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ABSTRAKT

Tato diplomové prace se zabyva stanovenim fenolickych a té€kavych latek v cajich
a cajovych nalevech. Prace srovnava ¢aje na zakladé jejich technologie vyroby a zem¢
puvodu. Fenolické latky byly stanoveny metodou LC/MS. Fenolické latky byly rozdéleny
na katechiny a ostatni latky. V methanolovych extraktech obsahovaly zelené Caje vyssi
koncentrace katechinli nez ¢erné Caje. Ze skupiny katechinii byla nejvyssi koncentrace
zjisténa u epigalokatechin galatu v zeleném ¢aji, a to 7,96 mg/g. Cerné &aje obsahovaly
nejvice kyseliny galové ze zkoumanych ¢aji. Nejvyssi obsah kyseliny galové u ¢ernych
¢aju byl stanoven 1,84 mg/g.

Cajové nalevy byly piipraveny dle klasickych postupt typickych pro jednotlivy druh &aje.
V nalevech byly koncentrace vSech latek vyssi u cernych ¢ajii. V nalevech ze zelenych
¢aju nebyly detekovany nékteré latky jako galokatechin galat, kvercetin, kyselina
kumarova a kaempferol.

Tekavé latky byly analyzovany metodou HS-SPME-GC-MS. Identifikaci tékavych latek
V Sypaném c¢aji bylo charakterizovano aroma caje. Pro cerné ¢aje bylo charakterizovano
bohaté kvétinové a sladké aroma. V zelenych ¢ajich Slo spiSe o svézi a travové aroma.
Latkami, vyskytujicimi se ve vSech ¢ajich, byly linalool, linalyl anthranilat a a-Terpinyl
acetat.

KLICOVA SLOVA
¢aj, fenolické latky, tekavé latky, kapalinova chromatografie, plynova chromatografie



ABSTRACT

This diploma thesis deals with the determination of phenolic substances and volatile
substances in teas and tea infusions. The work compares teas based on their production
technology and country of origin. Phenolic substances were determined by LC / MS.
Phenolic substances were divided into catechins and other substances. In methanol
extracts, green teas contained higher concentrations of catechins than black teas. From
the group of catechins, the highest concentration was found for epigallocatechin gallate
in green tea, namely 7,96 mg / g. Black teas contained the most gallic acid of the studied
teas. The highest content of gallic acid in black teas was setat 1,84 mg / g.

Tea infusions were prepared according to the classic procedures typical for each type
of tea. In the infusions, the concentrations of all substances were higher in black teas.
Some substances such as gallocatechin gallate, quercetin, coumaric acid and kaempferol
were not detected in the infusions of green tea.

Volatiles were analyzed by HS-SPME-GC-MS. The aroma of the tea was characterized
by the identification of volatile substances in tea leafs. The black teas were characterized
by a rich floral and sweet aroma. The green teas were more of a fresh and grassy aroma.
The substances linalool, linalyl anthranilate and a-Terpinyl acetate were found in all teas.

KEYWORDS
tea, phenolic substances, volatile substances, liquid chromatography,
gas chromatography
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1 UVOD

Caje jsou po vodé nejcastdji konzumovanym napojem po celém svéts. | proto je
zkoumano slozeni ¢aji z hlediska pozitivniho ¢i negativniho vlivu na zdravi ¢lovéka.
Tato prace se konkrétné zabyva fenolickymi latkami v €ajich. Fenolické latky jsou
sekundarni metabolity rostlin. V rostlinach se tvoii vlivem vnéj$iho (oxida¢niho) stresu
a jsou zkoumany za ucelem antioxidac¢nich U¢inkl v lidském téle. Antioxidacni latky
chrani télo pfed oxidacnim stresem. Tyto latky si vétSinou nase télo neumi samo
syntetizovat, a proto je dilezité piijimat tyto latky ve stravée.

Cilem této prace je analyza fenolickych latek v cajich a srovnani jejich obsahu
Vv jednotlivych druzich ¢aji dle jejich technologického postupu vyroby a ptipadné
dle oblasti péstovani. V praci jsou teoreticky popsany technologie vyroby jednotlivych
druhii ¢ajt a latky v nich obsazené. Déle jsou uvedeny zdravotni benefity ¢aji a rozdé€leni
fenolickych latek. Nasledné je zde experimentalné stanoveno mnozstvi fenolickych latek
v methanolovych extraktech c¢aji a cajovych nalevech. Obsahy fenolickych latek
Vv jednotlivych vzorcich jsou srovnany dle druhu ¢aje. Srovnavany jsou zelené, Cerné
anékteré specialni druhy &aji. Cajové nalevy jsou pripraveny klasickym postupem
pro dany druh ¢aje. Proto jsou zde uvedeny i redlné piijmy jednotlivych stanovovanych
latek na salek Caje.

Krom¢ analyzy fenolickych latek byla provedena i1 analyza t¢kavych latek v ¢ajich. Tato
analyza byla vyuzita k charakterizaci aromatického profilu sypanych caji.



2 TEORETICKA CAST

Caj je napoj s osvézujicimi G&inky, konzumovany po celém svété. Jednd se o nalev
z listktl Gajovniku. Je spolu s vodou nejéast&j§im napojem ve svété. Pochazi z Ciny, v 9.
stoleti se dostal do Japonska a v 19. stoleti do zbytku svéta [1].

Cajovnik ¢&insky, latinsky Camellia sinensis, je subtropickou rostlinou pochazejici
z Ciny. Jde o stalezeleny kef odolny vii¢i chladu. Dale se botanicky rozlisuje asamska
skupina Cajovnikt pochazejici z Indie, latinsky Camellia assamica. Tyto dva druhy
se postupné kiizily a nyni uZ se péstuji rtizné hybridy ¢ajovniki. Cajovnik se péstuje
V Asii, Africe, Jizni Americe, Australii a malé mnozstvi v Evropé. Kvalitu a chut’ Caje
ovliviiuji mimo dalsiho i oblast a podminky péstovani [1][2][3][3].

Obrazek 1: Cajovnik &insky [4]

Z rostliny se pouzivaji listky a pupeny na vyrobu ¢aje, vyjimecné se vyuZzivaji semena
na lisovani oleje. Sklizi se nejmladsi cast vétvicek nazyvana fles. Jde o vrcholovy pupen
a jeden nebo né¢kolik listd. Plantaz se sklizi v priméru 4krat ro¢né. Pocet sklizni zavisi
na oblasti péstovani. V nékterych oblastech se ¢aj sklizi po cely rok. Doba sklizné
ovliviiuje chut’ a aroma ¢aje. Jeho kvalitu podminuje pocet sklizenych list z kete [1].
Jak je jiz vySe zminéno, péstuje se ¢aj na mnoha mistech svéta. Riizné oblasti maji rizné
charakteristiky ¢aji. Dle oblastni se rozliSuji i riizné druhy.

V Ciné se ¢ajovniky péstuji ve viech provinciich ve stiedu a na jihu zemé. Nejlepsi ¢aje
pochazi z oblasti ve vysce 1000-2500 m n.m. Vyrabi se zde pievazné &aje zelené. Cerné
¢aje jsou tu vétSinou jen na vyvoz. Obecné zde maji ¢aje velmi aromatickou a mekkou
chut. Zndmymi druhy jsou naptiklad Cen mej neboli vzacné obo¢i a Cu &cha neboli
sttelny prach. Cen mej je zeleny &aj se svéZi, mirné bylinnou vini a svétle Zlutym
nalevem. Cuc cha je také zeleny ¢aj, u kterého jsou listky svinuty do kuli¢ek a po spafeni
se rozvinou. Mé svézi bylinnou chut’ a Zlutozeleny nalev.

Dalsi asijskou oblasti je Tchaj-wan. Ve stfedu zemé se péstuji prevazné cerné caje.
Specialitou této oblasti je ¢aj oolong. Co se tyce zeleného Caje, mizeme zde najit druhy
jako Sencha a oba zminéné Cinské &aje.

Nejlepsi podminky pro péstovani aje v Japonsku jsou v oblastech ostrovii Sikoku, Kjisa
a jih Hon30. Péstuje se zde prevazné zeleny ¢aj. Cerny &aj se sem dovazi. Zelené aje
pochézejici z Japonska maji v chuti i vini svéZi travovy ton. Znamymi druhy jsou
napiiklad Sencha a Bancha. Sencha je nejoblibené;jsim ¢ajem. Listy se zpracovavaji ihned
po sbéru. Sklizenl i zpracovani se provadi mechanicky. Z tohoto druhu se rozemletim



na prach vyrabi slavny ¢aj Matcha. Bancha ma vysoky obsah tiislovin a malo kofeinu.
Sbiraji se starsi a vétsi listy. Ma Zlutozeleny nalev a nasladlou, kofenénou viini.

Indie zaStituje tretinu svétové sklizné cCaje. Produkuje se zde nejkvalitnéjsi caj.
Nejznaméjsimi ¢aji jsou Gerny Asam a Darjeeling. Darjeeling se péstuje na jiznich
svazich Himalaji a povazuje se za Sampanské mezi Caji. M4 svétly nalev a jemnou
kvétinovou chut'. Asam se péstuje v oblasti kolem Brahmaputry. Dle ¢asu sbéru miize mit
svézi kvétinovou az silnou kofenénou chut’.

Na Sri lance jsou obzvlast’ piiznivé podminky pro péstovani. Oblasti se zde d¢€li na low
grown, medium grown a high grown. Nejznam¢j$imi druhy jsou ¢erné ¢aje Dimbula
a Nuwara Eliya. Dimbula je vysokohorsky druh s bylinnou, kofenénou a silnou chuti
a lehkou citrusovou vini. Nuwara Eliya ma svézi bylinnou chut’ a sbira se po cely rok.
V Nepalu se pouzivd ortodoxni metoda zpracovani. Chut a charakter zdejSich caji
je podobny Darjeelingu.

V Africe se nej€astéji pro zpracovani ¢aje pouziva metoda CTC a ¢aj je urCen prevazné
pro smési do sackovych Caju. Péstuje se naptiklad ve statech Kena, Burundi, Kamerun,
Tanzanie nebo Mosambik [1][48].

2.1 Druhy c¢aji

Caje lze zakladné ttidit dle technologie zpracovani ajovych listii na bily, zeleny, Zluty,
oolong, ¢erny a Pchu-er, dle velikosti listli na ¢aj listovy, zlomkovy, drt’ a prach. Dale
se ¢aje de€li dle kvality dalSich parametri. Obvyklé jsou smési riznych druhii ¢aji.
Znamou smési je napiiklad English Breakfast.

2.1.1 Bily &aj

Obrazek 2: Bily ¢aj sypany, nalev [5]
2.1.1.1 Charakteristika bilého caje

Tento druh byl v Ciné po dlouhou dobu uréen pouze cisafi a byl povazovan za zazraény
napoj, prodluzujici Zivot. Prosluly je stile zejména v Cing, nicméné rozsiteny je i po svété
[1]. Bily &aj je lehce fermentovany &aj vyrabény zejména v provincii Fujian v Cing. Nalev
ma jemnou umami a sladkou chut’, svétle zelenou az zlutou barvu a svézi kvétinové aroma
[6]. Ving se nejvice podoba Cerstvému Caji.
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2.1.1.2 Technologie vyroby bilého caje

Vyroba je nejjednodussi ze vSech druhti caje. Zahrnuje pouze prodlouzené vadnuti
a suSeni. Vyrabi se pouze z pupenu a prvniho listku ¢ajovniku [7]. Sklizi se pouze jednou
ro¢né, a to brzy na jate [8].

Béhem rtistu mohou byt pupeny chranény pted slunecnim zafenim. Tim se zabrani tvorbé
chlorofylu a mladé listky a pupeny maji bily vzhled [7]. Sbér probiha pied Gplnym
hladiny kofeinu [9].

Po sklizni jsou listy rozprostieny na bambusova sita a provétrany, aby se listy
dehydratovaly. To zvySuje propustnost membrany a enzymatickou aktivitu. Podporuje
pomalou hydrolyzu a oxidaci obsahu listi.

