpracovany vzorek je zakladem analyzy. Pfi analyze potravin je piiprava
vzorku zasadni soucéasti vlastniho stanoveni. Potraviny jsou velmi komplikovanymi
matricemi, jejichz komponenty mohou vyrazné ovliviiovat stanoveni. Proto je nutné matrice

pred vlastnim stanovenim upravit tak, aby bylo mozné analyzovat uré&itou latku®®.

Uprava vzorku je nejéastéjsi nutnosti, protoZe i nejjednodussi vzorky jsou &asto
nevhodné pro piimou analyzu, kviili nizké koncentraci analyzované latky nebo neslucitelnosti
s instrumentalnimi  postupy. Ztéchto duvodi je uprava vzorkl nejvétsim problémem
Pevné vzorky jsou pro zpracovani nejnaro¢néj$i a vétSina instrumentalnich metod s nimi
nemuze zachazet. Proto prvni operace v ptipravé pevného vzorku je pievedeni analyzované

latky do kapalné faze.

Extrakce pevnych vzorkl rozpoustédly znama jako extrakce pevna latka — kapalina,
ktera by se méla spiSe nazyvat vyluhovani, protoze tento pojem vice odpovida fyzikalné-
chemickému zakladu, je jednou z nejstarSich technik upravy vzorkd. Slouzi nejen k odstranéni
a separaci slouéenin z podilu nerozpustnych vysokomolekularnich latek, ale také k oddéleni
jinych sloucenin, které by mohly zasahovat do dalSich krokt analyzy. Vyluhovéani je
uskuteCnéno macenim ve vhodném rozpoustédle a je podpofeno ptriméienou teplotou
a michanim®,

Mnoho studii se zaméfilo na zkoumani vodného cajového ndlevu a vlivu mnoha

parametrt jako jsou:
- druh ¢aje — Cerny, zeleny, velikost ¢astic ¢aje,
- sacek — velikost, material a tvar cajového sacku,
- priprava ¢aje — doba louhovani, teplota vody, kvalita vody

Vsechny tyto parametry maji vliv na pfitomnost a mnozstvi bioaktivnich slouc¢enin

NSO -t
v &ajovém nalevu™ .

Obsah katechini v ¢ajovém nalevu je vyssi pii zaliti ¢aje vodou o teploté 100 °C. Byl
zkouman i vliv pH na koncentraci katechinl v ¢aji. S pfidavkem 10 ml kyseliny citronové do
Salku caje se zvysi koncentrace EGCG az o 20 %. To je patrné zptsobeno tim, Ze se kyselina
citrobnova oxiduje prednostné a zaroven snizeni pH podpoii ptechod katechini z ¢ajového

listu do vodni faze®®.

23



2.3.1. Extrakéni techniky pro izolaci fenolickych latek z ¢ajia

Extrakce je separacni metoda, pfi niZ se jedna nebo vice kapalnych ¢i pevnych slozek
rozpousti v kapaling, ktera se s ptivodni sm&si nemisi, nebo se misi omezen&®. P¥i extrakei
dochéazi k pfechodu slozky smési fazovym rozhranim z jedné faze (plynné, kapalné, pevné) do
druhé (kapalné, pevné)®®. Piechod &astice z jedné faze do druhé zpuisobuje interakce molekul
rozpoustédla s molekulami rozpousténé latky. Volba vhodného rozpoustédla zavisi na typu
interakci a ma zasadni vliv pro extrakéni déleni. Rozdélovaci schopnost je dana selektivni
rozpustnosti latek v rozpoustédlech. Po urcité dobé kontaktu obou nemisitelnych fazi se ustavi

distribu¢ni rovnovaha, kterou popisuje Nernstiv rozdélovaci zakon:

Ko = [Alorg/[Alag ()

Kp ... rozdélovaci konstanta
[Alorg ... rovnovazna latkova koncentrace latky A v organickém rozpoustédle

[Alaq ... rovnovazna latkova koncentrace latky A ve vods®

Rozdélovaci konstanta je charakteristicka pro danou latku v systému voda — organicke
rozpoustédlo pfi teploté a tlaku. Hodnota rozdé€lovaci konstanty pro extrahovanou latku by
méla byt vyrazng v&tsi neZ jedna®.

V extrak¢nich soustavach mtize prechazet latka:

« Zpevné faze do kapaliny — z pevného vzorku se ve vhodném rozpoustédle rozpousti
stanovované latky. Pfi zpracovdni pevnych vzorkii se casto pouzivd Soxhletiv

extraktor.

« Zkapaliny do kapaliny — v soustavé dvou nemisitelnych kapalin pfechazi z vétsi ¢asti

latka do rozpoustédla, ve kterém je Iépe rozpustna.

. Z kapaliny nebo plynu na pevnou fazi — latka se selektivné zachyti na pevnou fazi®.
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2.3.1.1. Extrakce rozpoustédly

Utinné slozky ¢aje, predevsim katechiny a kofein, jsou obvykle izolovany extrakci
bud’ vodnymi nebo &istymi organickymi rozpoustddly®® za optimalizovanych podminek (druh
Caje, vhodné rozpoustédlo, teplota a doba extrakce, pH a pomér rozpoustédla k materialu).
Tyto podminky rizné ovliviiuji extrakéni efektivitu a kvalitu extrakce*® . Studie zabyvajici
se extrakci katechinii ukazala jejich tendenci k degradaci pii vysSich extrakénich teplotach
spolu s delsi dobou extrakce. Proto je vhodné pouzit pro extrakci vyssi teplotu a kratsi cas
(95°C, 5-10 min%, 100 °C 15 min*?) extrakce nebo nizkou teplotu a deli ¢as extrakce (60-
80°C po dobu 20 min). To umoZiluje ziskat extrakty vysoce obohacené o katechiny®.
U extrakci ¢aje horkou vodou se extrakty vytfepou s chloroformem, znecisténa chloroformova
vrstva se odpusti a vodna vrstva se vytfepe s ethyl acetatem. Katechiny piejdou z vodného

prostiedi do ethyl acetatu, jsou zakoncentrovany a analyzovany™.

2.3.1.2. Extrakce ¢aje v Soxhletové extraktoru

Soxhletova extrakce je standardni technikou vice nez stoleti a efektivita novych

extrak&nich metod je posuzovana podle Soxhletovy extrakce®,

Soxhletiv extraktor (Obr. 5) se skldda zvarné banky, Soxhletova ndastavce
a chladi¢e®®. Vzorek je umistén v patronce. Rozpoustédlo je ve varné bance. Zahtivanim
banky se rozpoustédlo odpafuje, pary rozpoustédla stoupaji do chladi¢e, kde zkondenzuji
aztékaji na patronku se vzorkem umisténé v Soxhletové ndstavci. Tam se hromadi
rozpoustédlo tak dlouho, nez pretece prepadovym potrubim zpét do varné banky. Ve varné
banice se hromadi vyextrahované latky a vzorek v patronce je extrahovan stale Cistym

X 45
rozpoustédlem™.
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Obr. 5: Soxhletuv extraktor
Vyhody

Vyhodou Soxhletovy extrakce je, Ze vzorek ptichazi opakované do kontaktu s Cistym
rozpoustddlem, coZ usnadituje posunuti rovnovahy a neni nutna filtrace po extrakci.

. , . . s 47
Soxhletova extrakce je jednoducha a pomérné€ levna metoda, nenaro¢na na obsluhu™.

Nevyhody

Nevyhodami Soxhletovy extrakce v porovnani s jinymi technikami pro uUpravu
pevnych vzorkl jsou dlouha doba extrakce a vEét$i mnozstvi spotiebovaného rozpoustédla.
Vzorky jsou obvykle extrahované za teploty varu rozpoustédla dlouhou dobu, coz miize mit
za nasledek tepelny rozklad a termolabilitu cilovych latek. Soxhletovo zatizeni nema zadné
michani, které by urychlovalo proces. Navic jsou vyextrahované latky rozpusténé ve velkém
mnozstvi rozpoustédla, takze je po extrakci potifeba nadbytek rozpoustédla oddestilovat

a extrahované latky zakoncentrovat. Soxhletova technika je obtizn& automatizovatelna®.

26



Optimalizace extrakce

Volba rozpoustédla

Musi byt vybrano takové rozpoustédlo, které vyextrahuje ze vzorku co nejvétsi
mnoZstvi analyzované latky*. Pro extrakci katechini z Caje se pouZivaji &istd organické
rozpoustédla nebo ve smési s vodou, aby se zvysila jejich polarita. Borse a kol. porovnavali
vynos extrakce zeleného Caje za pouziti organickych rozpoustédel ethyl acetatu, acetonu,
methanolu a ethanolu. Z téchto Cistych rozpoustédel mél methanol nejveétsi vynos. Zvysenim
polarity rozpoustédel piidanim vody se vyextrahuje vice antioxidantti neZ pfi pouziti ¢istych

w149
rozpoustédel ™.

Charakter matrice
Soxhletova extrakce siln¢ zavisi na charakteristickych rysech matrice jako je velikost
¢astic, protoze vnitini difize mize byt béhem extrakce omezena. Proto je doporuc¢eno vzorek

pred extrakei rozdrtit nebo rozemlit™.

Doba extrakce
Extrakéni efektivita je velmi ovlivnéna dobou extrakce. Je nutné zvolit takovou dobu
extrakce, aby byl vyt&Zek co nejvétsi. P delsi dob& extrakee je vytézek vyssi®, ale pii piilis

dlouhé extrakci podléhaji katechiny degradaci®.

2.3.1.3. Extrakce ¢aji nadkritickym oxidem uhli¢itym

Nadkriticky stav latky je stav, kdy jsou teplota a tlak nad kritickym bodem.
Nadkriticka tekutina mé charakteristické rysy jak plynt tak kapalin. Hustota je blizka
kapalinam, viskozita plynim. Ve srovnani s kapalnymi rozpoustédly ma nadkriticka tekutina

nékolik vyhod:
- hustotu nadkritickeé tekutiny Ize ovlivnit tlakem a teplotou

- nadkriticka tekutina ma vyssi koeficient difize a nizsi viskozitu a povrchové napéti
nez kapalné rozpoustédlo. Mize difundovat skrz pevné latky jako plyn a zaroveii

rozpousti latky jako kapalina™.

Pro extrakci nadkritickym oxidem uhli¢itym je nutné optimalizovat podminky

extrakce: teplotu, tlak, modifikator a velikost ¢astic vzorku. K extrakci kofeinu a katechinti ze
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zeleného cCaje se Kk polarnimu nadkritickému oxidu uhli¢itému pridava modifikator
(acetaldehyd), aby se podpofila extrakce katechin. Vynos extrakce kofeinu a katechinl se
podpofi zvySenim tlaku az do 300 bard a teploty 80 °C. Extrakéni vynos se také zvysi

rozdrcenim nebo rozemletim vzorku.

Extrakce neni piili§ selektivni. Pfi odkofeinovani ¢aje dochazi k neZzadouci extrakci
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katechintl, coz vyzaduje zlepSeni procesu extrakce, ptedevsim zvySeni selektivity™.

2.3.1.4. Extrakce podporena mikrovinami

Mikroviny pronikaji biologickym materialem a pusobi na polarni molekuly — vodu.
Piisobenim mikrovin se molekuly vody rozkmitavaji a cely material se zahtiva. Pii extrakci
podpoiené mikrovinami (MAE) se do celkového objemu rozpoustédla s matrici dostane
rychle, efektivné a stejnomérné velké mnozstvi energie. Ve vnitrobunééném prostoru
rostlinného vzorku se nachazi voda absorbujici mikroviny, dochézi zde k vnitinimu piehtati,

buiika se poskodi a usnadni se vyplaveni extrahovanych latek™.

Cajové listy se zaliji vhodnym rozpoustédlem a suspenze se umisti do domaci
mikrovinné trouby. V té se zahifiva na pozadovanou teplotu 85-90 °C po experimentalné

stanovenou dobu 4 minuty.