Proces vadnuti je prodlouZen na asi 48 hodin. Zavadnuti probiha ve vnitinich prostorech
pti 21-24 °C a relativni vlhkosti vzduchu 65-82 %. [8]. Ma dominantni roli pfi vytvafeni
charakteristické chuti. Po vadnuti jsou listy zaslé, barva Sedozelena a maji zkrouceny tvar.
Obsah vody je snizen na 27 % [6]. Pfi prodlouzeném procesu vadnuti dochazi k mirné
fermentaci pomoci polyfenoloxidaz a peroxidaz [9].

Po zavadnuti se listky rovnou susi. Suseni probiha pti 60 °C po dobu 2 hodin [8].

SBER

TRipENT | VADNUTI| SUSENI

Obrazek 3: Schéma vyroby bilého ¢aje
2.1.1.3 Chemické sloZeni bilého cCaje

Chemické slozeni usuSenych listkli a nasledné i nalevu se pohybuje mezi zelenym
a cernym cajem. Studie uvedly, Ze mé bily ¢aj nejvice alaninu, argininu, isoleucinu,
leucinu, fenylalaninu, serinu a theaninu. Ve srovnani se zelenym ¢ajem ma bily ¢aj vice
kyseliny galové, theobrominu, epigalokatechinu, kofeinu a epikatechin galatu. Nizsi
obsah theofilinu, katechinu a epikatechinu [9].

S dobou vadnuti se vlivem peroxiddz a polyfenoloxiddz sniZzuje obsah katechini
azvySuje obsah theaflavinu [6]. Katechiny jsou hlavni slouceniny odpovidajici
za antioxidacni aktivitu ¢ajového néalevu. Obecné ma bily ¢aj niz$i hladiny katechind
nez zeleny ¢aj. Methylované katechiny jsou pfirozen€ ptitomny v ¢ajovych listech.
Dle studie maji vyssi antialergické a antihypertenzni G¢inky nez katechiny. Epikatechin
3-0-(3-O-methylgallat) a epigalokatechin 3-methylgalat vykazovaly nejvyssi obsah
v bilém ¢aji. Methylované katechiny jsou spotfebovany béhem fermenta¢niho procesu.
Piedpokladem je i methylace katechinii béhem prodlouZeného vadnuti bilého caje.
Theaflavin, theaflavin-3-galat a theaflavin-3,3°-digalat byly v bilém caji pfitomny
ve vysokych koncentracich kviili mirné fermentaci, ale v mnohem nizsich koncentracich
nez v ¢aji Cerném. Theasinensiny a prokyanidiny jsou dimerni katechiny. Rozdily
koncentraci v riiznych druzich ¢aji nejsou pfili§ zkoumany. Theasinensiny jsou nejméné
obsaZeny v zeleném Ccaji, vySsi koncentraci ma bily ¢aj a nejvyssi Cerny ¢aj. Vznikaji
fermentaci. Prokyanidiny (B1, B2, B3, B5, C1) maji opacny trend neZ theasinensiny.
K jejich spotiebé dochazi béhem vadnuti a fermentace.

Dal8imi hlavnimi fenolovymi slozkami jsou flavonolové a flavonové glykosidy. Maji
silnou antioxidacni aktivitu a potencialni pfinosy pro kardiovaskularni systém. Glykosidy
kaempferolu byly v nejvétsim mnozstvi pfitomny u bilého caje. Kvercetinové
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a myricetinové glykosidy jsou v relativné vysokém obsahu v bilém, o néco niz§im
VvV zeleném caji. Hlavnimi flavonoly jsou kvercetin, kaempferol, myricetin. Zpusobuji
andstringentni chut’ [9].

Aromatické slozky bilého c¢aje nebyly zatim pfiliS zkoumany. Obsah tékavych
alkoholovych latek je vSak vyssi nez v zelenych a ¢ernych cajich. T¢kavé latky jsou
odvozeny od mastnych kyselin, aminokyselin, terpent a karotenoidti. V Cerstvych listech
jsou tékavé latky vazané glykosidicky. Hlavni t€kavé slouceniny bilého caje jsou:
hexanal, (E)-2-hexenal, benzaldehyd, benzenacetaldehyd, (E)-gearndiol, fenylethanol,
linalool a jeho oxidy, beta-myrcen. Béhem suseni tékavé latky nevykazuji piili§ velké
rozdily od zelenych listu v disledku nizké teploty suSeni bilého ¢aje [6].

Koncentrace volnych aminokyselin, zejména aromatickych prekursorovych
aminokyselin se béhem vadnuti zvysila. To je zfejmé nasledkem degradace proteind.
Oproti tomu ale koncentrace theaninu klesla, to mlize byt zpiisobeno tim, ze utrhnuté
listky uz nejsou schopny theaniny dopliiovat z kotfenti. ZvysSeni koncentrace aminokyselin
nasledné pfispiva k aromatickému profilu ¢aje a obohaceni jeho chuti a vané [11].

2.1.2 Zeleny ¢aj

Obrazek 4: Zeleny ¢aj sypany, nalev [12]
2.1.2.1 Charakteristika zeleného caje

Diive byl oblibeny zejména v Cing, Japonsku a na Thaiwanu. V Poslednim stoleti
se ale stal i oblibenym i v Evropé. Tim, Ze ¢aj pii zpracovani nepodléha oxidaci, ma nalev
svétle zelenou az Zlutou barvu. Ma jemnou vini pfipominajici seno. Listy jsou zelené
a pevné. Chut’ je jemna s nahorklym tonem. Pro kvalitni zelené ¢aje se pouZivaji pouze
prvni dva listky a vyhonek [2]. Zahrnuje asi 20 % svétové produkce ¢aju [13].

2.1.2.2 Technologie vyroby zeleného caje

Cilem vyroby zeleného caje je zachovani listovych katechind. Vyroba zahrnuje sklizen,
zavadnuti, inaktivaci enzymi (fixace), rolovani a suseni [14].

Aroma caje se zaCina tvofit uz béhem sbéru diky enzymatickym reakcim. Listy
by se ale béhem sbéru nemély vice poskodit, aby nezacala fermentace.

Fixace je prvnim a nejkritictéjSim postupem, kdy se zeleny Caj zahfiva na vysoké teploty,
aby se odstranila ¢ast vnitini vlhkosti, deaktivovala se enzymova aktivita, uvolnil
se zeleny plyn a vznikla chut zeleného caje. V Japonsku je fixace provadéna
napafovanim listkii v rotujicich valcich. Optimalizace napafovani je slozita, protoze
se vlastnosti posklizinovych listka 1isi v zavislosti na podminkach péstovani a sezoné
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sbéru. K naparovani se pouziva valcovy bubnovy naparovac. Vyhodou napafovani oproti
prazeni je mensi ztrata tékavych latek. V Ciné a Indii je k fixaci pouZivano rychlé prazeni
na panvich. Béhem prazeni dochéazi k uniku tékavych latek a vzniku kastanového
prazen¢ho aroma. V prubé¢hu fixace zeleného ¢aje dochazi k riznym chemickym reakcim,
vcetné polymerace polyfenoll, oxidace aminokyselin a degradace pigmenti. Béhem
fixace tedy dochazi i k fyzickym zménam listkt jako je tvar, barva a struktura.

Nasledné rolovani neboli krouceni listii zlepsuje konecny vzhled c¢aje.

SuSeni se provadi vzduchem o vysoké teploté az 90 °C a snizuje se jeho vlhkost na asi
3 %. Béhem suseni se listky nacechravaji a obraceji [14].

SBER
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Obrazek 5: Schéma vyroby zeleného Caje
2.1.2.3 Chemické sloZeni zeleného Caje

Slozenim se zeleny ¢aj podoba Cerstvym ¢ajovym listim.

Koncentrace katechini je zavisla na stafi listd. Listovy pupen a prvni list jsou
na katechiny nejbohatsi. Jde o bezbarvé, adstringentni, ve vod¢ rozpustné latky. Nejvice
zastoupenymi katechiny jsou katechin, galokatechin, epikatechin, epigalokatechin,
epikatechin galat a epigalokatechin galat [9]. Jsou snadno oxidovatelné. Proto jsou
¢ajovymi antioxidanty. Bylo zji$téno, Ze vychytavaci ucinky extraktl zeleného caje
aktivnich kyslikovych radikalti jsou vys$$i nez ucinky kyseliny askorbové nebo
tokoferolu. Struktura polyfenoli zeleného Caje obsahuje aktivni hydroxylové vodiky,
které ukoncuji fetézovou reakci volnych radikal. U hydroxylovych radikali nejsou
katechiny tolik aktivni [14].

Asi polovinu celkového obsahu aminokyselin zahrnuje theanin. Jde o derivat glutaminu.
Dle studie jeho piitomnost v zeleném ¢aji koreluje s kvalitou Caje [14].

Voln¢é tékavé alkoholy se tvofi hydrolyzou glykosidi aromatickych a terpenovych
alkoholt jiz pfi sklizni. Dal$i aromatické latky se tvofi pii kone¢ném suSeni. Zeleny caj
obsahuje asi 200 tékavych latek, z toho je asi 30 dilezitych pro jeho aroma [7]. Jsou
dilezité zejména: benzaldehyd, benzylalkohol, cyklohexanon, geraniol, hexenyl
hexanoat, linalool, nerolidol, fenylethanol, theaspiron [14].
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2.1.3  Zluty &aj

Obrazek 6: Zluty ¢aj sypany, nalev [15]
2.1.3.1 Charakteristika

Jde o nejméné znamy druh Gaje. Popularni je momentalné nejvice v Cing. Péstuje
se zejména v provinciich Hunan, Anhui, Sichuan a Zhejiang [16]. Je to lehce
fermentovany ¢aj. Ma zluté listky po usuSeni, zluty nalev i zluté listky po louhovani.
Oproti zelenému ¢aji ma vice svéZi a jemnou chut’, chybi travnaty nadech a ¢aj je sladsi
[17].

2.1.3.2 Technologie vyroby

Postup zpracovani je odlisny od ostatnich druhti ¢aje. Nejvice se podoba vyrob¢ Caje
zeleného s pridanim kroku, ktery se nazyva Zloutnuti. Jde o kombinaci termochemickych
reakci a exogennich enzymu.

Vyroba tedy zahrnuje tyto procesy. Nejdiive probiha vadnuti, kde se odpaii piebytecna
voda. Nasleduje fixace pomoci prazeni. Tento proces snizuje aktivitu enzymu
polyfenoloxidaz. Fixace je dileZita pro tvorbu jemné chuti a Zluté barvy. Nasleduje
rolovani. Zde se umozni interakce mizy listli s vné&jSim prostiedim. U nékterych druhti
Zlutého Caje se rolovani vynechava. Na fadu pfichazi zZloutnuti nékdy nazyvané ,,uzaviené
zloutnuti“. Listy jsou zde zabaleny a na urcitou dobu odlozeny. V dusledku zahtivani
a pusobeni mikroorganismii dochazi k chemickym zménam ¢aje [17]. Zloutnuti probiha
za zvySené teploty a vlhkosti. Jde o teplotu asi 35-40 °C a vlhkost 80 %. Na Zloutnuti
se spolupodileji extracelularni enzymy pfitomnych mikroorganismi. Béhem Zloutnuti
prechazi barva listkl ze zelené na zlutou. Dale se méni chut’. Tato je jemné;jsi a sladsi nez
u zeleného Gaje [16]. Posledni fazi je suseni, kdy se snizi obsah vody pod 6 %. Suseni
se provadi pusobenim tepla bud’ pecenim nebo prazenim. Teplota je obvykle okolo 80 °C,
coz je mén¢ nez u ostatnich druhii ¢aje. Obvykle se za¢ina nizsi teplotou, ktera se zvysuje.
Casteéné zde tak jestd probiha proces Zloutnuti [17].
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Obrazek 7: Schéma vyroby zlutého Caje
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2.1.3.3 ObsaZené latky

Charakteristické latky se tvoifi beéhem vyroby, zejména béhem procesu Zloutnuti.
Zahtivani zptisobuje autooxidaci a izomeraci polyfenoll, ¢astecnou hydroxylaci skrobu
a CasteCny rozklad bilkovin. Dale také zptisobuje ¢aste¢nou degradaci chlorofylu. Béhem
zloutnuti dochazi k degradaci chlorofylu na feoforbidy a feofytiny [17]. U zlutého caje
je chut’ sladsi a jemné&jsi nez u Caje zeleného. To je zpiusobeno zejména poklesem
katechinti a dalSich polyfenolovych latek a degradaci aminokyselin [16].

Celkovy obsah polyfenoll je srovnatelny s polyfenoly v zeleném ¢aji. To je zptsobeno
fixaci, kdy se deaktiviiji polyfenoloxidazy a peroxidazy. Béhem Zloutnuti se sice snizil
obsah katechinut, ale vytvofily se katechiny nové. Hlavnimi polyfenoly ve Zlutém ¢aji
jsou katechiny, flavonové a flavanové glykosidy, anthokyanidiny, fenolové kyseliny
a depsid. Katechiny tvoii asi 60-80 % polyfenoli. Obsah EGCG je ve zlutém caji nizsi
nez v zeleném. Zluty &aj naopak obsahuje az 10x vice kyseliny galové. Ta vznika pfi
procesu Zloutnuti a je silnym antioxidantem. Esterové katechiny jsou oxidovany
a hydrolyzovany na komplexni slouceniny jako je napt. kyselina galova, theaflaviny
a thearubiginy. Zluty ¢aj ma téméf stejny obsah theaflavini jako bily a oolong ¢aj a vyssi
obsah nez zeleny ¢aj. Ty vznikaji oxidaci katechini a zplsobuji ¢ervenooranzovou
barvu [17]. Nizky obsah galatovych katechini koreloval s nizkou hotkosti a sviravosti
nalevu [16]. Diky pfitomnym polyfenoliim ma zluty ¢aj nejsiln€jsi antioxidaéni aktivitu
ze v§ech druht ¢ajii. Dale maji 1 antimikrobidlni G¢inky. Tyto G¢inky pozitivné korelovaly
s mnozstvim polyfenoli. Testovani a inhibice prob&éhly na Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis a Bacillus cereus [17]. Sekundarnimi metabolity
a dale regula¢ni u¢inky na imunitni systém [16].

Z alkaloidi obsahuji v susiné asi 2-4 % kofeinu, 0,05 % theobrominu a 0,002 %
theofylinu [17].

Volné¢ aminokyseliny tvoii asi 1-4 % suSiny. Proteiny jsou béhem Zloutnuti
hydrolyzovany na volné aminokyseliny [16]. Ve Zlutém caji bylo zjisténo
18 aminokyselin. Nejvyssi koncentrace byly u theaninu, kyseliny glutamové a glycinu.
Zpusobuji ¢erstvou chut’ zlutého ¢aje [17]. Zejména glutamat a theanin zpusobuji chut’
umami Vv caji.

Sladkou chut’ zpiisobuje piitomna sachardza a laktoza [16]. Dale ¢aj obsahuje vysoké
mnozstvi polysacharida.

SvéZzi a sladké aroma caje zplsobuji t€kavé latky. Hlavnimi t€kavymi slozkami Zlutého
¢aje jsou benzylalkohol a dimethylsulfid. Jsou zde tékavé slozky s vini riize, kadidla
a dfeva. Jde zejména o alkoholy, aldehydy a ethery [17].
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2.1.4 Caj oolong

Obrazek 8: Oolong sypany, nalev [18]
2.1.4.1 Charakteristika

Jde o polofermentovany ¢aj, zahrnujici asi 2 % svétové spotieby ¢aji [19]. Jeho vlastnosti
jsou podobné ¢aste¢né Cernému a Caste¢né zelenému ¢aji. Vyrabi se zejména v Tchaj-
wanu a jizni Cin&. Ma kvétinovou viini a jemné vlastnosti. Jednotlivé druhy &aje se mohou
lisit z dvodu odli$ného stupné fermentace [20].

2.1.4.2 Technologie vyroby

Vyroba se skladda ze sklizné, zavadnuti, n€kolik opakujicich se fazi tiepani a fermentace,
prazeni (fixace), rolovani a suSeni.

Zavadnuti Cerstvych listkil sniZzuje obsah vody a semipermeabilitu membran, to umoziuje
katechinim, ulozenym ve vakuolach, vytékat do cytoplazmy a piijit tak do kontaktu
s oxidazami. Uz zde tedy zacind fermentace. Vadnuti zahrnuje dvé faze: slunecni a vnitini
vadnuti. Ve slunecni fazi se ztraci vlhkost a UV zafeni podporuje genovou expresi
intracelularnich hydrolytickych enzymi beta-primeverosidazy a beta-glukosidazy, které
hydrolyzuji prekurzory tékavych organickych sloucenin, které jsou jinak pfitomné
Vv glykosidické formé.

Proces vadnuti se pak presouva do vnitinich prostor. Zde se listky v intervalech tfikrat
az pétkrat protiepavaji. Kazdy interval trva asi 2 hodiny a zavisi na teploté a obsahu vody
Vv listech. Béhem protfepavani se meéni vin¢ listk. Po protfepani v klidové fazi
prekurzory t€kavych organickych aromatickych latek podléhaji oxidaci a hydrolyze.
Doba fermentace je celkové asi 6-10 hodin [20] a ¢aj je oxidovan z 10-80 % [13].

Dle procesu praZzeni pak miiZeme Caje oolong dale dé€lit na tzv. slabé a siln¢ vonici. Slabé
vonici maji lehké kvétinové aroma, svézi a jemna chut’ se sladkou dochuti. Prazeni
probihd pomalu na mirném ohni (105-115 °C). Slin€ vonici pak maji vyraznéjs$i ovocné
a prazené aroma, jemn¢&jsi a hladsi chut’ se silngjsi sladkou dochuti. Pouzito je zde nejprve
rychlé prazeni pii vysoké teploté (130-135 °C) a nasledné pomalé prazeni nad mirnym
ohném. Prazeni ma kli¢ovou roli pro charakteristicky chemicky profil ¢aje. Prazenim
se snizuje sviravost a zvySuje sladkd dochut’. Horkost se neméni. Obohacuje se aroma
¢aje. Klesa kvétinové aroma a narlistd prazené aroma. Barva listk® 1 nalevu tmavne. Jas
a zelenost nalevu se snizuje, Zlutost se zvysuje [21].
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Obrazek 9: Schéma vyroby Caje oolong
2.1.4.3 ObsaZené latky

Chemickym slozenim se ¢aj oolong, stejné¢ jako bily c¢aj, pohybuje mezi zelenym
a ¢cernym Cajem. Vznikaji vSak i jiné latky, které jsou popsany nize. Obecné slozeni zavisi
na mife oxidace a prazeni. S delsi dobou fermentace se zvySuje sladka chut’, intenzita
kvétinové viing a obsah theaflavinti. Naopak se snizuje mnozstvi galatovych katechinti.
Hlavnimi chutové aktivnimi slouc¢eninami jsou zde katechiny, theaflavin, kofein
a flavonové glykosidy [22].

Béhem fermentace vznikaji nové dimerni a oligomerni polyfenoly, které nenajdeme
Vv zeleném ani ¢erném Caji. Jde napiiklad o theasinensiny. Oproti cernému ¢aji ma vyssi
obsah katechinti a mens$i obsah polymernich polyfenold [19]. Dle studie ma intenzita
hotkosti pozitivni korelaci s koncentraci katechint a adstringentni chut’ pozitivni korelaci
s koncentraci flavonoidu [22].

Béhem vadnuti probihd hydrolyza terpenalkoholovych glykosidi, ze kterych vznikaji
terpenové alkoholy. Také dochazi k oxidaci karotenoidu a lipidii. Z nich vnikaji laktony,
ketony a enoly. Dalsimi t€kavymi latkami jsou gerandiol, linalool a jeho oxidy
a fenylethylalkohol. Tyto davaji ¢aji kvétinovou viini. Pro travnatou viini jsou to zejména
cis-3-hexenal, trans-2-hexenal a 2,4-hexandien. Protfepavanim a naslednou fermentaci
se snizuje travnata a zvySuje kvétinova viné [20]. DalSimi charakteristickymi té€kavymi
sloueninami jsou indol, jasminovy lakton a (E)-nerolidol. Prazeni pii nizsi teploté
se aromatické latky témét neméni. Prazenim pii vysoké teploté se jejich obsah snizuje.
Aminokyseliny maji pozitivni vliv na chut nalevu. L-theanin zmirfiuje hoikost
a sviravost, zvySuje chut umami a sladkost. Kyselina L-glutamova zvySuje umami chut’.
Volné aminokyseliny jsou citlivé na neenzymatické reakce jako jsou Maillardova reakce
a Streckerova degradace, které probihaji behem praZeni. Produktem téchto reakci vznikaji
z aminokyselin, cukri a pektinti nové latky. Jde zejména o pyraziny, pyrroly a furany
[21].
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2.1.5 Cerny ¢aj

Obrazek 10: Cerny &aj sypany, nalev [23]
2.1.5.1 Charakteristika

Jde o nejoblibené;jsi druh ¢aje v Evropé. Zahrnuje az 78 % svétové spotieby ¢aje. Oxidaci
latek ziskava svoji charakteristickou barvu, chut’ i viini. Ma ¢ervenooranzovy nalev [19].

2.1.5.2 Technologie vyroby

Technologie zahrnuje sklizeni, vadnuti, rolovani, fermentaci a suSeni listii.

Trhani listk se provadi prevazné rucné. VEtSinou se sbiraji pupeny a prvni dva listy.
Pokud se sklizi strojové, berou se 1 hrubsi listy a celkova hladina katechinti je tak nizsi.
Nasleduje vadnuti, které snizuje vlhkost listd a ty jsou pak 1épe zpracovatelné
rolovanim [14]. Zavadani se provani na draténych platech, pod ktera se vhani teply
vzduch. Listky ztraci asi 30 % vlhkosti. Listy po této fazi zistavaji zelené [1].

Rolovani narusuje bunécnou strukturu a iniciuje oxidaci. UmoZziuje kontaktu §tavy listl
se vzduchem. RozliSujeme dva postupy vyroby ¢aje. Jde o ortodoxni a CTC vyrobu.
Rozdil spociva ve zptisobu rolovani. U CTC vyroby se listky drti, trhaji a roluji na malé
kousky stejné velikosti. Tyto malé tlomky maji velky povrch a umoznuji tak rychlou
a intenzivni oxidaci. Zavadnuti, rolovani a trhani listki u CTC vyroby se provadi
opakovang, tedy tiikrat az Ctyrikrat. Tato vyroba Caje se pouziva zejména pro vyrobu
sadCkoveého caje. Ortodoxni Cerny Caj se vyrabi svinovanim listkil bez vétsiho poskozeni
struktury [24]. Krolovani u ortodoxni vyroby se vyuZzivaji jednoduché stroje
tzv. rollery [25].

Oxidace probiha asi 45-90 minut v zavislosti na teploté. Teplota je mezi 20 °C a 30 °C.
Je nutna vysoka vlhkost vzduchu a dostate¢ny piistup kysliku [14]. Oxidace probiha diky
endogennim enzymtim. Jde o listovou polyfenoloxidazu a peroxiddzu. Béhem oxidace
se méni barva a vlin¢ listl. Vznikaji barevné theaflaviny a thearubiginy a listky ziskavaji
hnédou aZ médénou barvu.

Vyroba ¢aje je ukoncena susenim fermentovanych listkii [24]. Oxidace je suSenim
zastavena. Susi se ohfatym vzduchem o teploté 85 °C po dobu asi 20 minut.

Obrazek 11: Schéma vyroby ¢erného Caje
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2.1.5.3 ObsaZené latky

Béhem fermentace podléhaji katechiny enzymaticky katalyzované oxidaci a polymeraci.
To vede k pfeméné vétsiny katechinti na oligomery theaflaviny a polymery thearubiginy.
Hlavnimi theaflaviny jsou: theaflavin, theaflavin-3-galat, theaflaviny-3°-galat
a theaflavin-3,3°-digalat [19]. Vznikaji dvoukrokové. Nejprve probiha oxidace katechini
za vzniku chinond. Jde o enzymatickou katalyzu polyfenoloxidazou a peroxidazou.
Ve druhém kroku chinony polymerizuji. To se déje nukleofilni adi¢ni reakei. Vznikaji
katechinony. Ty nasledn¢ oxiduji na theaflaviny [26]. Tyto zptisobuji ¢ervenou az hnédou
barvu nalevu a sviravou chut’ ¢aje [13]. Vyznamné ptispivaji k barvé a chuti cerného Caje
[14]. Jsou povazovany za ukazatele kvality Cerného ¢aje [26]. Theaflaviny jsou
Vv zastoupeni asi 10 % z celkovych ¢ajovych flavonoidi [19]. Pii prodlouzeni fermentace
se jejich hladina dale snizuje [14]. Thearubiginy jsou v zastoupeni asi 50-60 %
z celkovych ¢ajovych flavonoidi [19]. Jejich vznik neni objasnén tak dobie jako
u theaflavind. Maji cervenohnédou barvu. Snadno tvoii nerozpustné komplexy
s kofeinem. Jsou primarné zodpovédné za takzvané ,,krémovani“ pii ochlazeni horkého
¢erného ¢aje. Pivodnich neoxidovanych katechinil v €aji zlstava asi 5-10 % z ptivodniho
mnozstvi [14].