MAE je ucinna extrak¢ni metoda pro izolaci kofeinu a polyfenolt z ¢ajovych listkt.
V porovnani s konven¢nimi extrakénimi metodami (Soxhlet, ultrazvukova extrakce) je MAE

rychla a jednoduch4 metoda poskytujici vysokou extrakéni selektivitu®.

2.4. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Kapalinovad chromatografie je jednou z nejpouzivangjSich technik pro rozdéleni,

identifikaci a stanoveni katechinii a kofeinu v ¢aji°’.

Chromatografie je separacni technika, jejiz podstatou je distribuce slozek mezi dvéma
fazemi, z nichz jedna je mobilni a druha stacionarni. Pfi dé€leni dochazi k opakovanému
transportu molekul sloZek vzorku do stacionarni faze a zp&t do mobilni. Pro vSechny metody
kapalinové chromatografie plati, ze mobilni fize je kapalina. Stacionarni faze miZe mit

riiznou formu napf. Gastecky tuhé faze, film kapaliny na pevnych &asticich™.
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Vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie (HPLC) dosahuje vysoké tucCinnosti
a rychlosti separace pouzitim napliovych kolon s velmi jemnymi ¢asticemi a velkymi pratoky
mobilni faze. Aby mobilni faze doséhla pozadovaného prutoku je potieba vysokotlakych

erpadel a konstrukce celého piistroje musi odolavat tlaku do 60 MPa™.

2.4.1. Instrumentace vysokoucinné kapalinové chromatografie

Kapalinovy chromatograf se sklada z ¢asti zajiStujici transport mobilni faze,
davkovani vzorku, separaci a detekci. Schéma kapalinového chromatografu je zobrazeno na
Obr. 6.

davkovaci zafizeni

vysokotlake —
cerpadlo @
vzorek
smésovaci C) kolona . termostat
zafizeni
detektor pocitac

zasobniky mobilni faze
Obr. 6: Zakladni schéma HPLC

Mobilni faze je ze zasobniku davkovana vysokotlakym cerpadlem, které je vybaveno
¢idlem pro méfeni tlaku, filtrem tuhych ¢astecek a tlumi¢em pulsi. Ve sméSovacim zatizeni
je mobilni faze namichana do pozadovaného slozeni, Casto se vyuziva gradientu mobilni faze
(¢asove programované sloZeni mobilni faze). V ddvkovacim zafizeni je naddvkovan vzorek,
ktery je unaSen tokem mobilni faze do kolony, kde dojde k separaci sloZzek vzorku. Z kolony
jsou jednotlivé slozky vzorku vyplaveny mobilni fazi do detektoru. Signal z detektoru

zpracovava pocitac.
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2.4.1.1. Kolony pouZivané pro HPLC

Kolony pro vysoko u¢innou kapalinovou chromatografii jsou rovné trubice s hladkym
vnitinim povrchem, musi odolavat vysokym tlakiim i chemickému pasobeni mobilni faze
a separovanych latek. Jsou vyrobeny z kvalitni antikorozni oceli s le§ténym vnitinim

povrchem nebo z tlustosténnych trubic z borosilikatoveho skla.

Rozméry kolon zaviseji jednak na ucelu, ke kterému jsou pouzity, jednak na velikosti
¢astic naplné. V dnesni dobé se pouzivaji kolony dlouhé 5 az 30 cm, o vnitinim priméru 2 az
4 mm, plnéné porovitymi naplnémi s velikosti ¢astecek od 3 do 10um. Typ miplné a zplisob
plnéni kolony maji zasadni vliv na t¢innost kolony. ZvySeni ucinnosti kolony Ize dosahnou

zmenSenim ¢astecek napln€, nebo pouzitim povrchové-porézni naplné.

U povrchové-poréznich néplni je stacionarni faze nanesena na nepropustném jadru,
vétsinou na sklenéné kuli¢ce®. Vyhodou povrchové-poréznich néplni je to, Ze pii stejné
instrumentaci je tlak na koloné niz$i v porovnani s plné¢ poréznimi naplnémi. Diky tomu lze
zvysit prutok mobilni faze a urychlit tak separaci. Dalsi vyhodou povrchové-poréznich castic
jsou uzsi piky, nebot’ molekuly nepronikaji az do jadra castice® viz Obr. 7.

o P
a) N

‘ ‘ L rozsifeni
piku

povrchoveé-porézni
castice

o)

o LLroz§ifeni

piku

porézni Castice
Obr. 7: Castecky stacionarni faze a) povrchové-porézni Castice, b) porézni Castice a priichod

molekuly cdsticemi

Podle polarity naplné kolony probiha chromatograficka separace ve dvou systémech,
bud’ v systému normalnimi nebo obracenymi fazemi. V systému s normalnimi fazemi je
stacionarni faze polarnéjsi nez faze mobilni. Sorpce latek roste s rostouci polaritou stacionarni
faze a s klesajici polaritou mobilni faze. Tento systém je vhodny pro separaci isomerd, neni

vhodny k separaci latek lisicich se velikosti uhlovodikového zbytku®.
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Systém s obracenymi fazemi je vyuZivan vice neZ systém snormalnimi fazemi®®.
Stacionarni faze je nepolarni, vétSinou chemicky véazané uhlovodikové fetézce (C18, C8) na
silikagelu. Mobilni faze je polarnéjsi nez staciondrni faze, vétSinou vodna rozpoustédla nebo
polarni rozpoustédla (nizsi alkoholy, acetonitril). Latky se eluuji v potadi klesajicich polarit

nebo rostoucich molekulovych hmotnosti®.

2.4.1.2. Detektory pro HPLC

Ke kvalitativnimu a kvantitativnimu stanoveni latek prochazejicich kolonou je
zapotiebi detektoru. Detektory zaznamenavaji rozdil mezi prichodem Ccisté mobilni faze
a mobilni faze s eluovanou slozkou. Mobilni faze se muze skladat z n€kolika slozek a zona
eluujici z kolony mutize byt smési né€kolika nerozd€lenych latek. Detektor zaznamenava

celkovou zménu vlastnosti eluatu.

Pro kapalinovou chromatografii je vyznamné rozdéleni detektorti na univerzalni
a selektivni. Univerzalni detektory poskytuji signal pro vSechny latky. Selektivni detektory
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reaguji na urcitou vlastnost latek napt. na fluorescenci™.

Pozadavky kladené na detektory jsou velmi naro¢né. Detektor by mél byt univerzalni
s okamZitou linearni odezvou v $irokém koncentraénim rozmezi, vysoce citlivy s nizkou
urovni Sumu, m¢l by mit minimalni pfispévek k rozSifovani elu¢nich zén a nemél by byt
citlivy na zmény tlaku, pritoku mobilni faze a teploty, m¢l by umoznovat gradientovou eluci.
Takovy idedlni detektor v praxi neexistuje. Nejcastéji pouzivané detektory se k témto
pozadavkim viceméné piiblizuji®.

Nejrozsifengjsimi detektory v kapalinové chromatografii jsou spektrofotometrické,
které jsou pouZity az v 80 % aplikaci. Dale se pouZivaji fluorescenéni, refraktometrické,

elektrochemické, vodivostni®®. K ur&eni struktury latek lze pouzit hmotnostni detektor®,

Spektrofotometrické detektory

Spektrofotometrické detektory jsou zalozeny na principu absorpce zafeni v oblasti
vinovych délek od 190 do 800 nm®. Stanovované latky musi absorbovat zafeni zvolené
vinové délky>. Star§i detektory méfily pii jedné fixni vinové délce, dnes jsou pouZivany
detektory s meénitelnou vlnovou délkou (vinové délky musi byt piedem zadany),

programovanou vinovou délkou (vinova délka Ize nastavovat v ur¢itém rozmezi i béhem
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v

analyzy) a nejvyhodné€jsi je pouziti detektorti snimajici celé spektrum v redlném cCase bez

M . e . ; 62
preruSeni chromatografické separace, z nichz je nejpouzivanéjsi detektor s diodovym polem™.

Detektor s diodovym polem

Detektory s diodovym polem pracuji s vice nez 200 plo$nych fotodiod umisténych na
desticce o délce 1 cm. Zafeni z deuteriové vybojky prochazi mérnou prutokovou celou
a spektralné se rozklada holografickou miizkou. Zativy tok o ur¢ité vinové délce zeslabeny
absorpci v cele detektoru dopada na kaZzdou fotodiodu. KaZzda fotodioda je spojend
s kondenzatorem, ktery je predem nabity na urcitou hodnotu. Dopad zéafeni na fotodiodu
vybije kondenzator umérné velikosti intenzity dopadajiciho zafivého toku. V zapéti se
kondenzator dobije a méfi se proud spotfebovany na dobiti kondenzitoru pro kazdou
fotodiodu. K ozafeni a dobijeni kondenzatorti dochazi velmi rychle, proto jsou v kazdém
okamziku k dispozici absorbance pii kazdé vinové délce registrované fotodiodami. Tyto
detektory umoznuji detekci pii n€kolika vinovych délkach a zaroven Ize dosdhnout zvysSeni
citlivosti detekce s¢itanim signalu pii riznych vinovych délkach®. Vyhodou t&chto detektort
je, ze pro libovolny pik lze zrekonstruovat spektrum, pro libovolnou vinovou délku lze
zrekonstruovat chromatogram, lze porovnavat spektra latek se spektry standardi a lze

kontrolovat Cistotu pikﬁel.

2.4.1.3. Gradientova eluce

Pti izokratické eluci se slozeni mobilni faze v pribéhu analyzy neméni. To je vyhodné
pro latky, jejichz retence se lisi velmi mélo. U komplexné¢jSich vzorkl je pifi konstantnim
sloZzeni mobilni faze horsi separace malo zadrZzovanych latek a siln€é zadrzované latky se
neeluuji vibec. K urychleni a zlepSeni separace slozitych smési s velkymi rozdily retence

sloZek se pouZiva gradietova eluce.

Pti gradientové eluci se s Casem meéni slozeni mobilni faze. ZvySuje se koncentrace
jedné nebo vice slozek mobilni faze. S vyssi elu¢ni silou retence latek na koloné postupné

kles4, separace se urychli®!,
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2.4.2. Stanoveni prirodnich antioxidanti v ¢aji metodou HPLC

HPLC je pro stanoveni antioxidantl v ¢aji velmi ¢asto pouzivanou metodou. BéZné se
HPLC vyuZivd ve spojeni s UV detekci. Pro dosazeni citlivéjsi detekce nez je UV jsou

pouzivané detektory elektrochemické, fluorescenéni, chemiluminiscenéni a hmotnostni®'.

Pro stanoveni katechini a alkaloidi byla vyzkouSena i izokraticka eluce®, ale
nejb&zngjsi a vyhodn&jsi je pouziti gradientové eluce, kterd separaci urychli®®. Také
kontrola teploty separace je dulezita pro adekvatni rozliSeni v kratkém Case analyzy, protoze
pii vyssi teploté je doba separace kratsi. Pro rozdéleni katechinl se nejvice pouzivaji systémy
s obracenymi fazemi, stacionarni fazi je oktadecyl chemicky vazany na silikagelu (C18)

a mobilni fazi je Casto okyselena voda a acetonitril nebo methanol®.

Fernandez a kol. stanovili EGC, C, kofein, EC, EGCG a ECG technikou HPLC s UV
detekci pii 275 nm. Pouzili kolonu C18, 250x4,6 mm s velikosti ¢astic Sum. Mobilni faze
byla voda s acetonitrilem upravena kyselinou mravenc¢i. Separace byla provedena s pouZzitim
gradientové eluce. Podle Fernandez a kol. je metoda vhodna pro stanoveni EGC, C, kofeinu,
EC, EGCG a ECG v ¢ernych, zelenych a instantnich ¢ajich. Ze studie vyplyva, ze v zelenych
Cajich je z katechinli nejvice zastoupen EGCG a EGC. V Cernych ¢ajich ma z katechinti
nejvyssi koncentraci EGC, ale ta je niz$i neZ v zelenych cajich. V instantnich ¢ajich je vice

kofeinu neZ v &ajich sackovych a sypanych®.

Sharma a kol. stanovili kyselinu gallovou, theobromin, theofylin, EGC, C, kofein, EC,
EGCG a ECG v zelenych cajich. Ke stanoveni téchto latek pouzili techniku HPLC s DAD,
s kolonou C18 250x4 mm s velikosti ¢astic S5pum. Jako mobild fazi A zvolili vodu s 0,1 %
kyseliny fosfore¢né a mobilni fazi B acetonitril, gradientova eluce s pratokem mobilni faze
1 ml.min™. Zjistili, Ze v zeleném &aji se v nejvyssi koncentraci nachazi EGCG, dale kofein

a EGC. V nékterych zelenych &ajich stanovili theobromin a theofilin®,

Hompesch a kol. stanovili technikou HPLC s UV detekci pii 280 nm C, EGCG, EC
a ECG. Separaci provedli na kolon¢ c18 150x4,6 mm s velikosti ¢astic 5 um. Mobilni faze A
byla voda s 2 % kyseliny octové a 8 % methanolu. Mobilni faze B byla methanol s 10 % vody
a 2 % kyseliny octové. Na separaci byla pouzita gradientova eluce s pritokem mobilni faze
1 ml.min™. Hompesch a kol. pouzili zvolenou metodu jako standradni techniku pro srovnani

.. o , .. v +-69
s jinou zkousenou metodou stanoveni katechini v ¢aji~".

Sano a kol. stanovili GC, EGC, C, EC, EGCG, GCG, ECG, CG s vyuZitim techniky
HPLC s elektrochemickym detektorem. Podminky detekce byly 600 mV proti Ag/AgCl. Byla
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pouZita kolona C18 250x4,6 mm, mobilni faze A 0,1 M NaH,PO, s 0,1 mM EDTA, mobilni
faze B byla acetonitril, separace byla provedena s pouZitim gradientové eluce. Ze studie
vyplyvd, Ze v zelenych ¢ajich je nejvice zastoupen EGCG, dale EGC a ECG. V oolong ¢ajich
je koncentrace EGCG i dvakrat niZsi neZz v zelenych ¢&ajich. Navrhovand HPLC metoda
s elektrochemickou detekci by mohla byt vhodna ke studiu epimerace nebo metabolicke

pfemény Cajovych katechind®.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pristroje a zarizeni

3.1.1. Aparatura pro extrakci v Soxhletové extraktoru

Pro extrakci antioxidantli z ¢aje byl pouzit Soxhletiv extrakéni nastavec o objemu
70 ml. Do nastavce byla umisténa celulézova patronka se vzorkem ¢aje. Extrakéni aparatura
byla sestavena umisténim Soxhletova extrakéniho nastavce na destilaéni baniku v topném

hnizd¢ a na néstavec byl nasazen chladi¢ (Obr. 8).

Obr. 8: Aparatura pro Soxhletovu extrakci

3.1.2. Kapalinovy chromatograf

Pro stanoveni fenolickych latek v ¢ajovych extraktech byl pouzit kapalinovy
chromatograf firmy Hewlett-Packard, typ HP 1090M, vybaveny UV detektorem s diodovym

polem (diod array detector), termostatem a autosamplerem (Obr. 9).

Na separaci latek v extraktech byla pouZita kolona Ascentis Express C18, &m
(150 x 3 mm) (Sigma-Aldrich, CR).
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Obr. 9: Kapalinovy chromatograf HP 1090 s DAD

3.1.3. Ostatni zarizeni

Digitalni pH metr Schott, model CG 842 (Schott Glas, Meinz, Némecko)

Laboratorni analytické vahy HR-120 (Helago, CR)

Ultrazvukova lazen Bandelin Sonorex, typ TK 52 (Bandelin Electronic GmbH, Némecko)
Mikropipeta Biohit Proline®, objem 100-1000 pl (Biohit, Finsko)

Topné hnizdo THS 500 (Drutéva, Brno, CR)

Filtry mobilni faze 0,45 um (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

Celuldzova patronka (Fisher Scientific, Pardubice, CR)

Kfemenna vata (Supelco, Bellefonte, PA, USA)

Filtr stiikackovy PTFE 0,45 pm (Fisher Scientific, Pardubice, CR)
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3.2. Pouzité chemikalie a standardy

3.2.1. Standardy

Pro stanoveni kofeinu a vybranych antioxidanti v ¢ajovém extraktu a vyluhu byly
pouZity standardy uvedené v Tab. 1. VSechny standardy byly zakoupeny od firmy Sigma-
Aldrich, CR.

Tab. 1: Standardy latek

Cislo Nazev Mr (g.mol™)
1 |Kyselina gallova 170,12
2 | Kyselina protokatechova 154,12
3 | (-)-Epigallokatechin (EGC) 306,26
4 | (+)-Katechin (C) 290,26
5 |Eskuletin 178,15
6 | Kyselina kavova 180,16
7 | Kofein 194,19
8 | Kyselina syringova 198,17
9 | Epikatechin (EC) 290,28

10 |(-)-Epigallokatechin gallat (EGCG) 458,37
11 | Umbelliferon 162,15
12 | (-)- Gallokatechin gallat (GCG) 458,37
13 | Scopoletin 192,17
14 | Kyselina ferulova 194,18
15 | (-)-Epikatechin gallat (ECG) 442,37
16 |Rutin 610,52
17 | Kvercetin 338,27
18 | Kemferol 286,24

3.2.2. Chemikalie

Methanol (Penta, Praha, CR)

Acetonitril CHROMASOLYV (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

Redestilovana voda upravena zafizenim pro upravu vody SG Ultra Clear UV (SG, Hamburg,
Némecko)

Kyselina fosforeénd, &istota > 85 % (Chemapol, CR)
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Kyselina mravenci, 98-100 % (Merck KgaA, Némecko)
Octan amonny, Cistota > 99,995 % (Fluka, SV}'/carsko)

3.3. Analyzované vzorky ¢aji

Vybrané ¢aje pro stanoveni sledovanych antioxidantt jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2: Analyzované vzorky Caji

Cislo caje Nazev caje Druh ¢aje

1 Himalayan zeleny €aj, sypany
2 New Top Mist zeleny €aj, sypany
3 Turecky zeleny Caj, sypany
4 Pai Mu Tan bily ¢aj, sypany
5 Lipton Yellow Label Tea ¢erny odkofeinovany ¢aj, sackovy
6 Twinings Earl Grey Tea ¢erny odkofeinovany ¢aj, sackovy
7 Jemca zeleny Caj, sackovy
8 Pickwick zeleny c¢aj, sackovy
9 Ceylon Tea cerny Caj, sypany

10  |Nepal GFOP Kanyam oolong, sypany

11 Nepal Himalayan Shangrilla oolong, sypany

12 E” Mei Ruizi zeleny Caj, sypany

13 Kanchaam Valley zeleny €aj, sypany

14 Shree Antu Nepal zeleny Caj, sypany

15 Loyd Tea zeleny Caj, sackovy

3.4. Podminky separace

Mobilni faze A: Redestilovana voda s 0,05 % kyseliny fosfore¢né
Mobilni faze B: Acetonitril

Gradient mobilni faze: uveden v Tab. 3.

Chromatograficka kolona: Ascentis Express C18, 2,7 um (150 x 3 mm)
Priitok mobilni fze: 0,4 ml.min™

Teplota kolony: 40 °C

Davkovany objem: 5ul

VInové délky snimanych spekter: 210, 280 a 306 nm
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Tab. 3: Gradient mobilni faze

Cas [min] 0 12 20 30 40 50 55

Obsah MF-B[%] | 25 6 6 10 14 45 50

3.5. Pracovni postupy

3.5.1. Priprava mobilni faze

Mobilni faze A byla pfipravovana Cerstva z redestilované vody a s ptidavkem 0,05 %
kyseliny fosforecné, pH mobilni faze A bylo 2,3. Pfipravend mobilni faze byla ptefiltrovana
pies membranovy filtr o velikosti pord 1,45 m. Mobilni faze B byl ¢isty acetonitril.

Rozpustény vzduch byl z mobilnich fazi odstranén pomoci ultrazvukové lazné.

3.5.2. Priprava kalibracnich roztoku standardnich latek

Ze standardnich latek byly p¥ipraveny zasobni roztoky o koncentraci 1 g.I*. Zasobni
roztoky kyselin byly pfipraveny rozpusténim v 50% methanolu, ostatni standardy byly

rozpustény ve 100% methanolu. Zasobni roztoky byly uchovany v chladnicce.

Redénim zasobnich roztokii mobilni fazi A byla pfipravena kalibraéni fada s rozsahem
ptes 3 fady a pro kofein, EGC, EGCG a ECG s rozsahem pies 4 fady. Pro vSechny latky byly
zvoleny koncentrace 0,5, 1, 5, 10, 25 a 50 mg.I™. Pro kofein, EGCG byly navic pfipraveny
kalibra¢ni roztoky o koncentracich 100, 200 a 400 mg.I". Pro ECG a EGC byly pfipraveny
roztoky o koncentraci 100 a 200 mg.I*. Pied vlastnim mé&fenim byly kalibragni roztoky

zfiltrovany pies membréanovy filtr (PTFE 0,45 pum).

Z namétfenych dat byly sestaveny kalibracni kiivky jako zavislost plochy piku na
koncentraci latky. Kalibra¢ni kiivky standardnich latek jsou uvedeny v Piiloze 1,

chromatogram kalibra¢ni kiivky je uveden v Ptiloze 2.
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3.5.3. Priprava vzorki

3.5.3.1. Priprava vyluhu ¢aje

Do kadinky byl navazen 1 g caje spfesnosti na 0,0001 g, ktery nebyl nijak
mechanicky upravovan. Caj byl zalit 200 ml 100 °C vody a byl louhovan 3 minuty. Po této
dobé byla vodni ¢ast odebrana k analyze. Pied analyzou byl vyluh ochlazen, zfiltrovan ptes

membrénovy filtr (PTFE 0,45 um) a analyzovan.

3.5.3.2. Priprava ¢ajovych extrakti

Vzorky sypanych ¢aji byly nejprve rozdrceny ve tieci misce. Do celulézové patronky
byl navazen 1 g vzorku Caje s piesnosti na 0,0001 g. Patronka byla utésnéna kfemennou vatou
a byla umisténa do nastavce Soxhletova extraktoru. Tento ndstavec byl umistén na destilacni
banku s varnymi kaminky posazenou v topném hnizd¢. Do nastavce byl nalit methanol v 2,5
nasobném mnozstvi objemu néstavce (asi 175 ml). Na néstavec byl umistén chladi¢
a zahfivanim byla zahajena extrakce. Po uplynuti 2 hodin byla extrakce ukoncena. Extrakt ve
varné baice byl zakoncentrovan asi na 25 ml, kvantitativné¢ pfeveden do 50 ml odmérné
batiky. Po vychladnuti na laboratorni teplotu byl extrakt doplnén po rysku methanolem. Takto
ptipraveny extrakt byl uskladnén v chladnicce. Pied analyzou byl zfiltrovan pies membranovy
filtr (PTFE 0,45 pm) a zfedén mobilni fazi A v poméru 1 : 2.

3.5.4. Experimentalni zpracovéani dat

VSechna data byla ziskana spomoci pocitate s programem ChemStation. Text
diplomové prace byl napsan v textovém editoru Microsoft Word 2000, grafy byly
vypracovany v tabulkovém editoru Microsoft Excel 2000. Chemické vzorce byly vytvoieny
s pomoci programu ChemSketch, verze 10.00. Nékteré obrazky byly vytvoreny v programu
CorelDRAW 8.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Optimalizace pracovnich podminek

4.1.1. Optimalizace chromatografické separace

Na separaci sledovanych latek byl pouZit chromatograficky systém s obracenymi
fazemi. Pro stanoveni fenolovych latek v extraktech a vyluzich z ¢aje byly podminky separace

optimalizovany prométenim standardi za riznych podminek.