Tmavnuti listkl se d¢je také z diivodu pfemény chlorofylu na feofytiny a feoforbidy.

V Cerném caji bylo identifikovano asi 600 tékavych latek, z nich je asi 41 vyznamnych
pro aroma ¢aje [9]. Hlavnimi latkami aromatu ¢erného ¢aje jsou: benzylalkohol, geraniol,
hexenyl hexanoat, cis-jasmon, linalool, methyl salicylat, nerolidol, fenylacetaldehyd,
fenylethanol, terpineol [14].

2.1.6 Tmavy ¢aj (Pchu-er)

)
)

Obrazek 12: Pu erh lisovany, nalev [27]
2.1.6.1 Charakteristika

Tmavy ¢aj se vyrabi specialni mikrobialni postfermentaci. Vyrabén je prevazné v Cing,
pivodné v provincii Yunnan. Diky jeho specifickym senzorickym vlastnostem
a zdravotnim benefitim se mu dostdva pozornosti po celém svété. RozliSujeme rtizné
druhy tmavého caje dle techniky zpracovani a geografického piivodu. Nejcastéjsi jsou
druhy Pu-erh a ¢aj Fu, ktery byva v stlaéeny do cihly. Dal§imi méné znimymi druhy jsou
napiiklad Kangzhuan, Liubao a Qingzhuan [28]. Barva usuSenych listki je tmavé
kastanova, barva nalevu oranzovo-&ervena. Caj ma diky mikrobialni postfermentaci staré

a zatuchlé aroma a jemnou, sladkou chut’ s malo vyraznou hotkosti a sviravosti [29].
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2.1.6.2 Technologie vyroby

Vyroba tmavého se sklada ze dvou Casti. Nejdiive je vyroben surovy tmavy cCaj, ktery
nasledné podléha postfermentaci. Surovy tmavy ¢aj byva v Ciné &asto vyrabén z listd
¢ajovniku Camellia assamica. Vyroba je podobna jako u zeleného ¢aje. Zahrnuje sbér,
vadnuti, fixaci, rolovani, suSeni listkdl na slunci a nakonec lisovani. Po lisovani vznika
surovy tmavy ¢aj nebo také ,,zeleny* Caj. Tento se néasledné vlh¢i a dava na hromady
k postfermentaci [30].

Mikrobidlni postfermentace je klicovym krokem ve vyrobé tmavého Ccaje.
Mikroorganismy pochdazi z ¢aje, vzduchu, vody nebo vyrobny. RozliSujeme dva typy
vyroby tmavého ¢aje. Tradi¢nim zptisobem postfermentace je skladovani surového
tmavého Caje na hromadach po nékolik let. Obvykle se jednd o vice nez pét let.
Ptredpoklada se, ze se kvalita zvySuje s dobou skladovani. Dal§i moznosti je fermentace
za kontrolovanych podminek, vysoké vlhkosti a teploty. To umoziuje ziskat zraly tmavy
Caj za krat§i dobu [31]. Piesny proces postfermentace zatim neni objasnén.

Fermentace probiha na hromadéach ve vlhkych podminkach. Doba fermentace i teplota
jsou u ruznych druht rizné. Teplota se pohybuje mezi 40 °C a 50 °C. Cihlovy ¢aj Fu,
cihlovy ¢aj Hei, ¢aj Qianliang a ¢aj Tianjian se nechavaji na hromadach asi 12-24 hodin.
Caj Pu-erh, Liupao ¢aj, Qing cihlovy &aj a Kang cihlovy ¢aj maji delsi dobu fermentace.
Béhem fermentace se hromady protiepavaji, aby se zabranilo piehrati. V prabehu se také
méni mikrobialni slozeni.

Caj Pu-erh je nejvice prozkoumany. Nejvice zastoupenym organismem tohoto druhu ¢aje
je plistovy rod Aspergillus. Nejdominantnéj$im druhem je pak druh Aspergillus niger,
ktery je oznacovany jako bezpecny podle GRAS. Dale byly béhem fermentace objeveny
i nékteré bakterialni rody. Konkrétné byly piitomné rody Pseudomonas, Bacillus
a Brevibacterium.

proces se nazyva ,kveteni“. Vytvaifi se b&hem né zlatavé hnédé skvrny
uvniti slisovaného ¢aje [29]. Tyto skvrny jsou zplsobeny rustem houby Aspergillus
cristatum (dfive také Eurotium cristatum).

Koneénym krokem vyroby je suseni zralého tmavého ¢aje [30].

Tmavy ¢aj je vyrabén vice spontanni nez fizenou postfermentaci. Kvalita tmavého caje
je tedy ovlivnéna rozmanitosti a strukturou mikroorganismt. To vede také k otdzce
bezpecnosti tmavého ¢aje. Béhem svého vyrobniho procesu je ¢aj snadno kontaminovan
i patogennimi mikroorganismy [29].

Obrazek 13: Schéma vyroby surového tmavého Caje

Obrazek 14: Schéma vyroby zralého tmavého Caje
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2.1.6.3 ObsaZené latky

Hlavni vliv na chemicky a senzoricky profil ¢aje ma mikrobialni postfermentace. Béhem
této faze prochazi mnoho slozek biochemickymi zménami. Jsou to zejména katechiny,
fenolové kyseliny a flavonoidy s jejich glykosidy. Casto jsou vzniklé latky zdravi
prospesné a biologicky aktivni [28].

V ¢aji jsou pritomné zékladni katechiny jako v zeleném caji. Jejich koncentrace je vSak
niz8i. Po mikrobidlni fermentaci bylo zjisténo mnozstvi katechinl ve zralém ¢aji Pu-erh
niz8i o vice nez 70 %. Hladiny EGCG a ECG jsou sniZeny na témét nedetekovatelné
mnozstvi a hladiny GA se vyznamné zvySuji. Studie ukazuji, Ze zmény galatovych
katechinti (EGCG, GCG, ECG a CG) a negalatovych katechint [EGC, EC, (+)-katechin
a GC] vsak nejsou konzistentni. Galatové katechiny jsou disledné degradovany béhem
mikrobialni fermentace, zatimco hladiny negalatovych katechinii a kyseliny galové
se zvySuji nebo zlstavaji nezménény v rané fazi fermentace a poté klesaji az do konce
fermentac¢niho procesu. Behem hydrolyzy katechini se uvoliiuji negalatové katechiny,
kyselina galova a jednoduché fenolové kyseliny. Bylo zjisténo, ze stejné kyseliny vznikaji
také béhem biotransformace katechinu stfevni mikroflérou [29].

Ve tmavém c¢aji byli identifikovany podobné hladiny celkovych katechini jako v cerném
¢aji. Produkty oxidace katechinti, theaflaviny a therubiginy, byly vSak u tmavého caje
nedetekovatelné [31].

Vznikaji zde také nékteré nové derivaty katechinli. Byly nalezeny naptiklad purieny A
a purieny B. Dale se zvy$uje mnozstvi theabrowninu a fenolové kyseliny. Rada reakei,
véetné degradace, oxidace, kondenzace, strukturdlni modifikace, methylace
a glykosylace, je katalyzovana mikrobidlnimi exoenzymy nebo se vyskytuje v disledku
mikrobialniho metabolismu.

Charakteristickymi latkami tmavého caje jsou theabrowniny. Jde o cervenohnédé
az hné&dé, ve vode rozpustné, makromolekuldrni pigmenty. Jsou sloZeny z fady sloucenin
véetné fenolickych latek, alkaloidl, polysacharidi, proteini a aminokyselin. Jejich
hmotnost se pohybuje mezi 4 kDa a 100 kDa. O jejich vzniku neni mnoho znamo. Cajové
polyfenoly, hlavné katechiny, se nejprve oxiduji na chinony. Chinony jsou dale
oxidovany a polymerovany na theaflaviny a thearubiginy. Tyto jsou nakonec oxidovany
a polymerovany s jinymi latkami (napt. polysacharidy, proteiny a kofeinem) za vzniku
theabrownind. Chinony lze vSak pfimo oxidovat a polymerovat na theabrowniny
bez konverze na meziprodukty theaflaviny a thearubiginy.

Vyznamny pfispévek k chuti ¢ajového ndlevu maji flavonoly a flavony. Davaji mu
sviravost a hotkost. Mohou 1 vyznamné zvySovat hotkost kofeinu. Ve tmavém caji
se flavonoly a flavony odbouravaji mikrobidlni fermentaci. Studie ukézala jejich pokles
ve zralém c¢aji Pu-erh ptiblizné o 65 % oproti surovému tmavému caji.

Ve tmavém caji byli také zjistény nékteré statiny, které jsou v €aji jinak nezvyklé. Byl
nalezen napfiiklad lovastatin a simvastatin.

Celkovy obsah aminokyselin se mikrobidlni fermentaci snizuje. Studie ukazala, Ze obsah
theaninu klesl asi 0 94 % a tryptofanu asi 0 20 %. Naopak obsah alaninu, argininu
aisoleucinu vzrostl. Tyto zmény vyznamné ovlivituji chut' tmavého c¢aje. B&hem
mikrobialni fermentace podléhaji aminokyseliny rznym slozitym reakcim za tvorby
tékavych aldehydu. Jde naptiklad o Maillardovu reakci. Zaroven ale podléhaji peptidy
a proteiny degradaci a vznikaji tak dal$i volné aminokyseliny.

Aroma tmavého Caje se od ostatnich druhti vyznamné lisi. Tento druh ma ,,zatuchlé®
aroma. Toto aroma je primarné zpusobeno skupinou tékavych methoxyfenolovych
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sloucenin. Jde naptiklad o 1,2-dimethoxybenzen, 1,2,3-trimethoxybenzen, 1,2,3-
trimethoxy-5-methylbenzen [29]. Nejhojnéji zastoupenou tékavou slozkou je kyselina
hexadekanova. Dale vyznamné pfispivaji k aromatu tmavého Caje terpenoidy. Hojné
zastoupeny jsou napiiklad a-terpineol, a-ionon, B-ionon, linalool a oxidy linaloolu [30].

Hlavnim alkaloidem je kofein. Pfispiva k hotké chuti nalevu. Studie ukazaly, ze se obsah
kofeinu béhem mikrobialni fermentace snizuje. Jeho hladina je po fermentaci u zralého
¢aje Pu-erh pfiblizn€ o 30 % nizsi nez u surového tmavého ¢aje. Hlavnimi degrada¢nimi
produkty kofeinu jsou theofylin a 3-methylxanthin. Jejich hladiny jsou tedy
po mikrobialni fermentaci zvyseny. [29].

2.2 Zdravotni benefity Caje

Zeleny ¢aj je velkym zdrojem antioxidantii. Jedna se zejména o polyfenoly. Mnoho studii
potvrdilo aktivitu EGCG pohlcujici volné radikély in vitro a in vivo. Bylo zjiSténo,
Ze Cajové katechiny jsou lepSimi antioxidanty nez vitaminy C a E, tokoferol a karoten.
Antioxidacni aktivita Cajovych polyfenoli neni zplisobena pouze jejich schopnosti
vychytéavat superoxidy, ale také zvySenou aktivitou nékterych detoxikacnich enzym jako
je glutathionperoxidaza, glutathionreduktaza, glutathion-S-transferaza, katalaza
a chininreduktaza v tenkém sttevé, jatrech a plicich. Antioxidacni vlastnosti ¢aje mohou
zabranit ateroskleroze [32].