Na separaci latek byla zvolena kolona Ascentis Express C18, 2,dm (150 x 3 mm).
Pritok mobilni faze byl 0,4 ml.min™, teplota kolony byla 40 °C. Mobilni fazi A tvofil vodny
roztok pufru a mobilni faze B byl acetonitril (ACN). Byly vyzkouSeny rtzné typy pufri.
Nejprve byl zkousen 5 mM octan amonny upraveny kyselinou mravenci na pH = 3,2. Byly
testovany rtizné gradienty, nicméné nebylo dosazeno dostatecného rozd€leni eskuletinu
a kofeinu, EC a EGCG, skopoletinu a umbelliferonu. Z tohoto duvodu byla vyzkousena jina

mobilni faze A.

Pro separaci na této kolon¢ byla dale pouzita redestilovana voda s 0,1 % kyseliny
fosfore¢né o pH = 2,1. Bylo testovano nékolik gradientii. Problémem bylo dostate¢né oddélit
piky kyseliny kavové a kofeinu a piky EC a EGCG. Zkousené gradienty mély na oddéleni
téchto pikl nepatrny vliv. Proto byly vyzkouSeny mobilni faze A s niZz§im procentem kyseliny
fosfore¢né. Snizenim koncentrace kyseliny fosfore¢né na 0,05 % o pH = 2,3 m¢lo za nasledek
jen malé zlepSeni separace pikt kyseliny kavove a kofeinu. DalSi sniZzeni koncentrace
kyseliny fosfore¢né na 0,025 % o pH = 2,5 nemélo vliv na oddé€leni pikii kyseliny kavové

a kofeinu. Pouze se zvysil retencni Cas latek, které se eluovaly ke konci separace.

Dalsi gradienty byly zkouSené s mobilni fazi A, kterou byla zvolena voda s 0,05 %
kyseliny fosforecné o pH = 2,3. Pro lepsi rozdéleni pika kyseliny kdvové a kofeinu byl zvolen
gradient s izokratickym krokem mezi 12 a 20 minutou a byl jesté snizen podil ACN na
pocatku separace. Tim se piky kyseliny kavové a kofeinu rozdélily lépe, ale ne zcela
dostateéné. Zarazeni izokratického kroku mélo pomoci i1 k rozdéleni piki EC a EGCG,
zlepSeni bylo nepatrné. ProdlouZeni izokratického kroku nevedlo k lepSimu oddéleni pika

kyseliny kdvové a kofeinu, celd analyza se prodlouzila. Snizenim podilu ACN v izokratickém
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kroku doslo k oddéleni pika kyseliny kavové a kofeinu a piky EC a ECGC se rozdé€lily zatim
nejlépe.

Pro ovéfeni déleni latek v extraktech caji byl pii tomto gradientu proméien
methanolovy extrakt zeleného Caje. V extraktu se nedélily piky EC a EGCG a navic piky
ECG a rutinu od jinych vyextrahovanych latek. Dalsi Gpravy gradientu sméfovaly k lepSimu

oddéleni pikli EC a EGCG od sebe, a také pikit ECG a rutinu od ostatnich vyextrahovanych

latek. Nejlépe se osvedcil gradient uvedeny v Tab. 4.

Tab. 4: Gradient mobilni faze

Cas [min] 0 12 20 30 40 50 55

Obsah ACN [%)] 2,5 6 6 10 14 45 50

Gradient uvedeny v Tab. 4 byl pouZit pro nasledné analyzy sledovanych fenolovych
latek v extraktech a vyluzich z ¢aji. Pfi tomto gradientu byly naméfeny kalibra¢ni tfady

standardd. Reten¢ni ¢asy standardii v tomto gradientu jsou uvedeny v Tab. 5.

Tab. 5: Reten¢ni ¢asy standardnich latek

Latka Retenéni ¢as [min] Latka Retenéni ¢as [min]
Kyselina gallova 3,17 EGCG 25,41
Kyselina protokatechova 6,07 Umbelliferon 26,84
EGC 12,90 GCG 30,31
Katechin 13,82 Skopoletin 31,42
Eskuletin 14,63 Kyselina ferulova 32,17
Kyselina kavova 15,11 ECG 38,89
Kofein 16,48 Rutin 41,37
Kyselina syringova 18,68 Kvercetin 47,89
EC 24,80 Kemferol 49,70

4.1.2. Podminky detekce latek

Pro detekci latek byl pouzit UV detektor s diodovym polem. Snimané vinové délky
byly 210, 280 a 306 nm. Na zaklad¢ absorp¢nich spekter sledovanych latek byla zvolena
vlnova délka 280 nm. VSechny standardy az na EGC dostate¢né absorbovaly pti 280 nm, pro
EGC byla zvolena vinova délka 210 nm.

42




Fenolické latky ve vzorcich byly identifikovany podle reten¢nich Casii a spekter latek.
Pro potvrzeni pfitomnosti latek ve vzorcich byla pouZita metoda standardniho ptidavku.

Retenc¢ni Casy standardnich latek jsou uvedeny v Tab. 7.

4.1.3. Kalibracni zavislosti, mez detekce a mez stanovitelnosti

Pro kvantitativni analyzu hledanych latek byly sestaveny kalibracni kiivky jako
zavislost plochy piku na koncentraci latky. Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny ze zasobnich
roztokl standardnich latek postupnych fedénim mobilni fadzi A. Pro kazdou latku byla
pfipravena Sesti bodové kalibrace. Pro kofein, EGCG, EGC a ECG byly pfipraveny dalsi
koncentrovanéjsi kalibra¢ni roztoky, z divodu vyssiho obsahu téchto latek ve vzorcich.
Rozsah linearity kalibra¢nich zavislosti byl pfes 3 az 4 ftady. Korela¢ni koeficienty
kalibra¢nich zévislosti byly vétsi nez 0,998. Kalibra¢ni kiivky standardd jsou uvedeny

v Piiloze 1.

Mez detekce (Limit of detection — LOD) je nejmensi analyticky signal, ktery lze
odliSit od Sumu nebo jinych ruSivych elementl. Mez detekce se vyjadiuje jako trojnasobek

Sumu zékladni linie v okoli piku.

Mez stanovitelnosti (Limit of quantification — LOQ) je nejmensi analyticky vysledek,
jehoz ptesnost a spravnost dostacuji ke kvantitativnimu odhadu skutecné hodnoty. Mez

stanovitelnosti se vyjadiuje jako desetinasobek Sumu zakladni linie v okoli piku.

Pro ur¢eni LOD a LOQ byly odecteny vysky pikl standardnich latek, ze kterych byly
sestaveny kalibraéni kiivky. Pro ur¢eni LOD byla do rovnice kalibrace dosazena trojnasobna
hodnota Sumu odecteného v okoli ptislusného piku. Hodnota LOQ byla uréena dosazenim
desetindsobku hodnoty Sumu odecteného v okoli piku. Vypoctené hodnoty LOD, LOQ

a rovnice kalibrace jsou uvedeny v Tab. 6.

v v,

kyselinu syringovou, kofein, kyselinu gallovou, kavovou a protokatechovou, a to fadové
v desitkach pg.I". Nejvyssi mez detekce a mez stanovitelnosti méla metoda pro kvercetin,

EGCG, GCG a EC. Koncentrace téchto latek byly fadové stovky pg.1™.
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Tab. 6: Meze detekce a meze stanovitelnosti

C. Latka LOD [pgl"] | LOQ [pg)?] | Rovnice kalibrace R’
1 | Kyselina gallova 45,0 149,9 y =3,7781x + 0,2801 | 0,9999
2 | Kyselina protokatechova 78,6 262,0 y =1,6467x + 0,1406 | 0,9997
3| EGC 91,3 304,0 y =12,697x - 0,5592 | 0,9999
4 | Katechin 108,2 361,0 y =0,5666x + 0,0887 | 0,9999
5 | Eskuletin 107,4 357,9 y = 1,0486x + 0,0374 | 0,9999
6 | Kyselina kdvova 75,1 250,3 y =2,2534x - 0,0192 | 0,9999
7 | Kofein 39,0 129,9 y =1,8042x + 0,0797 | 0,9999
8 | Kyselina syringova 35,1 116,8 y =1,7834x + 0,0875 | 0,9995
9| EC 246,9 822,9 y =0,3435x + 0,0652 | 0,9999
10 | EGCG 301,7 1005,7 y =0,6914x - 0,0586 | 0,9986
11 | Umbelliferon 126,5 4215 y =0,7766x + 0,0518 | 0,9999
12 | GCG 280,4 934,5 y =0,9659x - 0,1208 | 0,9994
13 | Skopoletin 163,6 545,2 y =0,6077x + 0,0506 | 0,9993
14 | Kyselina ferulova 121,3 404,4 y =1,6179x - 0,0163 | 0,9999
15 | ECG 176,6 588,5 y =1,2721x - 0,0146 | 0,9996
16 | Rutin 197,7 659,1 y =0,6878x + 0,104 | 0,9980
17 | Kvercetin 347,1 1156,9 y =1,8258x - 0,3337 | 0,9965
18 | Kemferol 119,9 399,9 y =2,1883x + 0,0375 | 0,9993

4.1.4. Optimalizace extrakce v Soxhletové extraktoru

v Soxhletové extraktoru. Jako extrakéni Cinidlo byl zvolen methano

Pro izolaci sledovanych latek z ¢aji bylo potfeba najit vhodné podminky extrakce

149

. Optimalizovana byla

doba extrakce, aby bylo z ¢aje ziskano co nejvétsi mnozstvi sledovanych antioxidantd
a kofeinu. Antioxidanty jsou citlivé na teplotu a dobu extrakce. Pii dlouhé dobé extrakce
dochézi k degradaci katechint, pii kratké dobé extrakce se stanovované latky nevyextrahuji

dostate¢né. Proto je potfeba nalézt vhodny Cas extrakce.

4.1.4.1. Optimalizace doby extrakce

Pro optimalizaci extrakéni doby byl vybran zeleny ¢aj New Top Mist. Do patronky byl
navazen 1 g (s presnosti 0,0001 g) rozdrcenych ¢ajovych listkii. Rozdrcené ¢ajové listky maji
celkové vétsi povrch nez celé Cajové listky, coz usnadni diftzi latek do rozpoustédla.

Patronka srozdrcenymi listky byla utésnéna kiemennou vatou a vlozena do nastavce
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Soxhletova extraktoru, ktery byl umistén na destilacni baiikku v topném hnizd€. Do néstavce
byl nalit methanol v 2,5 nadsobném mnoZstvi objemu nastavce (175 ml methanolu). Po
nasazeni chladice byla zahéjena extrakce. Byly zkouSeny doby extrakce 30, 60, 90, 120, 240
a 360 minut. Koncentrace latek byla zjisténa odectenim plochy piku a dosazenim této hodnoty
do ptislusné rovnice kalibrace. Pro urceni vhodné extrakéni doby byla sledovéna koncentrace
nejvyznamnéjSich ~ antioxidanti  epigallokatechin  gallatu,  epicatechin  gallatu,
epigallokatechinu a kofeinu, v jednotlivych extraktech. Na Obr. 10 je graficky znazornéna
zévislost koncentrace sledovanych latek na dobé extrakce. Je patrné, ze pii dobé extrakce 30,
60 a 90 minut se vyextrahovalo mensi mnozstvi sledovanych latek, nez pti delSich dobé
extrakce. Od 60 do 120 minuty extrakce stoupa mnozstvi vyextrahovanych latek, ale pii delsi

dob¢ extrakce jiz dochazi k poklesu mnozstvi sledovanych latek v extraktu.

Zvolena doba extrakce byla 120 minut. Pfi této dobé se vyextrahovalo nejvéEtsi
mnozstvi sledovanych latek. Zvolend doba extrakce byla pouZzita pro extrakci vSech vzorkt
caje.

90,0 .
O kofein

80,0 - B EGCG
0O ECG

70,0 A
B EGC

60,0
50,0 A
40,0

30,0 -

koncentrace [mg.g ]

20,0

10,0 4

0,0 -
30 60 90 120 180 240 360
doba extrakce [min]

Obr. 10: Zavislost koncentrace latek na dobé extrakce v Soxhletoveé extraktoru
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4.2. Analyza extrakti a vyluhi ¢aji

Fenolové latky v cajovych extraktech a ve vyluzich byly stanoveny za
optimalizovanych podminek extrakce v Soxhletové extraktoru, separace a detekce. K analyze
bylo vybrano 15 riiznych ¢ajii — 6 zelenych sypanych, 3 zelené sackové, bily sypany, cerny

sypany, 2 oolong sypané, 2 ¢erné odkofeinované sackové.

Pro extrakci byl navdzen 1 g Caje rozdrceného ve tifeci misce. Extrakce byla provedena
v Soxhletové extraktoru, jako extrakéni Cinidlo byl pouZzit methanol. Doba extrakce byla 120
minut. Po uplynuti extrakéni doby byl extrakt zakoncentrovan, pteveden do 50 ml odmérné
barky, dopInén po rysku a uchovan v chladni¢ce. Pied vlastni analyzou byl extrakt zfiltrovan
pomoci stiikacky pfes membranovy filtr (PTFE 0,45 pm) a Zedén mobilni fazi A v poméru
1: 2. Extrakt byl nafedén z divodu znacné elu¢ni sily methanolu. Kazdy vzorek caje byl
extrahovan dvakrat a kazdy extrakt byl dvakrat proméfen. V Piiloze 3 a 4 jsou uvedeny

ukazky chromatogramtl vybranych extraktti ¢ajt.

Pro piipravu vSech vyluht ¢ajii byl navazen do kadinky 1 g ¢aje, zalit 200 ml 100 °C
vody a ponechan louhovat 3 minuty. Poté byl slit, ochlazen, filtrovan pomoci stiikacky ptes
membranovy filtr (PTFE 0,45 um) a ihned analyzown. Kazdy ¢aj byl proméfen dvakrat, pro
kazdé méfeni byl pfipraven Cerstvy vyluh caje. V Priloze 5 a 6 jsou uvedeny ukazky

chromatogrami vybranych vyluht ¢aji.

V extraktech i ve vyluzich ¢aji byly fenolické latky identifikovany podle retencnich
¢ast, porovnanim spekter pikll se spektry pikli standardnich latek. K potvrzeni ptitomnosti
latek byla pouzita metoda standardniho pfidavku. Po identifikaci jednotlivych latek byla
odectena plocha prislusnych pikti a podle kalibracnich zavislosti standardi byla vypoctena
koncentrace fenolovych latek v extraktech a vyluzich, jako mnozstvi latky vztazené na 1 g
Caje. V extraktech i ve vyluzich byly identifikovany kyselina gallova, epigallokatechin,
katechin, kyselina kdvova, kofein, epikatechin, epigallokatechin gallat, gallokatechin gallat,
epikatechin gallat a rutin. Pouze v nékterych ¢ajovych extraktech byl nalezen kvercetin
a kemferol. Koncentrace vSech stanovenych latek v extraktech a vyluzich jsou uvedeny
Vv tabulkach Ptiloze 7 a 8. Uvedené smérodatné odchylky byly vypocteny programem Excel ze
¢ty hodnot pro extrakty a ze dvou hodnot pro vyluhy. Byly porovniny koncentrace
identifikovanych latek v extraktech a koncentrace identifikovanych latek ve vyluzich ¢aja
a vyjadieny jako procenticky obsah latek ve vyluhu, kde koncentrace latek v extraktu byla

brana jako 100 %. Toto srovnani bylo provedeno s cilem zjistit, jakd koncentrace latek se
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vyextrahuje do methanolu a jaka koncentrace latek se vyluhuje do vody. Pramér
procentického zastoupeni ve vyluzich je pro kazdou latku pocitdn z hodnot neptesahujicich

100 %. Procentické srovnani extraktii a vyluht je uvedeno v tabulce v Ptiloze 9.

4.2.1. Katechiny

4.2.1.1. Epigallokatechin

Epigallokatechin byl stanoven ve vSech extraktech a v téméf vSech vyluzich.
Vyjimkou jsou vyluhy z ¢ajii ¢erného odkofeinovaného (6) a cerného sypaného (9), ve

kterych nebyl epigallokatechin stanoven (viz Obr. 11).
Epigallokatechin

M extrakt
Owvyluh

koncentrace [mg.g

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

¢aj
Obr. 11: Koncentrace epigallokatechinu v extraktu a vyluhu ze vzorkii cajii

Nejvyssi koncentrace epigallokatechinu byla stanovena v extraktech z Caje zeleného
byla v extraktech z ¢aju ¢ernych odkofeinovanych (5) a (6) a z ¢aje Cerného sypaného (9).
Primé&rna koncentrace epigallokatechinu v extraktech ze zelenych &ajii byla 19,97 mg.g?,

z &ernych ¢aji 0,58 mg.g™ a oolong &ajii 7,68 mg.g™.

Nejvyssi koncentrace epigallokatechinu byla ve vyluzich ptipravenych z ¢aju zelenych
sackovych (7), (8) a (15) a z caje zeleného sypaného (12). Epigallokatechin nebyl stanoven ve
vyluzich z ¢ajii cerného odkofeinovaného (6) a Cerného sypaného (9). Nizka koncentrace

epigallokatechinu byla ve vyluzich z ¢aji ¢erného odkofeinovaného (5) a bilého sypaného (4).
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Priméma koncentrace epigallokatechinu ve vyluzich ze zelenych &aji byla 8,42 mg.g™,
z &ernych ¢ajii 0,2 mg.g’ a oolong &aji 1,37 mg.g”. Koncentrace epigallokatechinu se

fermentaci snizuje. Pii fermentaci vznikaji z katechint theaflaviny a thearubiginy.

V pftipravenych vyluzich bylo nalezeno primérné 37 % epigallokatechinu stanoveného
v extraktech. Nejvyssi mmnozstvi epigallokatechinu pieSlo do vyluhu zcaje zelené¢ho
mnozstvi epigallokatechinu pfeslo do vyluhu zc¢aje bilého sypaného, ve kterém bylo

stanoveno 11 % epigallokatechinu obsazeného v extraktu.

Zelené Caje obsahovaly az devétkrat vyssi koncentrace epigallokatechinu nez Caje
¢erné, bilé a oolong. U sackovych ¢aju je koncentrace epigallokatechinu ve vyluhu vyssi nez
u sypanych, coz mize byt zpusobeno tim, Ze ¢aj obsaZzeny v sacku je rozemlety a je snazsi

diflize latek.

4.2.1.2. Katechin

Katechin se vyskytoval téméf ve vSech extraktech, vyjimku tvofil extrakt caje
zeleného sackového (15). Také ve vSech vyluzich, s vyjimkou vyluhu z bilého sypaného Caje
(4), byl katechin stanoven. Ve vétSiné extrakti byl katechin ve vyS$$i koncentraci nez
ve vyluzich. Vyjimkou jsou vyluhy pfipravené z ¢aju ¢ernych odkofeinovanych (5) a (6), ze
zeleného caje sackového (7) a z Cerného caje sypaného (9), u kterych byla stanovena vyssi
koncentrace katechinu ve vyluzich nez v extraktech. Na Obr. 12 jsou graficky znazornény

koncentrace katechinu v extraktech a vyluzich.
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Katechin

H extrakt
Ovyluh

3,50 -
3,00 -
2,50 +
2,00 +
1,50 -
1,00 -

koncentrace [mg.g™]

0,50 -

0,00 -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

¢aj

Obr. 12: Koncentrace katechinu v extraktu a vyluhu ze vzorkii cajit

Nejvyssi koncentrace katechinu byla v extraktech z ¢aja zelenych sypanych (3)
az caje zeleného sackového (8). Katechin nebyl stanoven v extraktu z ¢aje zeleného
(9), bilého sypaného (4) a cerného odkofeinovaného (5). V extraktech ze zelenych ¢aji byla
stanovena primérna koncentrace katechinu 1,16 mg.g™, v extraktech z &ernych &ajd

0,34 mg.g™ a v extraktech z oolong ¢ajti 0,5 mg.g™.

Nejvyssi koncentrace katechinu byla ve vyluzich z ¢ajii zelenych sackovych (8) a (7),
dale z ¢aje zeleného sypaného (3) a z ¢erného odkofeinovaného ¢aje (6). Katechin byl pod
mezi detekce ve vyluhu z ¢aje bilého sypaného (4). Nejnizsi koncentrace katechinu byla ve
vyluhu z ¢aje oolong sypaného (10), zeleného sypaného (14) a Cerného sypaného Caje (9).
Primé&rma koncentrace katechinu ve vyluzich ze zelenych ¢aji byla 0,87 mg.g™, z Gernych

¢aji 0,51 mg.g™ a oolong &ajii 0,32 mg.g™.

Do ptipravenych vyluht pieslo primémé 64 % katechinti stanovenych v extraktech.
Nejvice katechinu pieSlo do vyluhu z ¢aje zeleného sackového (8), a to 90 %. Naopak

nejméné katechinu pteslo do vyluhu z ¢aje bilého sypaného, kde nebyl nalezen.
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4.2.1.3. Epikatechin

Epikatechin byl stanoven v extraktech i ve vyluzich vSech ¢aji. Na Obr. 13 je graficky

znazornéna koncentrace epikatechinu v extraktu a vyluhu vSech vzorkt ¢ajt.
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Obr. 13: Koncentrace epikatechinu v extraktu a vyluhu ze vzorkii cajii

Nejvyssi koncentrace epikatechinu byla stanovena v extraktu z ¢aje zeleného sypaného
koncentrace epikatechinu byla v extraktech z caje Cerného sypaného (9), z ¢aju Cernych
odkofeinovanych sackovych (6) a (5) a bilého sypaného caje (4). Primérna koncentrace
epikatechinu v extraktech ze zelenych &ajii byla 7,03 mg.g™, z &ernych &aju 1,31 mg.g™

a oolong ¢ajii 4,18 mg.g™.

Nejvyssi koncentrace epikatechinu byla stanovena ve vyluzich z caji zelenych
saCkovych (8) a (7) a ve vyluhu zcaje zeleného sypaného (3). Nejnizs§i koncentrace
epikatechinu byla ve vyluhu z ¢aje ¢erného odkofeinovaného (6), dale z ¢erného sypaného
¢aje (9) a zeleného sypaného ¢aje (14). Primérna koncentrace epikatechinu ve vyluzich ze
zelenych &aji byla 3,64 mg.g™, z &ernych &aji 0,60 mg.g”’ a oolong &ajii 1,60 mg.g™.
Fermentace sniZuje koncentraci epikatechinu v ¢aji.

V extraktech byla koncentrace epikatechinu vyssi nez ve vyluzich, do kterych se
vyluhovalo primémé 50 % epikatechinu stanoveného v extraktu. Tento rozdil

V koncentracich byl nejvyraznéjsi u Caje zeleného sypaného (3), u kterého do vyluhu pieslo

43 % epikatechinu. Naopak nejmensi rozdil koncentraci epikatechinu v extraktu a vyluhu byl
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u caje Cern¢ho odkofeinovaného (5), ukterého pieslo do vyluhu 88 % epikatechinu

stanoveného v extraktu.

Sackové Caje obsahovaly ve vyluhu o 2,5 mg.g™ vice epikatechinu neZ &aje sypané,
coz je zpusobené velikosti Castic ¢aje v sacku, které jsou na rozdil od sypanych ¢aji velmi

malé. Tim se usnadni difuze latek do vyluhu.

4.2.1.4. Epigallokatechin gallat

Epigallokatechin gallat byl stanoven ve vSech extraktech i vyluzich. V extraktech byla
koncentrace epigallokatechin gallatu v nékterych ptipadech az Sestkrat vy$si nez ve vyluzich.
Na Obr. 14 je graficky zndzornéna koncentrace epigallokatechin gallatu v extraktu a ve

vyluhu vSech vzorki ¢aja.
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Obr. 14: Koncentrace epigallokatechin gallatu v extraktu a vyluhu ze vzorkii cajii

Nejvyssi koncentrace epigallokatechin gallatu byla v extraktech z ¢aju zelenych
pripravenych z ¢ernych odkofeinovanych ¢aji (6) a (5) a dale z Caje Cerného sypaného (9).
Extrakty ze zelenych &ajii obsahovaly primémé 53,76 mg.g” epigallokatechin gallatu,

extrakty z &ernych &ajii 5,15 mg.g™ a extrakty z oolong &ajii 29,21 mg.g™.