Polyfenoly pfitomné v ¢aji mohou, jako silné antioxidanty, hrat dileZitou roli v prevenci
rakoviny. Snizuji poskozeni DNA v bunice. To muize aktivovat rakovinu vedouci
k malignimu onemocnéni. Mnoho studii potvrdilo, ze polyfenoly ze zeleného a ¢erného
Caje ptsobi v mnoha bodech na rakovinné bunky. Reguluji rist rakovinnych bunék, jejich
pfeziti a metastazu, déale také reguluji ucinky na DNA, RNA a hladiny proteint.
Polyfenoly zeleného Caje inhibuji angiogenezi a metastdzy a indukuji zastaveni rustu
a apoptozu prostiednictvim regulace vice signalnich drah [33].

Zeleny caj je také prospésny pro kardiovaskuldrni systém. Snizuje hladinu cholesterolu
a zabranuje shlukovani krevnich desti¢ek. Klinickd studie ukézala, ze pét porci cerného
¢aje denné snizilo u dospélych s mirnou hypercholesterolemii lipoprotein s nizkou
hustotou (LDL) o 11,1 % a celkovy cholesterol o 6,5 %. Pfedpoklada se, Ze divodem
je potencialni schopnost ¢aje omezit vstiebavani cholesterolu ve stfevech. Studie také
zjistila, Zze pravidelna konzumace €aje snizuje riziko vzniku vysokého tlaku [34][35].
Theofylin v ¢aji se pouziva k prevenci respiraénich onemocnéni, jako je sipani, dusnost
a potize s dychdnim zplsobené astmatem, chronickou bronchitidou, rozedmou plic
a dalSimi plicnimi chorobami. Uvoliiuje a otevira dychaci cesty v plicich, coZ usnadnuje
dychani.

Caj se zejména v Ciné pouziva jako domaci 1ék na popaleniny, rany a otoky. Obklad
ze zeleného Caje zmirfuje svédéni a zanét pfi bodnuti hmyzem, obklad zastavuje
krvaceni. Taniny a flavonoidy Caje maji antiseptické vlastnosti. Taniny maji také
protizanétlivé ucinky. Slozky zeleného ¢aje mohou byt uzitecné lokdlné pro podporu
regenerace kiize, hojeni ran nebo lécbu urcitych epitelidlnich stavii, jako jsou afty,
lupénka a aktinicka keratoza. EGCG nebo smés hlavnich polyfenolid zeleného caje
v uré¢itych koncentracich stimulovaly starnouci keratinocyty k syntéze DNA, ptipadné
k obnoveni bunééného déleni [32].

Protoze zeleny Caj obsahuje adstringentni taninové slouceniny, mize zmirnit zazivaci
potize, prijem a dalsi formy gastrointestinalni dysfunkce. Caje s antibakterialnimi,
antioxida¢nimi, antiseptickymi a detoxikacnimi vlastnostmi jsou velmi uc¢inné pii 1€cbé
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infek¢ni Uplavice a také pfi zmirfiovani zanétlivého onemocnéni stfev. Diky tomu je Caj
uziteCny jako domaci 1€k na rizné zazivaci potize.

Studie na zvitatech odhalily, Ze zeleny ¢aj mize mit vlastnosti, které brani rozvoji diabetu
1. typu a zpomaluji progresi, jakmile se rozvine. Cajové polyfenoly snizuji hladinu
glukézy v séru inhibici aktivity enzymu $tépiciho $krob, amylazy. Caj inhibuje jak
slinnou, tak stfevni amylazu. V disledku toho se Skrob odbouravd pomaleji a nahly
vzestup glukdzy v séru je minimalizovan.

Cajovniky extrahuji fluor z pidy, ktery se pak hromadi v listech. Caj je proto velmi
bohatym zdrojem fluoru a jeden Salek caje mize obsahovat 0,3 mg az 0,5 mg fluoridu.
Ten ma silnou vazebnou schopnost k ¢asteckam skloviny na povrchu zubu, coz zabranuje
vzniku zubniho kazu. Ex vivo klinické studie na lidech naznacily, Ze pravidelné piti Caje
muzZze snizit vyskyt a zavaznost zubniho kazu.

Bylo prokazano, ze ¢ajovy extrakt ma virocidni aktivitu proti détské obrné, chipce a viru
herpes simplex. Katechin ze zeleného ¢aje mé antimikrobidlni a antivirové G€inky proti
fad¢ infekénich agens [32].

2.3 Fenolické latky

Fenolické latky jsou polyhydroxylované slouceniny. Jde o vyznamné sekundarni
metabolity rostlin [36]. Jejich tvorba v rostlinach je zvysena vlivem vnéjsiho stresu jako
je ultrafialové zafeni, chlad, sucho nebo patogenni infekce [37]. Vyskytuji se ve vnéjsich
Castech rostlin, zejména v listech a kvétech.

Dé¢li se na zéklad¢ struktury, kterd je velmi rozmanitd. Jde o jednoduché fenoly
az po polymerni taniny. Zékladnich dé€leni fenolickych latek je na flavonoidy a fenolové
kyseliny. Flavonoidy se dale déli na antokyanidy, flavanoly, flavony, flavonoly,
flavanony a isoflavonoidy. Flavonoidy se v rostlinach vyskytuji nejcastéji ve formé
glykosidu. Vyjimkou jsou flavanoly, také nazyvané katechiny [36].

V ¢aji jsou obsazeny zejména flavanoly a flavonoly. flavanoly neboli katechiny zahrnuji
az 20-30 % susiny zeleného c¢aje. Jsou to bezbarvé, ve vodé rozpustné latky. Zptsobuji
hotkost s sviravost ¢ajového nalevu [38]. Katechiny obsazené v ¢ajich jsou katechin,
epikatechin, galokatechin, epigalokatechin, katechin galat, epikatechin galat,
galokatechin galat, epigalokatechin galat, prokyanidin C1, prokyanidin BI
a theasinensin C [39].
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(-)-Epikatechin: R1=R2=H
(-)-Epigallokatechin: R1=0OH, R2=H
(-)-Epikatechin galat: R1=H, R2=X
(-)-Epigallokatechin galat
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(+)-Katechin: R1=H
(+)-Gallokatechin: R1=OH

(-)-Katechin:R1=R2=H
(-)-Gallokatechin: R1=0H, R2=H
(-)-Katechin galat: R1=H, R2=X
(-)-Gallokatechin galat: R1=0OH, R2=X
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OH

(+)-Epikatechin

Obrazek 15: Vzorce vybranych katechinti
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OH

Flavonoly jsou v ¢ajich, jak je zminéno vyse, pfitomny ve formé glykosidi. Cukerné ¢asti
glykosidi se skladaji nejcastéji z glukdzy, rhamanodzy, galaktozy, arabinozy a fruktozy
[38]. V ¢ajovych listech jsou nejvice zastoupeny kvercetin, kaempferol a myricetin. Mezi
flavonolové glykosidy se fadi napiiklad astragalin a rutin [39]. Glykosidicky nevazané
flavonoly se v ¢ajovém nalevu nenachazeji ve vysokych mnozstvich. To je zptsobeno

jejich $patnou rozpustnosti ve vode¢.

OH

Mpyricetin: R1=R2=R3=0H
Kvercetin: RI=R2=0H, R3=H
Kaempferol: R1=0H, R2=R3=H

Obrazek 16: Vzorce vybranych flavonolt
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Z fenolickych sloucenin jsou v ¢ajich pfitomny déale pigmenty. Jde o theaflaviny a
thearubiginy. Theaflaviny vznikaji reakci katechinovych chinonii a gallokatechinu.
Hlavnimi theaflaviny v ¢aji jsou theaflavin, theaflavin 3-gallat, theaflavin 3'-gallat a
theaflavin 3,3'-digalat. Vznik thearubiginli neni zatim objasnén. Obsah theaflavini
v ¢erném caji je asi 0,3-2 % susSiny a thearubiginti 10-20 % susSiny.

OH

O
ul/[/o R| OH

OH

Theaflavin: RI=R2=H

Theaflavin 3-galat: R1=galat, R2=H
Theaflavin 3"-galat: R1=H, R2=galat
Theaflavin 3,3 -digalat: R1=R2=galét

Obrazek 17: Vzorce vybranych theaflavinti
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Obrazek 18: Vzorec thearubigini

V niz$ich koncentracich se v ¢ajich nachazeji i fenolové kyseliny [38]. Mezi tyto kyseliny
patii napiiklad kyselina galova, kyselina ellagova, kyselina chlorogenova, theogallin,
pyrogalova kyselina, kyselina kumarova, kyselina kavova, kyselina ferulové a kyselina
skoficova [39].

Pro stanoveni celkovych polyfenoli se vyuziva Folin-Ciocalteauova testu.
Pro kvalitativni i kvantitativni stanoveni jednotlivych fenolickych latek je casto
vyuzivana vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie. Pro analyzu je Casté pouziti kolon
s reverzni fazi. Jako elu¢ni mobilni fdze jsou vyuZivany methanolové a acetonitrilové
roztoky. Nej€astéji jsou vyuzivany UV detektory nebo detektory s diodovym polem, déle
také elektrochemické, fluorimetrické nebo chemiluminiscenéni detektory [38].

25



3 PRAKTICKA CAST

3.1 Pouzité chemikalie, pristroje a material
3.1.1 Chemikalie

3.1.1.1 Standardy fenolickych latek

Rutin hydrat, > 94 %, Sigma Aldrich
p-Kumarova kyselina, > 98 %, Fluka
(+)-Katechin hydrat, > 98 %, Sigma Aldrich
(-)-Epigalokatechin galat, > 95 %, Sigma Aldrich
Kvercetin dihydrat, > 98 %, Sigma Aldrich
(-)-Epikatechin, > 98 %, Sigma Aldrich
(-)-Galokatechin galat, > 98 %, Sigma Aldrich
(-)-Epikatechin galat, > 98 %, Sigma Aldrich
(-)-Galokatechin, > 98 %, Sigma Aldrich
Protokatechova kyselina, > 98 %, HWI Group
Kyselina kavova, > 98 %, Sigma Aldrich
Kyselina galova, > 98 %, Sigma Aldrich
Kaempferol, > 98 %, Fluka

3.1.1.2 Ostatni

Methanol, > 99,9 %, Fisher chemical
Kyselina mravenci, 99-100 %, VWR Chemicals
Voda LC-MS, Fisher chemical

3.1.2 Pristroje

Michacka magneticka RO 10, IKA
Analytické vahy, Sartorius
Mikropipety, Thermo Fisher Scientific
Analyza LCMS:
Soustava LC/MSD Series, 1260 Infinity EL5D, Agilent InfinityLab
Kolona, Kinetex, 5 um, EVO C18, LC, 250x4,6 mm
Analyza HC-SPME-GC:
Plynovy chromatograf Trace™ 1310 se split/splitless injektorem, Thermo Fisher
Scientific
Kapilarni kolona TG-WaxMS (30 m x 0,25 mm x 0,5 um)
Hmotnostni detektor ISQ™ LT Single Quadrupole, Thermo Fisher Scientific

26



3.1.3 Material

Tabulka 1: Seznam pouzitych vzorku ¢aje

Oznaceni

Nazev Druh ¢aje | Zemé piivodu | v praci
Ceylon gunpowder Zeleny | Sri Lanka Z1
Bancha Zeleny | Japonsko Z2
China gunpowder Zeleny | Cina Z3
Lung Ching - Dra¢i studna Zeleny Cina Z4

Bio Yunnan green Zeleny  |Cina Z5
Ceylon OPA Zeleny | Sri Lanka Z6
China Yunnan Cerny Cina Cl

Earl grey Cerny Sri Lanka C2
Ceylon Nuwara Eliya Cerny Sri Lanka C3

Bio Gruzie Ozurgeti Cerny Gruzie C4
Assam Nahorhabi Cerny Indie Cs
Assam CTC Cerny Indie Cé

Tie Kuan Yin - Zelezna bohyné& milosrdenstvi | Oolong Cina 01
Ceylon Oolong Oolong | Sri Lanka 02
Pu-Erh Tmavy Cina SP1
Pu-Erh Power Tmavy |neuvedena SP2
Rooibos Massai Rooibos | neuvedena SP3
Bio Jpan Kukicha Zeleny | Japonsko SP4

Vsechny pouzité vzorky &ajii pochézi od prodejce Caj a kava Michal s.r.o.

3.2 Stanoveni fenolickych latek v ¢ajovych extraktech

Vzorky ¢aje byly podle potteby nadrceny. Do kadinky byla pfevedena navazka caje 1 g
a bylo pfidano 10 ml smési vody pro LC analyzu a methanolu v poméru 1:1. Extrakce
probihala po dobu 30 minut za stalého michani. Extrakt byl ptefiltrovan. Do vialek byl
extrakt zfedén vyse zminénou smési methanolu a vody v poméru 1:1.
Analyza vzorku byla provedena na koloné Kinetex EVO C18 o rozmérech 250x4,6 mm
a zrnitosti 5 um. Kolona byla vyhtivana na 35 °C. Eluce probihala gradientové. Mobilni
faze byla slozena z 1% kyseliny mravenc¢i a methanolu. Pomérové sloZzeni mobilni faze
Vv pribéhu gradientové eluce je uvedeno v Tabulce 2. Pritok mobilni faze byl 1 ml/min.
Nastiik vzorku byl v objemu 5 ul. Detekce byla pomoci hmotnostniho spektrometru
s teplotou plynu 325 °C a napétim kapilary 3500 V. prutok plynu byl 10 1I/min.
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Tabulka 2: SloZeni mobilni faze v prubéhu analyzy LC/MS

t [min] |HCOOH 1% [%] | Methanol [%)]
0 90 10

2,5 90 10

20 10 90
20,01 50 50
25 50 50
25,01 90 10

Za stejnych podminek byla provedena kalibrace. Pro kalibraci byly vyuzity standardy
epigalokatechin galatu, galokatechin galatu, katechinu, epikatechinu, kyseliny kumarové
a galové, kvercetinu, rutinu, kaempferolu, kyseliny protokatechové, epikatechin galatu,
galokatechinu a kyseliny kavové.

3.3 Stanoveni fenolickych latek v ¢ajovém nalevu

Navazka 5,5 g ¢aje byla pfevedena do ¢ajového sitka v kadince. Pro €aj rooibos byla
navazka 2 g. Bylo piidano 175 ml horké vody. Pro japonské zelené ¢aje (Bancha) byla
teplota vody 65 °C a délka extrakce 30 s. Pro ostatni zelené ¢aje byla teplota vody 75 °C
a délka extrakce 30 s. Pro ¢aje oolong byla pouzita teplota vody 85 °C a délka extrakce
1,5 minuty. Pro ¢erné ¢aje byla teplota vody 100 °C a délka extrakce 2 minuty. Pro tmavé
¢aje byla teplota vody 95 °C a délka extrakce 2 minuty. Pro ¢aj rooibos byla teplota vody
100 °C a délka extrakce 4 minuty [40]. Extrakt byl piefiltrovan do vialek.

Analyza vzorki metodou HPLC byla provedena za stejnych podminek jako vyse zminéna
analyza fenolickych latek v cajovych extraktech.

3.4 Analyza tékavych latek v ¢aji

Ptiprava vzorki pro analyzu tékavych latek
Vzorky caji byly podle potieby nadrceny. Do vialek pro analyzu GC bylo navazeno
200 mg vzorku.
Identifikace vzorkl byla provedena metodou headspace mikroextrakce na pevnou fazi
ve spojeni s plynovou chromatografii s hmotnostni detekci (HS-SPME-GC-MS).
Podminky SPME extrakce:
- Doba extrakce: 20 minut, doba inkubace: 10 minut
- Agitator: zapnuty 5 sekund, vypnuty 60 sekund, teplota 40 °C
Podminky analyzy:
- Teplota injektoru: 230 °C
- Doba desorpce: 20 minut
- Davkovani: splitless, ventil uzavien 10 minut
- Nosny plyn: helium s pratokem 1 ml/min
- Teplotni program: 40 °C vydrz 1 minutu, vzestupny gradient 5 °C/min, do 220 °C
vydrz 12 minut
- Celkova doba analyzy: 55 minut
- Hmotnostni detektor:
mod: EI, teplota iontového zdroje 200 °C, skenovaci rozsah: 30-370 amu, zacatek
skenovani: 5,5 min, rychlost skenovéni: 0,2 s
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Analyzovanymi vzorky byly sypané caje. Pro zdkladni mezidruhové srovnani bylo
vybrano 6 zelenych a 6 ¢ernych ¢aju, pochazejicich z riznych zemi. Dale byly pro
analyzu vybrany dva ¢aje oolong a specialni ¢aje jako pu erh, rooibos a kukicha. Jelikoz
jsou u caju oolong mozné rtizné stupné oxidace, byly vybrany Caje s niz§im a vysSSim
stupném oxidace. JelikoZ jsou €aje pu erh hiife sehnatelné, jeden druh byl zvolen ve smési
s kvéty a ovocem. Kukicha je druh zeleného japonského caje, ktery se sklada nejen
z listku, ale 1 stonki a fapikd, které se bézn¢ vyhazuji [41]. Rooibos neni pravym ¢ajem.
Listky pro ptipravu tohoto napoje se ziskavaji z kete Aspalathus Linearis neboli Cajovce
kapského. K vzorklim byl zatfazen kvili jeho udajné antioxidacni aktivit¢ zpiisobené
fenolickymi latkami podobnymi jako u ¢aje pravého [42].

Ve vzorcich byly analyzovany vybrané druhy fenolickych latek a nasledné byly caje
srovnany mezidruhové a porovnany se specialnimi ¢aji. Dale byly Caje srovnany dle
oblasti péstovani. Probéhla i analyza tékavych latek, ktera pomohla k charakterizaci
sypan¢ho caje.
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4.1 Stanoveni fenolickych latek v ¢ajovych methanolovych extraktech

Fenolické latky byly analyzovany vyse zminénou metodou LC/MS a data byla nasledné
vyhodnocena pomoci softwaru pro identifikaci latek. Standardy byly nejprve samostatné
analyzovany pro zjiSténi jejich retencniho ¢asu a hmotnostniho spektra. Tyto informace
pro jednotlivé analyty jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3: Reten¢ni ¢asy a hmotnostni spektra analyzovanych latek

Latka Rt [min] m/z [-]
EGCG 9 457,1
GCG 9,8 457,169
Katechin 6,8 288,9
EC 8,7 288,9
ECG 10,3 4411
GCG 4 305
Kyselina kumarova 9,9 118,9
Kyselina galova 3 168,9
Kvercetin 14,6 301
Rutin 12,7 609,1
Kaempferol 15,99 285
Kyselina

protokatechova 4,4 108,9
Kyselina kdvova 8,1 178,9

Na Obrazku 19 a Obrazku 20 jsou uvedeny chromatogramy methanolovych extrakti ¢aja.

Jde 0 zeleny a Cerny €aj. Jsou zde popsany vybrané piky.
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Obrazek 19: Chromatogram zeleného ¢aje Bancha
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Obrazek 20: Chromatogram ¢erného ¢aje China Yunnan

Obsah fenolickych latek v ¢ajich byl stanoven duplicitné. Odchylka mezi métenimi Cinila
méné nez 10 %. Stejnou metodou byly provedeny kalibrace s vyuzitim jednotlivych
standardt. Kalibra¢ni kiivky i s regresnimi rovnicemi a regresnim koeficientem jsou
uvedeny V ptiloze této diplomové prace. Pomoci regresnich rovnic byly vypocitany
koncentrace jednotlivych fenolickych latek Vv ¢ajovém exktraktu. Pro vypocet
koncentraci byly pouzity vySky pikd. Koncentrace fenolickych latek byla néasledné
prepoctena na mg na g sypaného caje.
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Tabulka 4: Obsah vybranych katechini v methanolovych extraktech ¢aje [mg/g]

Oznaceni

Vzorek vzorku EGCG |GCG |Katechin|EC ECG |GC
Ceylon gunpowder Z1 751| 0,476 0,325| 0,477| 2,215| 1,29
Bancha Z2 7,74| 0,437 0,245| 0,623 2,14| 1,03
China gunpowder Z3 6,98| 0,499 0,263| 0,414 2,02| 0,736
Draéi studna Z4 6,84| 1,57 0,340| 0,280| 2,15| 0,991
Bio Yunnan green Z5 1,14| nd. 0,511| 1,19| 1,65|0,0669
Ceylon OPA Z6 7,96 0,389 0,544| 0,662 2,35| 1,57
China Yunnan Cl 0,684| n.d. 0,117/0,0791| 1,05|0,0179
Earl grey C2 429 nd.| 0312 0,394| 1,81| 0,180
Ce_ylon Nuwara &3

Eliya 6,69 |0,0574 0,723| 0560| 2,25| 0,926
Bio Gruzie Ozurgeti| €4 0,149 nd.| 0,0016| n.d.| 0,111/0,0043
Assam Nahorhabi Cs 4,86 n.d. 0,519| 0,356| 1,86| 0,251
Assam CTC Cé 1,24| nd.| 0,0439] n.d.| 0500]0,0289
Zglezné bohyné o1

milosrdenstvi 6,86| 0,203 0,320| 0,828| 1,86| 0,968
Ceylon Oolong 02 6,76| 0,710 0,475| 0,366| 2,17| 1,32
Pu-Erh SP1 0,958| n.d. 0,151| 0,472| 0,674|0,0952
Pu-Erh Power SP2 0,0620| n.d.| 0,0532|0,0144|0,0279|0,0537
Rooibos Massai SP3 0,0426| n.d.| 0,0158| n.d.|0,0005| n.d.
Bio Japan Kukicha SP4 7,43| 0,272 0,410| 0,798| 1,82| 0,795

n.d. — latka nebyla detekovana
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Tabulka 5: Obsah ostatnich vybranych flavonoidt a fenolovych kyselin v methanolovém
extraktu Caje [mg/g]

2 2
s T:” c ° §
eni 25| 3| 5| £ E 2% |85
Oznadeni 25 z, > 5 G 2| >&
Vzorek vzorku X i X X o X | X a| X
Ceylon gunpowder Z1 0,0133| 3,92| 0,138| 0,561| 0,281| 0,148| 0,345
Bancha Z2 n.d.|0,0973 n.d.| 0,451 n.d.|0,0032|0,0135
China gunpowder Z3 0,0014| 0,509 n.d.| 0,298|0,0007|0,0155|0,0464
Draci studna Z4 n.d.| 0,531 n.d.| 0,247(0,0025|0,0063 |0,0449
Bio Yunnan green Z5 0,0102| 1,11(0,0100| 0,667 |0,0503|0,0678| 0,105
Ceylon OPA Z6 0,0025| 0,997(0,0721| 1,12|0,0406| 0,257| 0,189
China Yunnan Cl1 0,0098| 0,958 n.d.| 0,337(0,0377|0,0396 |0,0427
Earl grey 2 n.d. 1,42 n.d.| 0,649(0,0752|0,0192| 0,148
Ce_ylon Nuwara 3
Eliya n.d. 1,16 n.d.| 0,912(0,0546|0,0151| 2,51
Bio Gru_zie Ca
Ozurgeti 0,0092| 0,489 n.d.|0,0714 n.d.|0,0411 n.d.
Assam Nahorhabi Cs 0,0069| 1,84 nd.| 0,313| 0,110|0,0141|0,0598
Assam CTC C6 0,0071| 0,951 n.d.| 0,384(0,0369|0,0279|0,0738
Ze}ezné bohyné o1
milosrdenstvi n.d. | 0,0683 n.d.| 0,459 n.d. | 0,0052|0,0128
Ceylon Oolong 02 0,0022| 0,976|0,0072| 0,719|0,0395|0,0654| 0,178
Pu-Erh SP1 0,0030| 1,54(0,0389| 0,179|0,0858|0,0892|0,0396
Pu-Erh Power SP2 nd.| 1,30/0,0200| 0,208|0,0658|0,0582| 0,125
Rooibos Massai SP3 0,129|0,0184|0,0686| 0,585 n.d.| 0,115|0,0176
Bio Japan Kukicha SP4 nd.| 0,118 nd.| 0,246 n.d.| 0,0093|0,0319

n.d. — latka nebyla detekovana

Z Tabulky 4 a Tabulky 5 vyse je znatelny vyssi obsah vétsiny katechinl u zelenych ¢aju
a ¢aju oolong oproti fermentovanym ¢ernym ¢ajim.