Nejvyssi koncentrace epigallokatechin gallatu mély vyluhy pFipravené z ¢aje zeleného
sypaného (12) a z ¢aju zelenych sackovych (7) a (8). Nejnizsi koncentrace epigallokatechin

gallatu byly ve vyluzich z ¢ernych odkofeinovanych ¢aju (6) a (5). Velmi nizka koncentrace
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epigallokatechin gallatu byla ve vyluhu pfipraveného z ¢erného sypaného caje (9). Primérna
koncentrace epigallokatechin gallatu ve vyluzich ze zelenych &aju byla 12,86 mg.g™,
z &ernych Gajii 0,89 mg.g™’ a oolong Gajii 3,42 mg.g”’. Fermentované &aje maji niZsi

koncentraci epigallokatechin gallatu nez zeleny ¢aj, ktery neni fermentovany.

Do ¢ajovych vyluhi primérné pteslo 23 % epigallokatechin gallatu. Nejmensi rozdily
v koncentracich epigallokatechin gallatu v extraktech a vyluzich byly u ¢erného
odkofeinovaného sac¢kového Caje (6) a U zelenych sackovych €ajii (7) a (8). U téchto Cajii se
vyluhovalo 41 % epigallokatechin gallatu stanoveného v extraktech, coz je zpusobeno
velikosti ¢asti ¢ajovych listkli v sacku. Nejméné epigallokatechin gallatu se vyluhovalo u ¢aje
bilého sypaného (4) 10 % a oolong ¢aju (10), (11) 12 % epigallokatechin gallatu stanoveného

v extraktech.

Zelené cCaje obsahovaly i Ctyfikrat vétSi mnozstvi epigallokatechin gallatu nez caje
Cerné, bilé a oolong. Z ¢aju sackovych se do napoje vyluhuje vétsi mnozstvi epigallokatechin
gallatu, coz je zpusobeno velikosti CasteCek Cajového listu. Sypané cCaje obsahovaly
srovnatelné nebo 1 vy$s§i mnozstvi epigallokatechin gallatu, jelikoz sypané ¢aje obsahuji celé

svinuté listky, tak se do napoje vyluhuje mensi mnoZstvi epigallokatechin gallatu.

4.2.1.5. Gallokatechin gallat

Gallokatechin gallat byl stanoven ve vSech extraktech i vyluzich, vyjimku tvoii €aj
cerny odkofeinovany (6), u kterého byl gallokatechin gallat pod mezi detekce v extraktu i ve
vyluhu (viz Obr. 15). U ¢aju zelenych sypanych ¢aji (3) a (12) a u zeleného sackového Caje

(15) byl gallokatechin gallat ve vyssi koncentraci v extraktu nez ve vyluhu.
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Obr. 15: Koncentrace gallokatechin gallatu v extraktu a vyluhu ze vzorkii cajii

Nejvyssi koncentrace gallokatechin gallatu byla v extraktu z ¢aje zeleného sypaného
(12) a z ¢aju zelenych sackovych (15) a (7). Gallokatechin gallat nebyl stanoven v extraktu
z ¢ern¢ho odkofeinovany ¢aje (6). Nejnizsi koncentrace gallokatechin gallatu byla stanovena
v extraktu z ¢aje ¢erného odkofeinovaného (5), ¢erného sypaného (9) a zeleného sypaného
Gaje (14). Extrakty ze zelenych &ajii obsahovaly pram&mé 1,20 mg.g™ gallokatechin gallatu,

extrakty z Gernych &ajii 0,14 mg.g™” a extrakty z oolong &ajti 0,37 mg.g™.

Nejvyssi koncentrace gallokatechin gallatu byla ve vyluhu pfipraveného z caje
zeleného sackového (7), dale ze zeleného sypaného Caje (1), (12) a (2). Gallokatechin gallat
gallokatechin gallatu byla ve vyluhu z ¢aje ¢erného odkofeinovaného (5), ¢erného sypaného
(9) a oolong sypaného (10). Primérna koncentrace gallokatechin gallatu ve vyluzich ze

zelenych &aji byla 1,28 mg.g™?, z &ernych &ajit 0,22 mg.g™ a oolong &aji 0,47 mg.g™.

Z caju (3), (12) a (15) pteslo do vyluhu primérné 67 % gallokatechin gallatu
stanoveného v extraktech. U ostatnich ¢aju byla koncentrace gallokatechin gallatu vyssi ve

vyluhu nez v extraktu.

Zelené caje obsahovaly az pétkrat vétSi mnozstvi gallokatechin gallatu nez Cerné,

oolong a bilé ¢aje. Fermentaci Caje se mnozstvi gallokatechin gallatu snizuje.
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4.2.1.6. Epikatechin gallat

Epikatechin gallat byl stanoven ve vSech extraktech i vyluzich. U vSech caji byl
epikatechin gallat nalezen ve vy3Si koncentraci v extraktu. Na Obr. 16 je graficky znazornéna

koncentrace epikatechin gallatu v extraktu a ve vyluhu vSech vzorka ¢aju.

Epikatechin gallat
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i, 20,00 - Ovyluh
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Obr. 16: Koncentrace epikatechin gallatu v extraktu a vyluhu ze vzorkii ¢ajii

Nejvy3si koncentrace epikatechin gallatu byla stanovena v extraktu z ¢aje zeleného
byla v extraktech z ¢ernych odkofeinovanych ¢aji (6) a (5) a v ¢erném sypaném c¢aji (9).
Primé&rna koncentrace epikatechin gallatu v extraktech ze zelenych &ajii byla 15,36 mg.g™”,

z &ernych Eajii 4,03 mg.g™ a oolong &ajti 10,52 mg.g™.

Nejvyssi  koncentrace epikatechin gallatu obsahovaly vyluhy z ¢aju zelenych
sackovych (8) a (7) a ze zelenych sypanych ¢ajii (3) a (1). Nejnizsi koncentrace epikatechin
gallatu byla ve vyluhu z ¢aje ¢erného sypaného (9), z oolong sypanych (11) a (10) a zeleného
sackového &aje (15). Vyluhy ze zelenych &ajii obsahovaly praimémé 4,20 mg.g™ epikatechin
gallatu, vyluhy z Sernych &aji 2,28 mg.g™ a vyluhy z oolong &aji 2,29 mg.g™.

Do wvyluhli se vpriméru vyluhovalo 32 % epikatechin gallatu stanoveného
v extraktech. Rozdil v koncentraci epikatechin gallatu v extraktu a ve vyluhu byl vyrazngjsi
u zelenych ¢aji. U Cernych odkofeinovanych ¢aja (5) a (6) nebyl rozdil v koncentraci
epikatechin gallatu tak vyrazny, do vyluhu pieslo 68 % epikatechin gallatu stanoveného
v extraktu. Nejmén¢ epikatechin gallatu se vyluhovalo z €aje bilého sypaného, ktery ve

vyluhu obsahoval 17 % epikatechin gallatu stanoveného v extraktu.
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Zelené caje obsahovaly epikatechin galldtu az o 59 % vice neZ Cerné, oolong a bilé
Caje, protoze pti fermentaci Caje vznikaji z katechind theaflaviny a thearubiginy. Koncentrace
epikatechin gallatu je vy3si ve vyluzich ze sackovych ¢aji, coz je zptisobeno snadnéjsi difazi

latek z mensich ¢astic Caje, které jsou v sacku.

4.2.2. Fenolové kyseliny

4.2.2.1. Kyselina gallova

Kyselina gallova byla nalezena ve vSech vzorcich ¢aju, a to jak v extraktech tak
I v pfipravenych vyluzich. U vétSiny ¢aji byla kyselina gallova stanovena ve vyssi
koncentraci Vv extraktech, vyjimkou jsou caje ¢erné odkofeinované (5) a (6) a zeleny caj
sypany (13). Tyto ¢aje mély vyssi koncentraci kyseliny gallové ve vyluhu. Na Obr. 17 je

graficky znazornéna koncentrace kyseliny gallové v extraktu a vyluhu vSech vzorka ¢ajt.
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Obr. 17: Koncentrace kyseliny gallové v extraktu a vyluhu ze vzorkii cajii

Nejvyssi koncentrace kyseliny gallové obsahovaly extrakty ptfipravené z ¢aje bilého
sypaného (4), dale z ¢aje ¢erného sypaného (9), z odkofeinovanych ¢ernych ¢aju (6) a (5).
zelenych sackovych (8) a (15), zelenych sypanych (3) a (2). Primérna koncentrace kyseliny
gallové v extraktech ze zelenych &ajii byla 1,15 mg.g™, z &ernych &aji 2,68 mg.g™* a oolong
&ajii 1,79 mg.g™.
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Vyssi koncentrace kyseliny gallové ve vyluhu nez v extraktu byla ve vyluzich z ¢aju
¢ernych odkofeinovanych (5) a (6) a ze zeleného ¢aje sypaného (13). Nejvyssi koncentrace
kyseliny gallové byla stanovena ve vyluhu z ¢aje ¢erného odkofeinovaného (6) a z Caje
zelenych sypanych (3) a (2), zelenych sackovych (8) a (15). Primérna koncentrace kyseliny
gallové ve vyluzich ze zelenych &ajii byla 0,85 mg.g™, z Gernych &aji 2,94 mg.g” a oolong

aji 1,29 mg.g™.

Do ¢ajového vyluhu primérné pieslo 71 % kyseliny gallové stanovené v extraktech.
Vyjimku tvofi odkofeinované ¢erné ¢aje (5), (6) a sypany zeleny ¢aj (13), u kterych byla
kyselina gallova ve vysSi koncentraci ve vyluhu (0 18 %). Srovnatelna koncentrace kyseliny
gallové v extraktu a vyluhu byla u sackového zeleného caje (7), kde do vyluhu pieslo 99 %
kyseliny gallové. Nejmensi mnozstvi kyseliny gallové pteslo do vyluhu z Caje zeleného

sypaného (3), ktery obsahoval 35 % kyseliny gallové stanovené v extraktu.

4.2.2.2. Kyselina kavova

Kyselina kavova byla stanovena jen v nékterych extraktech a v nékterych vyluzich
(viz Obr. 18). Ve vy3si koncentraci v extraktech neZ ve vyluzich byla kyselina k&vova
stanovena u caju zelenych sypanych (1), (2), (3), (12), (13), (14) a (15). Pro tyto Caje byl
rozdil v koncentraci kyseliny kdvové v extraktu a ve vyluhu vyraznéjsi nez u ¢aje ¢erného
odkofeinovaného (5) a zeleného sypan¢ho caje (12), které mély vyssi koncentraci kyseliny

kavové ve vyluhu.
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Obr. 18: Koncentrace kyseliny kAvové v extraktu a vyluhu ze vzorkii cajii

Kyselina kdvové byla stanovena v extraktech z ¢aju zelenych sypanych (1), (2), (3),
(12), (13) a (14), dale v ¢aji bilém sypaném (4), v ¢aji ¢erném odkofeinovaném (5) a zeleném
¢aji sackovém (15). Nejvyssi koncentrace kyseliny kavové byla v extraktu z ¢aji zelenych
sypanych (1) a (14). Kyselina kavovd nebyla stanovena u extraktd z cCaje Cerného
odkofeinovaného (6), ze zelenych sackovych ¢aju (7) a (8), z cerného sypaného (9), z oolong

bilého sypaného (4), zeleného sackového (15) a zeleného sypaného Caje (2).

Kyselina kavova nebyla stanovena u vyluha piipravenych z ¢aje zeleného sypaného
kadvové byly stanoveny ve vyluzich z ¢aje odkofeinovaného sackového (6), zeleného
sackoveého caje (8) a zeleného Caje sypaného (13). Nejvyssi koncentrace kyseliny kavové byla

ve vyluzich z ¢aje zeleného sypaného (1), cerného odkofeinovaného (5) a oolong (11).