V praci [43] o zménach aminokyselin, katechinti, alkaloidd a kyseliny galové v riznych
druzich ¢ajii, byla provadéna extrakce ¢aji podobnym zplusobem jako v této diplomové
praci. Misto michacky byla pouzita ultrasonicka lazen. Koncentrace katechind [43] jsou
vys$$i nez koncentrace stanovené v této diplomové praci. To muize byt zplisobeno
intenzitou michani pfi extrakci. Dale také dobou skladovani vzorkil pfed samotnou
analyzou, kdy mohlo dojit k oxidaci nékterych latek. Trend poklesu katechinli u ¢ernych
Caju oproti zelenym ¢ajum [43] koreluje s touto diplomovou praci. V literatuie uvedena
koncentrace EGCG [43] ¢ini u zeleného Caje primérné 27,9 mg/g u Cerného Caje
4,67 mg/g. Kyselina galova ma potom opacny trend. U zelenych ¢aji ¢ini jeji koncentrace
0,1 mg/g au ¢ernych ¢ajii 0,76 mg/g.
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Vysledky této diplomové prace potvrdily predpoklad vyssiho obsahu katechinti
u zelenych ¢aji a vyssiho obsahu rozkladnych produktii, zde kyseliny galové, v cernych
Cajich. Fermentace tedy zfejmé zpisobila rozklad katechinti u ¢ernych caju [43].

U ostatnich flavonoidii a fenolovych kyselin neni viditelny rozdil mezi jednotlivymi
druhy ¢aji s vyjimkou vy$e zminéné kyseliny galové a kvercetinu, ktery v ¢ernych ¢ajich
nebyl identifikovany viubec. Koncentrace kvercetinu a kaempferolu byly v ¢ajich téméf
zanedbatelné oproti obsahu rutinu. To bylo ziejmé zplsobeno tim, Ze jsou kvercetin
a kaempferol flavonoly, které se v nevazané form¢ v ¢ajich téméf nevyskytuji. Nejéastéji
se vyskytuji v glykosidicky vdzané formé, kterou je naptiklad rutin.

Pti srovnani stejnych druhii ¢aje se vyrazné odlisuji bio ¢aje, jak u zelenych, tak u ¢ernych
&aji. Tyto vzorky (Z5 a C4) vykazovaly vyrazné niZsi obsah katechintl a kyseliny galové
proti ostatnim vzorktim stejného druhu. Dale byl zjistén nizsi obsah katechinti a kyseliny
galové u vzorku Assam CTC (C6), ktery pochazi ze stejné oblasti jako Assam Nahorhabi
(C5), ale prochazi jinym zptisobem zpracovani. U tohoto vzorku ziejmé doslo
k intenzivngj$i fermentaci vlivem technologického postupu, pii kterém jsou listky vice
nadrceny a mackany. S mnozstvim katechinii koreluje i barva nalevu. Pti srovnani vzorki
C6, kde je nejnizsi obsah katechind a C3, kde je nejvyssi obsah katechint ze viech
gernych &ajl, je patrna vyrazné tmavii barva nalevu u vzorku C6. To koreluje
s predpokladem, Ze sezkatechini nasledné tvofi cajova barviva theaflaviny
a thearubiginy.

Obrazek 21: Srovnani nalevi &ernych ¢aji vzorkt C6 (vlevo) a C3 (vpravo)
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V pripad¢ ostatnich specialnich ¢aji bylo pro analyzu k dispozici jen malé mnozstvi
vzorkll. U ¢€ajli oolong byly analyzovany dva vzorky. Vzorek Zeleznd bohyné
milosrdenstvi mél mit dle prodejce nizsi stupen fermentace oproti vzorku Ceylon oolong.
Toto potvrzuji i Obrazek 22 a Obrazek 23, na kterych jsou vyfoceny oba druhy caju
Vv sypané form¢ a ve formé nalevi. Jsou zde patrné rozdily v barvach. Vzorek zelezna
bohyné milosrdenstvi (na obrdzcich vlevo) ma zelen¢;si listky a svétlejsi nalev nez ceylon
oolong. Obsah katechinii ve vzorku O1 by tedy mél byt o néco vyssi nez u vzorku O2.
Vyssi obsah je vSak pouze u EGCG a EC. To miiZze byt zplisobeno napiiklad malym
rozdilem ve stupni fermentace, odliSnou oblasti péstovani ¢i riznym kultivarem rostliny.
Oba vzorky jsou obsahem katechinti podobné spiSe zelenym ¢ajim. Na ostatni flavonoidy
a fenolové kyseliny je vyrazné bohatsi vzorek O2. U vzorku O1 nebyly nékteré analyty
vibec detekovany. Konkrétné to byly kyselina kumarova, kvercetin a kaempferol.
To mize byt zpisobeno tvorbou novych latek béhem fermentace.

Obrazek 22: Srovnani sypanych ¢ajii oolong Zelezna bohyné milosrdenstvi (vlevo) a ceylon
oolong (vpravo)

Obrazek 23: Srovnani nalevi ¢aji oolong zelezna bohyné milosrdenstvi (vlevo) a ceylon oolong
(vpravo)
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Dal8imi specialnimi ¢aji byly tmavé ¢aje Pu erh. Jeden vzorek (Pu erh, SP1) byl Cisty
a druhy vzorek (Pu erh power, SP2) byl ve smési s ovocem a Cajem maté, ktery neni
vyrobeny z ¢ajovniku a neobsahuje velké mnozstvi fenolickych latek. Ztejmé z tohoto
divodu byly obsahy vSech métenych latek, vyjma rutinu a kyseliny kavove, nizsi nez
uvzorku SP1. Obsahem katechini byl vzorek SP1 spise podobny cernym c¢ajum.
Zajimavy je obsah flavonoli ve vzorku SP1. Obsah kvercetinu a kaempferolu je vyssi
nez u vétsiny ostatnich vzorku. Naopak obsah rutinu je niz$i nez u ostatnich vzork.
To mohlo byt zpisobeno odliSnym zplsobem fermentace Cernych a tmavych caju,
kdy mohlo dojit k rozkladu glykosidicky vazanych flavonola.

Caj rooibos, vyrabény z ¢ajovniku kapského obsahoval oproti pravym ¢ajim velmi mala
mnozstvi katechinti i kyseliny galové. Naopak vykazoval vyrazné vys$si mnozstvi
kyseliny kumarové, kyseliny protokatechové a kvercetinu. Japonsky zeleny ¢aj kukicha
(SP4) se obsahem katechini velmi podobal zelenym ¢ajum. V piipad¢ katechinu a EC
dokonce obsahoval vice téchto latek. Obsahem ostatnich flavonoidt a fenolovych kyselin
byl tento ¢aj spiSe mén¢ vyrazny oproti ostatnim druhtim ¢aju.
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Zjisténé koncentrace fenolickych latek u zkoumanych ¢aji byly zpracovany pomoci
statistické analyzy. Pro analyzy bylo nutné data standardizovat. Byla provedena shlukova
analyza pro rozdé¢leni ¢ajii do skupin na zéklad¢ jejich podobnosti. Dale byla provedena
analyza hlavnich komponent (PCA), ktera je popsana nize.

Na Obrazku 24 je uveden dendrogram, ziskany shlukovou analyzou. Jsou zde barevné
vyznacené dvé rozliSené skupiny ¢aji. Skupina oznacena hnédou barvou obsahuje 5 ze 6
méienych vzorkii cerného Caje a oba vzorky specialnich ¢ajii Pu erh. Jejich podobnost
v ramci technologického zpracovani Caje spociva v uplné fermentaci. Druhd skupina
vzorkll, oznac¢end zelenou barvou, obsahuje dva vzorky zeleného Caje, oba vzorky Caje
oolong a specialni japonsky ¢aj kukicha. Jejich podobnost v ramci technologického
zpracovani je v nizkém nebo Zadném stupni fermentace. Ostatni vzorky byly vice ¢i méné
odlehlé od uvedenych dvou skupin.

6

5}t

Rooibos Massai
Ceylon Nuwara Eliya
Ceylon OPA

Bio Yunnan green
Draci studna
Assam Nahorhabi
Earl grey

Pu-Erh

Bio Gruzie Ozurgeti
Pu-Erh Power
Assam CTC

China Yunnan
Ceylon Oolong
China gunpowder
Bio Jpan Kukicha
Bancha

Ceylon gunpowder

Zelezna bohyné milosrdenstvi

Obrazek 24: Dendrogram shlukové analyzy methanolovych extraktd ¢ajl

37



Tabulka 6: Hodnoty hlavnich komponent methanolovych extrakta ¢aju

Cislo Eigenvalue Variabilita Kl_mlulativni Kl,_lml:ll_atiVl’li

komponenty [%0] eigenvalue | variabilita [%]
1 4,87007 37,46 4,87006 37,46
2 2,98404 22,95 7,85410 60,42
3 1,53989 11,85 9,39400 72,26
4 1,51965 11,69 10,91364 83,95
5 0,87309 6,72 11,78673 90,67
6 0,49330 3,79 12,27993 94,46
7 0,29372 2,26 12,57365 96,72
8 0,25552 1,97 12,82917 98,69
9 0,11342 0,87 12,94260 99,56
10 0,04048 0,31 12,98307 99,87
11 0,01428 0,11 12,99735 99,98
12 0,00211 0,02 12,99947 99,99
13 0,00053 0,004 13,00000 100,00

V Tabulce 6 jsou uvedeny hodnoty hlavnich komponent. Vyznamnou mérou se proménné
promitly do ¢tyf komponent. Pro dalsi praci byly vybrany komponenty 1 a 2, které
zahrnovaly vice nez 50 % variability vzorku.

V grafu na Obrazek 25 je vidét rozdéleni proménnych do roviny kvadrantd komponenty
1 a komponenty 2. V kvadrantu 4 jsou zahrnuty v§echny katechiny. Ve druhém kvadrantu
jsou ostatni flavonoidy a fenolové kyseliny s vyjimkou kyseliny kavové, kterd je
na pomezi 2 a 4 kvadrantu a kyseliny kumarové, ktera je v kvadrantu 1. Na Obrazku 26
je znazornéna projekce vzorki ¢aji do roviny komponent 1 a 2. Druhové odliseni
do skupin zde neni vyrazné. Vzorky zelenych ¢aji 1 a 6 jsou Vv pozitivni korelaci
s komponentou 1 1 2, vyznacuji se tedy vysokym obsahem jak katechintl, tak ostatnich
fenolickych latek. Zbytek zelenych Caji lezi ve 4. kvadrantu, tedy v pozitivni korelaci
s katechiny. To opét potvrzuje literatura [14], dle které by v zelenych ¢ajich mél byt vyssi
obsah katechinll nez v ¢ernych cajich. V Cernych cajich jsou katechiny z ¢asti rozlozené
na produkty, kterymi jsou i kyseliny [26]. Z tohoto diivodu jsou skupiny vzorki ¢ernych
¢ajl, mimo vzorek 3, zobrazeny ve stfedu grafu nebo v zaporné korelaci s komponentou
1 a na pomezi zaporné a kladné korelace s komponentou 2.

Oba vzorky ¢aju oolong vykazovaly podobnou korelaci jako vzorky zelenych ¢aju.
Nachézi se ve 4 kvadrantu, ktery se vyznacuje vysokym obsahem katechinl a nizkym
obsahem kyselin a ostatnich flavonoidii. Specialni ¢aje jsou v 1. kvadrantu, coz odpovida
vysokému obsahu kyselin a ostatnich flavonoidl. Jde o ¢aje Pu erh a rooibos. Naopak
specialni ¢aj kukicha je v kvadrantu 4, coz je pravdépodobné zplisobeno jeho technologii
vyroby, ktera je stejna jako u zelenych caji [41].
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Obrazek 26: Projekce vzorkt caje dle druht do roviny komponent 1 a 2

Komponenta 1: 37,46%
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Na Obrazku 27 je znézornéna zavislost komponent 1 a 2, zahrnujicich udaje
0 geografickém puvodu vzorkiu. Pro toto rozd€leni bylo Kk dispozici pomémé malé
mnozstvi vzorkill. Analyzou byly odlisitelné pouze dvé skupiny vzorkd. Nejlépe
rozliSenou skupinou jsou vzorky pochazejici z Japonska, coz je zeleny ¢aj bancha
a specialni zeleny ¢aj kukicha. Toto rozdéleni souvisi s odliSnou technologii zelenych
Caji vJaponsku a V ostatnich zemich [14]. Tyto Caje vykazuji pozitivni korelaci
s komponentou 1, coz znaci vysoky obsah katechinti. Vyroba téchto ¢aji je vyrabéna
Setrnou cestou a nedochazi tak k rozkladu katechint [14]. Druhou odliSenou skupinou
byly ¢aje ze Sri lanky. Jde o vzorky zelenych ¢aji, ¢erného Caje i ¢aje oolong. Tyto Caje
maji pozitivni korelaci s komponentou 1. Déle jsou ¢aste¢né odliSené i indické ¢erné Caje,
které maji pozitivni korelaci s komponentou 2, tedy vyssi obsah kyselin.