V nékterych extraktech kyselina kdvova nalezena nebyla. Voda je polarnéjsi nez
methanol a patrné se do ni vyluhovalo vice kyseliny kavové. U zelenych sypanych ¢aja (1),
(3), (13) a (14), u kterych byla kyselina kavova ve vyssi koncentraci v extraktech, se do vody

se vyluhovalo primérné 66 % kyseliny kavové stanovené v extraktech.
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4.2.3. Alkaloidy

4.2.3.1. Kofein

Kofein byl stanoven ve vSech extraktech i vyluzich (viz Obr. 19). Koncentrace kofeinu
byla v extraktech vyssi nez ve vyluzich, jen u ¢ernych odkofeinovanych ¢aji (5) a (6) byla

koncentrace kofeinu vyssi ve vyluhu nez v extraktu.
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Obr. 19: Koncentrace kofeinu v extraktu a vyluhu ze vzorkii ¢ajii

Nejvy3si koncentrace kofeinu byla stanovena v extraktu ptipravené¢ho z ¢aje bilého
cerné odkofeinované caje (5) a (6). Nizsi koncentraci kofeinu mél extrakt z Caje zeleného
sackového (8), oolong sypaného (11) a zeleného sackového Caje (15). Primérna koncentrace
kofeinu v extraktech ze zelenych &aji byla 30,67 mg.g™, z ernych odkofeinovanych &aji
0,53 mg.g™ a oolong &aji 25,82 mg.g™.

Nejvyssi koncentrace kofeinu byla ve vyluzich ptipravenych z ¢aje bilého sypaného
odkofeinovanych cajich (5) a (6). Mezi ostatnimi ¢aji byla nejnizsi koncentrace kofeinu ve
vyluhu z ¢aje zelené¢ho sackového (15), oolong sypaného (11) a (10) a zeleného sackového
Caje (8). Ve vyluzich ze zelenych caji byla stanovena prumérna koncentrace kofeinu
21,17 mg.g™, ve vyluzich z &ernych odkofeinovanych ¢ajii 0,84 mg.g™ a ve vyluzich z oolong

Gajti 17,37 mg.g™.
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Ve vSech ostatnich vyluzich byla koncentrace kofeinu podobna, primérné pieslo do
vyluhu 70 % kofeinu stanoveného v extraktech. Nejvice kofeinu pieslo do vyluhu ze zeleného
¢aje sackového (8), do kterého se vyluhovalo 88 % kofeinu stanoveného v extraktu. Nejméné
kofeinu pieslo do vyluhu z ¢aje zeleného sypaného (12), ktery obsahoval 52 % kofeinu
stanoveného v extraktu. Odkofeinované ¢aje maji oproti ostatnim ¢ajum koncentraci kofeinu
velmi nizkou (mén& nez 1 mg.g™). Pro maximalni zachovani ostatnich latek se pro
odkofeinovani €aji pouziva extrakce oxidem uhli¢itym v nadkritickém stavu. Je patrné, Ze
odstranéni kofeinu z ¢aje neni 100%. Odkofeinovanim se snizi koncentrace kofeinu v ¢aji asi

na4 %.

4.2.4. Flavonoly

4.2.4.1. Rutin

Rutin byl stanoven ve vSech extraktech i ve vyluzich. Koncentrace rutinu byla vyssi
u vétSiny extraktl, jen vyluh pfipraveny z ¢aje ¢erného odkofeinovaného (6) mél nepatrné
vyS$Si koncentraci rutinu nez extrakt. Na Obr. 20 je graficky znazornéna koncentrace rutinu

Vv extraktu a ve vyluhu vSech vzorkt ¢aj.
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Obr. 20: Koncentrace rutinu v extraktu a vyluhu ze vzorkii cajii

Nejvyssi koncentraci rutinu obsahoval extrakt pfipraveny z Caje zelen¢ho sypaného

(3). Vysoka koncentrace rutinu byla dale v extraktech z ¢aje zeleného sackového (8)
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ptipravenych z ¢aje bilého sypaného (4) a z €ajl zelenych sypanych (14), (13) a (1). Primérna
koncentrace rutinu v extraktech ze zelenych &ajii byla 0,87 mg.g™, z &ernych &ajii 1,14 mg.g™
a oolong &ajii 0,60 mg.g™.

Ve vyluzich ptipravenych z ¢ernych odkofeinovanych ¢aju (5) a (6) a ze zeleného Caje
ve vyluzich z ¢aje bilého sypaného (4), zelenych ¢€aji sypanych (1) a (2) a zeleného
sackového &aje (15). Vyluhy ze zelenych &ajii obsahovaly primémé 0,49 mg.g™ rutinu,

vyluhy z &ernych &ajii 1,11 mg.g™ a vyluhy z oolong &ajii 0,20 mg.g™.

Vyluhy obsahovaly primérné 55 % rutinu stanoveného v extraktech. U ¢aji ¢ernych
odkofeinovanych (5) a (6), zelenych sackovych (7) a (8) a ¢erného sypaného ¢aje (9) bylo ve
vyluhu primémeé 92 % rutinu stanoveného v extraktech. U ostatnich ¢ajii byla koncentrace

rutinu v extraktu az trojndsobnéa oproti koncentraci rutinu ve vyluhu.

4.2.4.2. Kvercetin

Kvercetin byl stanoven pouze v extraktech ze dvou ¢ajl, a to ze zeleného sypaného
Caje (3) a zeleného sackového Caje (8). V extraktech z ostatnich ¢aju byl kvercetin pod mezi
detekce. Ve vyluzich piipravenych ze vSech vzorka ¢aji byl kvercetin pod mezi detekce.
Vys8i koncentrace 0,22 mg.g™ kvercetinu byla v extraktu pfipraveného z &aje zeleného

sypaného (3), extrakt ze zeleného sackového &aje (8) obsahoval 0,13 mg.g™.

4.2.4.3. Kemferol

Kemferol byl stanoven v extraktech z ¢aje zeleného sypaného (1) a (12), z Cerného
odkofeinovaného ¢aje (5) a z oolong sypanych (10) a (11). Ve vyluzich pfipravenych ze vSech
Gajii byl kemferol pod mezi detekce. Nejvyssi koncentrace 0,16 mg.g™ kemferolu byla

cvwr

v extraktu z ¢aje zeleného sypaného (1).

60



4.2.5. Zastoupeni latek v extraktech a ve vyluzich

Na Obr. 21 je graficky znazornéna primémd koncentrace sledovanych latek
v extraktech a ve vyluzich ze vSech analyzovanych cCaji. VétSina latek se v extraktech
nachazela ve vyssi koncentraci. Vyjimku tvoii gallokatechin gallat, nicméné tento rozdil
v obsahu latek byl minimalni. V extraktech mél ze vSech stanovenych latek nejvyssi
koncentraci epigallokatechin gallat a dale kofein. Ve vyluzich se toto potadi zménilo. Latkou
s nejvyssi koncentraci ve vyluhu byl kofein. Epigallokatechin gallat se do vody vyluhoval jen
z23 %, coz bylo nejméné ze vSech sledovanych latek. I tak je epigallokatechin gallat po

kofeinu druhou nejvice zastoupenou latkou v ¢ajovém vyluhu.

Zastoupeni latek v extraktech a ve vyluzich

40,00 - M extrakt
35,00 1 Ovyluh

30,00 -
25,00 -
20,00 -

15,00 4

koncentrace [mg.g-1]

10,00 +

Obr. 21: Zastoupeni latek v extraktech a ve vyluzich
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5. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo nalezeni vhodnych podminek na separaci
antioxidanti v €ajich. Pro pfipravu vzorku k analyze byly zvoleny dvé metody, klasicka
Soxhletova extrakce a bézny zplsob piipravy ¢aje. Takto ptipravené vzorky byly analyzovany

technikou HPLC s DAD.

Optimalizaci byla podrobena jak chromatografickd separace, tak extrakce
v Soxhletoveé extraktoru. Nejvhodnéjsi mobilni fazi pro separaci antioxidanti byla voda
s 0,05 % kyseliny fosforeéné s acetonitrilem. Separace byla provedena s pouZitim gradientové
eluce, aby bylo dosazeno co nejlepsi separace v kratkém case analyzy. Jako extrakéni ¢inidlo
pro Soxhletovu extrakci byl zvolen methanol a nejvhodnéjsi extrakéni doba byla 120 minut.
Tyto podminky byly pouzity na analyzu 15 vzorki c¢ajii, zelené (sypané isackové), cerny
(sypany) a odkofeinované (sackové), oolong (sypané) a bily (sypany). U vzorkl ¢aju
piipravenych obémi metodami byly identifikovany vybrané antioxidanty a kofein a byla

stanovena jejich koncentrace.

Ve vzorcich byly stanoveny katechiny — epigallokatechin gallat, katechin,
epigallokatechin gallat, epikatechin, gallokatechin gallat, epikatechin gallat, dale kyselina
gallova, kyselina kavova, kofein a flavonoly — rutin, kvercetin a kemferol. V zelenych ¢ajich
byla koncentrace katechinti az Ctyfikrat vySsi nez u ostatnich ¢aji. Kyselina gallova byla ve
vysSich koncentracich obsaZzena v ¢ernych c¢ajich nez v zelenych, tento rozdil byl az
trojnasobny. U odkofeinovanych ¢&ernych ¢aji byla koncentrace kofeinu v porovnani
S ostatnimi ¢aji velmi nizkd, ale koncentrace katechinii byla srovnatelnd s ¢ernym cajem

sypanym. Nejvyssi koncentrace kofeinu byla nalezena v bilém ¢aji.

U vétSiny stanovenych latek byla jejich koncentrace vys$si ve vzorku pfipraveném
Soxhletovou extrakci. Vyjimku tvofila pfedevs§im kyselina kavova, ktera byla stanovena ve
vétsiné vyluhd, ale jen u ¢asti vzorki byla nalezena v extraktech. Rozdil v koncentraci latek
mezi extraktem a vyluhem byl nejvyznamnéjsi u katechinu, predevS§im u epigallokatechin
gallatu. Z tohoto i Sestinasobného rozdilu je patrné, jak mala ¢ast zdravi ptiznivych katechind
se vyluhuje do napoje. Tento rozdil je zplsobeny tim, Ze Cajové listy byly pro extrakci
rozdrceny, latky se zlisti rychleji vyextrahuji do rozpoustédla, ve kterém maji vyssi
rozpustnost. Drceni ¢ajovych listi ma pomérné zna¢ny vliv na obsah antioxidantii ve vyluhu

¢aje, coz bylo experimentalné dokdzano.
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Aplikace metody na vice vzorkd a vyzkouSeni dalsich podminek extrakce byla mimo
rozsah diplomové prace. Z naméfenych dat vyplyva, Ze Cajové listy obsahuji daleko vyssi

mnozstvi antioxidantl, nez které ziskame klasickou ptipravou ¢aje jako napoje.
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Priloha 1: Kalibraéni zavislosti a strukturni vzorce standarda

1) kalibracni zavislost kyseliny gallové
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4) kalibra¢ni zavislost katechinu
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5) kalibracni zavislost eskuletinu
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7) kalibracni zavislost kofeinu
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8) kalibra¢ni zavislost kyseliny syringové
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10) kalibracni zavislost epigallokatechin gallatu
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13) kalibra¢ni zavislost skopoletinu
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16) kalibra¢ni zavislost rutinu
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Piiloha 2: Chromatogram analyzy standardi

A =280 nm
39,5
1
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S 6
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g
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4 10 " 16
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oL WL l .
' 0 10 20 30 40 50
¢as [min]
1 — kyselina gallova 10 - EGCG
2 — kyselina protokatechova 11 — umbelliferon
3-EGC 12 - GCG
4 — katechin 13 — scopoletin
5 — eskuletin 14 — kyselina ferulova
6 — kyselina kavova 15-ECG
7 — kofein 16 — rutin
8 — kyselina syringova 17 — kvercetin
9-EC 18 — kemferol
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Piiloha 3: Chromatogram analyzy Turecky zeleny ¢aj — extrakt

odezva detektoru [mAU]
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Piiloha 4: Chromatogram analyzy Nepal GFOP Kanyam oolong sypany — extrakt

odezva detektoru [mAU]
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Priloha 5: Chromatogram analyzy Jem¢a zeleny ¢aj sackovy — vyluh
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Priloha 6: Chromatogram analyzy Lipton Yellow Label Tea odkofeinovany — vyluh
A =280 nm

69

59 A 1

49 A

39 A

29 4

odezva detektoru [mAU]

¢as [min]

76



Priloha 7: Koncentrace stanovenych liatek ve vSech extraktech

Léatka [mg.g™]
C. Caj kyselina | £~ C Kyselina | - tein EC EGCG GCG ECG rutin | kvercetin | kemferol
gallova kavova

Himalayan

1 , 1,3740,06 | 22,54+0,54 | 0,93+0,03 | 0,28+0,02 |34,98+1,24 | 571+0,04|69,51+2,04 | 1,11+0,09 | 1582046 | 054+0,15| <LOD| 0,08+0,01
zeleny Caj sypany
New Top Mist

2 , 0,76£0,04 | 20,35£0,47 | 0,76£0,07 | 0,03+0,01 |34,05£0,62| 6,36+0,05 | 66,24+0,86| 1,21+0,01|16,86+022| 065:006| <LOD| <LOD
zeleny Caj sypany

g | Turecky , 0,08+0,23 | 30,67+4,62 | 2,95£0,34 | 0,10+0,05 | 31,61+4,48 | 14,10£0,82 | 54,87+6,23 | 1,36+0,47 | 21,81+1,87 | 1,88£041| 022+001| <LOD
zeleny ¢aj sypany

4 |PAIMuTan 3,13£0,02| 4,010,04| 0,28£0,07| 0,03£0,01|42,24+1,26| 1,71+0,04|49,84+1,46| 0,58+0,18|16,83+0,86| 0,25:002| <LOD| <LOD
bily ¢aj sypany

5 | Lipton Yellow Label Tea | 6011 0704001 | 0,35:0,01| 0,06£0,01| 0402001 1,17£0,06| 392+0,02| 01440,01| 3.86£001| 1.46:0.12| <LOD| 013001
cerny Caj odkofein. sac.

g | TWinings Earl Grey Tea |, g/.001| 032+001| 058:001| <LOD| 0,65:001| 1,812003| 1712003| <LOD| 358:001| 1424002| <LOD| <LOD
cerny Caj odkofein. sac.

7 |femea 0,07+0,04 [ 21,95:0,12 | 0,68£0,10| < LOD |27,00+0,91| 5460,14 |47,79+1,63 | 1,38+0,22|10,330,35| 0,74+005| <LOD| <LOD
zeleny ¢aj sackovy

g |Pickwick = 0,6140,22 | 21,07+1,09 | 2,73+0,05| < LOD |21,13+0,24 | 12,3340,68 | 37,22+2,02 | 0,64+0,10 | 21,92+1,48 | 1,65+0,07 | 0,13%0,02| <LOD
zeleny ¢aj sackovy
Ceylon Teac

g |;oyon , 3,00£0,45 | 073:022| 0,240,03| <LOD |26/43+2,95| 0,96£0,04| 466022 | 0,14+0,01| 4,6740,24| 055:008| <LOD| <LOD
Cerny Caj sypany

10 | Nepal GFOP Kanyam 2,05£0,02| 522+0,11| 044:001| <LOD|27,300,25| 3,12+0,02 | 2533043 | 0,23t0,01| 9,55:0,15| 0,60£0,04| <LOD| 0,11£0,01
oolong sypany

11 | Nepal Himalayan | 1,54£0,17[10,1420,22| 056£0,04| <LOD |24,34+1,333 | 524%0,25 |33,08£1,05| 0,51+0,02 |11,48+031| 059005 <LOD| 0,110,01
Shangrilla oolong sypany

12 |E MeiRuizi 1,76+0,37 | 23,13£3,40 | 1,1240,10 | 0,06£0,01|39,18+152| 6,360,82 | 70,58+9,81 | 2,74+1,17 | 14,12+1,37 | 0,79£0,09| <LOD| 0,16+0,04
zeleny ¢aj sypany

13 | Kanchaam Valley 1,25+0,07 | 10,7840,47 | 0,8620,08| 0,07+0,01 |33,40+1,04 | 4,44+0,28 | 4565+1,05| 0,53+0,04|13,62+0,32| 054+005| <LOD| <LOD
zeleny Caj sypany

14 | Shree Antu Nepal 1,75£0,01 | 5,600,03| 0,41£0,03| 0,14+0,01|29,25+0,14| 2,32+0,02 | 40,44+1,17 | 0,21£0,03|12,28+0,47| 051+005| <LOD| <LOD
zeleny ¢aj sypany

15|LoydTea 0,03+0,01 [ 23,68£027| <LOD| 0,03£0,01 |2540£0,14| 6,19+0,13 |51,53+0,61 | 1,65:0,04|11,48£0,09| 056£003| <LOD| <LOD
zeleny ¢aj sackovy

< LOD... pod mezi detekce
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Priloha 8: Koncentrace stanovenych litek ve v§ech napojich

Léatka [mg.g™]
C. Caj kyselina | £~ C Kyselina | - tein EC EGCG GCG ECG rutin | kvercetin | kemferol
gallova kavova

Himalayan

1 , 0,07+0,07 | 4,48+0,45| 0,54+0,04| 0,17+0,01|2506+0,68| 2,28+0,17|10,04+059| 1,50+0,01| 4,40+030| 0,10+001| <LOD| 0,08+0,01
zeleny &aj sypany
New Top Mist

2 , 0,58+0,02 | 518+1,15| 0,64+001| <LOD|23,69+0,14| 2,95+0,16|13,18+3,11| 1,22+0,09| 3:83+030| 0,18+002| <LOD| <LOD
zeleny &aj sypany

3 | Turecky , 0,34+0,04 [ 10,10+0,45 | 1,38+0,03| 0,06+0,01 |19,68+0,33| 6,0040,24 | 9,79+0,59 | 1,11+0,03| 4,79+0,33| 1,14+0,01| 022+001| <LOD
zeleny ¢aj sypany
Pai Mu Tan

4 |TAMU , 1,7740,05 | 046+0,02| <LOD| <LOD |30,65:0,60| 1,05:0,04| 521+0,17 | 0,83+0,02| 2,86+0.42| 0,09+0,01| <LOD| <LOD
bily ¢aj sypany

5 | Lipton Yellow Label Tea | o1 51 | 45:0.02| 0,56:0,01| 0,09+001| 093£0.03| 1,0420,01| 094:093| 016£007| 2.30:028| 142:008| <LOD| 0130,01
cerny Caj odkofein. sac.

g | Twinings Earl GreyTea | 5 /) 0331 < oD | 0694008 | 0,04£0,01| 0,75:0,14| 022¢001| 070:010| <LOD| 272+0,57| 1.43:002| <LOD| <LOD
cerny Caj odkofein. sac.

7 |Jemea 0,05+0,01 [ 16,09+0,61 | 0,75:0,01| <LOD |22,91+3,04| 4,43+0,33 |19,55+2,53 | 1,78+023| 4,5040,56| 0,66+0,07| <LOD| <LOD
zeleny ¢aj sackovy

g |Pickwick 0,44+0,03 | 16,25+2,62 | 2,46+0,30 | 0,05:0,01 | 18,67+1,85 | 9,52+1,12(15,20+3,25| 1,20+0,15| 7,66+101| 1,42+013| 0,13:002| <LOD
zeleny ¢aj sackovy
Ceylon Teac

g |eylon , 2,800,05| <LOD| 027+0,04| 0,08+0,01 |19,95¢0,35| 0,55:0,01| 1,03+0,24| 028+0,05| 1,8140,29| 0,49+004| <LOD| <LOD
Serny &aj sypany

10 g;%i'gi;g;;a”yam 1,45+0,05 | 1,00£0,21 | 0,24+0,03| 0,07+0,01|18,10+0,86 | 1,19+0,09| 3,36+0,24| 0,430,02| 2,40+0,16| 0,20:002| <LOD| 0,110,01

11 | Nepal Himalayan .| 1,13+0,02| 1,73+0,08| 0.4040,01| 0,08+0,01|16,63+0,24| 2,00+0,17| 3,48+0,17| 0,51+0,04| 2,17+0,06| 0,19+002| <LOD| 0,11+0,01
Shangrilla oolong sypany

12 |E MeiRuizi 0,78+0,04 | 10,63+0,96 | 0,68+0,01| 0,08+0,01|20,52+1,17 | 1,05+0,10|19,78+1,84| 1,31+0,08| 3,10+0,03| 0,20:001| <LOD| 0,16+0,04
zeleny &aj sypany

13 | Kanchaam Valley 1,3940,12 | 3,77+0,28 | 0,44+0,02| 0,06+0,01 | 25,020,77 | 1,84+0,06 | 11,4140,32 | 1,25+0,06| 3,64+0,34| 0,31%0,02| <LOD| <LOD
zeleny &aj sypany

14 | Shree Antu Nepal 1,5240,04 | 1,64+0,02 | 0,24+0,01| 0,08+0,01 | 20,04+0,22 | 1,03+0,09| 8,08+0,23| 0,02+0,09| 3,40+0.25| 0,19+0,01| <LOD| <LOD
zeleny ¢aj sypany

5| LoydTea 0,69+0,03 | 7,68+0,19| 0,68+0,04| <LOD |14,09+032| 2,78+0,07| 7,77+0,19 | 1,18+0,02| 2,5240,10| 0,18+001| <LOD| <LOD
zeleny ¢aj sackovy

< LOD... pod mezi detekce
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Piiloha 9: Procentické srovnani obsahu latek v extraktu a ve vyluhu

Latka [%6]
C. Caj kyselina | £~ C Kyselina | - tein EC EGCG GCG ECG rutin | kvercetin | kemferol
gallova kavova

p |Himalayan 7 20 58 61 72 40 16 *134 28 19 i !
zeleny ¢aj sypany

o |NewTop Mist 76 25 84 # 70 46 20 %101 23 28 # #
zeleny ¢aj sypany

g | Turecky , 35 33 47 63 62 43 18 82 22 61 i f
zeleny ¢aj sypany

4 |PalMuTan 56 11 # # 73 61 10 *143 17 38 # #
bily ¢aj sypany

5 | Lipton Yellow Label Tea | ), 65 *161 *140 *234 89 24 *112 60 97 # ’
cerny Caj odkofein. sac.

6 :I'er'llrjg's Earl Grey T?a *120 # *119 # *116 12 41 # 76 *101 # *
cerny Caj odkofein. sac.

7 |Jemea 99 73 *110 # 85 81 41 *128 44 88 i !
zeleny ¢aj sackovy

g |Pickwick 73 77 % ¢ 88 77 a *202 35 86 / ¢
zeleny ¢aj sackovy

g |CevlonTeal 91 # *113 # 75 57 22 *197 39 90 # '
Cerny Caj sypany

10 Nepal GFOP [(anyam 7 19 55 # 66 38 13 *186 25 34 # #
oolong sypany

1 Nepal Himalayan ) 73 17 79 # 68 38 1 *100 19 32 # #
Shangrilla oolong sypany

12 |E MerRuizi 44 46 61 *136 52 31 28 48 22 26 # #
zeleny ¢aj sypany

13 | Kanchaam Valley *111 35 51 83 75 41 25 *234 27 57 ’ i
zeleny ¢aj sypany

14 | Shree Antu Nepal 87 29 60 58 72 44 20 *447 28 38 * ’
zeleny ¢aj sypany

15|LoydTea 73 32 # # 55 45 15 72 22 32 # #
zeleny ¢aj sackovy

Primér 71 37 64 66 70 50 23 67 32 52 i i

* vy$$i koncentrace ve vyluhu, * nelze stanovit, Primér je vypocten z hodnot nepiesahujicich 100 %.
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