Komponenta 2: 22,95%
o=z

-7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6
Komponenta 1: 37,46%

Obrazek 27: Projekce vzorki ¢aje do roviny komponent 1 a 2 podle geografického ptivodu
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4.2 Stanoveni fenolickych latek v ¢ajovém nalevu

Pro analyzu fenolickych latek v ¢ajovém nalevu byly pfipraveny obvyklym zplisobem
salky ¢aje. Byl pouzit zptisob piipravy z knihy Cajové opojeni [40], kde byly uvedeny
gasy extrakce i teploty vody pro extrakei jednotlivych druhd aje. Cajové nalevy byly
méfeny vySe uvedenou metodou pomoci LC/MS. M¢éieni bylo provedeno jedenkrat.
Ve vypoctech bylo vychazeno z vysek pikd.

V Tabulce 7 a Tabulce 8 jsou uvedeny obsahy katechinii a ostatnich flavonoida
a fenolovych kyselin. Obsah latek je uveden v mg na salek, coz je zde 175 ml, pfi pouziti
5,5 g sypaného caje. Vyjimkou je vzorek Rooibos massai u kterého byly pro ptipravu
¢ajového nélevu pouzity 2 g sypaného Caje.

Obecné lze fici, ze u nalevli zelenych caji byl obsah vSech latek vyrazné nizsi
nez U naleva ¢ernych caji. To je pravdépodobné zptisobeno odlisnou teplotou a dobou
extrakce. Pomérové srovnani vodnych a methanolovych extrakt jednotlivych vzorkl
bio ¢aje. Ackoli byly oba vzorky nélevll ¢ajii oolong pfipraveny stejnym zplisobem,
vzorek O2 ma vyrazné vys$si obsah vSech latek oproti vzorku O1.

Lze tedy fici, Ze konzumaci jednoho Salku zeleného caje ziskame 1,65 — 238,71 mg
katechinti. Konzumaci $alku ¢erného ¢aje mizeme ziskat az 0,05 - 1280 mg katechint.

Tabulka 7: Obsah vybranych katechint v ¢ajovém nalevu [mg/Salek]

Oznaceni

Vzorek vzorku EGCG | GCG | Katechin |[EC ECG GC
Ceylon gunpowder Z1 11,6 n.d. 31,8] 239 411| 348
Bancha Z2 23,1 n.d. 22,9 202 16,9 32,2
China gunpowder Z3 239| nd. 229| 119 299 189
Dradi studna Z4 2,33| n.d. 16,9| 37,9 8,04 n.d.
Bio Yunnan green Z5 1,65| n.d. 518| n.d. n.d. n.d.
Ceylon OPA Z6 10,9 n.d. 36,6 162 27,4 3,56
China Yunnan Cl1 7,04| n.d. 591 n.d. 14,6 | 0,0464
Earl grey C2 245| n.d. 38,1| 924 149 221
Ce_ylon Nuwara 3

Eliya 1280 12,5 112 194 339 139
Bio Gru_zie Ca

Ozurgeti 3,97| 381 nd.| n.d. 1,06 n.d.
Assam Nahorhabi Cs 319| nd. 72,7 109 193] 335
Assam CTC C6 62,5/ n.d. 1,69 nd. 121] 479
Zglezné bohyné o1

milosrdenstvi 7,20] n.d. 37,4 199 20,6 20,2
Ceylon Oolong 02 351| 25,0 64,6 228 135 115
Pu-Erh SP1 6,29| n.d. 29,9 498 33,3| 7,53
Pu-Erh Power SP2 6,06 n.d. 126 n.d. 0,129 8,18
Rooibos Massai SP3 553| n.d. nd.| n.d. n.d. n.d.
Bio Japan Kukicha| SP4 204| n.d. 441 314 423| 62,5
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Tabulka 8: Obsah ostatnich flavonoidi a fenolovych kyselin v ¢ajovém nalevu [mg/8alek]

= N S
Oznaceni w | o0 - S S g
2 2| 5| 5| £ |2s| %
>S5 & > S S > 2 >
Vzorek Y 2| M 4 o Y Y o N4
Ceylon 71
gunpowder 3,03| 324| nd.| 2,25| 149 6,19 14,9
Bancha Z2 nd.| 7,66/ nd.| 222/ n.d. nd.| n.d.
China gunpowder Z3 nd.| 26,2| nd.| 0,345| n.d.| 0,203|0,724
Dradi studna Z4 nd.| 599| nd| nd.| nd| nd| nd
Bio Yunnan green Z5 nd.| 1,76/ nd.| 832| nd.| 259 249
Ceylon OPA Z6 nd.| 256/ nd.| 136 nd.| 374| 749
China Yunnan Cl1 nd.| 224(0,481| 36,1| 6,56 6,49| 7,06
Earl grey C2 nd.| 404| nd.| 87,7| 214| 348| 253
Ce_ylon Nuwara 3
Eliya nd.| 383 nd.| 118| 19,7| 2,08| 374
Bio Gru_zie Ca
Ozurgeti nd.| 154| n.d.| 6,38/0,798| 9,19| n.d.
Assam Nahorhabi Cs nd.| 468| nd.| 404| 26,7| 259| 11,1
Assam CTC Cé nd.| 259| nd.| 460| 951 413 133
Ze}ezné bohyné o1
milosrdenstvi nd.| 109| nd.| 8,89| n.d. nd.| n.d.
Ceylon Oolong 02 nd.| 103| nd.| 339| nd.| 513] 141
Pu-Erh SP1 0578| 443| nd.| 334| 246| 238 831
Pu-Erh Power SP2 nd.| 309| nd.| 846| 136| 116| 573
Rooibos Massai SP3 8,16| 3,44| nd.| 398| n.d. 7,49| 2,06
Bio Jpan Kukicha SP4 nd.| 13,3| Nd.| 303| n.d.|0,0534| 1,26

n.d. — latka nebyla detekovana

Vyse uvedené koncentrace sledovanych latek byly zpracovany statistickou analyzou.
Nejprve bylo nutné data standardizovat. Byla provedena shlukové analyza pro rozdéleni
do skupin na zéklad€ podobnosti a analyza hlavnich komponent. Ob¢ analyzy jsou déle

vice rozvedeny.
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Obrazek 28: Dendrogram vzorkd ¢ajovych nalevi

V dendrogramu na Obrazku 28 je zobrazena podobnost jednotlivych vzorki ¢ajového
nalevu. Oproti methanolovym extraktim jsou zde vzorky rozdéleny do vice skupin.
Podobnost je zde zejména u zelenych caji, kde je skupina 5 ze 6 vzorkll zelenych cajt
(na obrazku vyznaceno zelen¢). Oddélen je zde zeleny ¢aj ceylon gunpowder stejné jako
u methanolovych extraktii. Jednu z nejvétSich podobnosti zde maji ve skupin€ zelenych
&ajiit vzorky Bio Yunnan green a Draéi studna, které pochazi z Ciny. Dalsi skupinu tvoii
vzorky ¢ernych ¢aji Assam Nahorhabi a Earl grey (v obrazku ¢ervené). Dale pak zeleny
specialni ¢aj kukicha se vzorkem Ceylon oolong (v obrazku modie) a tmavé ¢aje pu erh
(v obrazku hnéda barva). U ¢ernych ¢aji nebyla nalezena pftilis velka shoda. To potvrzuje
1 druh4 analyza.
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Tabulka 9: Hodnoty hlavnich komponent vzorkt ¢ajovych nalevii

Cislo . o Kumulativni | Kumulativni
komponenty Eigenvalue | Variabilita [%] eigenvalue |variabilita [%0]
1 5,27643 40,59 5,27643 40,59
2 2,79196 21,48 8,06839 62,06
3 1,13252 8,71 9,20091 70,78
4 1,10858 8,53 10,30949 79,30
5 0,90878 6,99 11,21827 86,29
6 0,77162 5,93 11,98989 92,23
7 0,52811 4,06 12,51780 96,29
8 0,28671 2,21 12,80471 98,49
9 0,07856 0,60 12,88326 99,10
10 0,06510 0,50 12,94836 99,60
11 0,04106 0,32 12,98942 99,92
12 0,00595 0,05 12,99537 99,96
13 0,00463 0,04 13,00000 100,00

Tabulka 9 uvadi hodnoty hlavnich komponent. Vyznamnou mérou se proménné promitly
do ¢tyt komponent. Pro dal$i préaci byly vybrany komponenty 1 a 2, které zahrnuji vice

nez 60 % variability vzork.

Komponenta 2 : 21,48%
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Obrazek 29: Rozptylovy graf proménnych v roviné komponent 1 a 2
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V grafu na Obrazku 29 je vidét promitnuti proménnych do roviny komponent 1 a 2.
V kvadrantu 3 jsou zastoupeny vSechny analyzované katechiny vyjma GCG. Fenolové
kyseliny, mimo kyseliny kumarové, kterd ve vétsin€ vzorcich nebyla identifikovana, jsou
zahrnuty v kvadrantu 1.

Komponenta 2: 21,48%
@(

-10 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6
Komponenta1: 40,59%

Obrazek 30: Projekce vzorki dle druhu ¢aje do roviny komponent 1 a 2

Na Obrazku 30 je vidét projekce vzorkl do jednotlivych kvadrantti v roviné komponent
1 a2. Zobrazeny jsou zde druhy ¢aji. Oddélenou skupinu zde tvoii zelené €aje. Vyjimkou
je, stejné jako u shlukové analyzy, vzorek Z1, tedy Ceylon gunpowder. Tato skupina lezi
Vv kvadrantu 4, coz koreluje s niz§im obsahem katechint, ale téméf zadnym obsahem
fenolovych kyselin. Ve stejném kvadrantu j i specialni japonsky zeleny ¢aj kukicha (SP4),
coz souhlasi s jeho zplisobem piipravy, ktera je stejna jako u zelenych ¢ajt.

Malou skupinou jsou zde tmavé Caje Pu erh, které jsou zobrazeny v 1. kvadrantu.
To poukazuje na jejich relativné vysokou koncentraci ostatnich flavonoidl a fenolovych
kyselin, zejména kyseliny protokatechové.

Cerné ¢aje jsou vyobrazeny v kvadrantech 1 a 2. Vzorky &ernych &ajii C2 a C5 obsahuji
nejvyssi mnozstvi fenolovych kyselin a ostatnich flavonoidi. Vzorky C1, C4 a C6
obsahuji velmi mala mnoZstvi katechinti. Vzorek C3 obsahuje nejvice katechinil ze viech
vzorki ¢aju. Specidlni ¢aj rooibos (SP3) je zde mnozstvim latek nejvice podobny bio

cvwr
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Obrazek 31: Projekce vzorki ¢aje dle geografického pavodu do roviny komponent 1 a 2

Oznaceni vzorku dle geografického pivodu je vidét na Obrazku 31. Vzhledem k malému
poctu vzorkil zde neni patrné rozdéleni vzork do skupin. Je pouze viditelnad blizkost
zelenych Cinskych Caji, které lezi v kvadrantu 4. ve stejném kvadrantu pak lezi oba
vzorky z Japonska.
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4.3 Analyza tékavych latek

U vSech druhti zelenych, ¢ernych i specialnich ¢aji byla provedena analyza tékavych
latek metodou HS-SPME-GC-MS. Identifikace jednotlivych latek byla provedena
pomoci softwaru pro identifikaci latek. Latky identifikované v ¢ernych a zelenych ¢ajich
jsou uvedeny v Tabulce 10 a Tabulce 11. Ukazky chromatogrami jsou vidét na Obrazcich
32,33,34a35.
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Obrazek 32: Chromatogram zeleného ¢aje Ceylon gunpowder
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Obrazek 33: Chromatogram zeleného ¢aje Ceylon gunpowder s vyznacenymi piky, pfiblizeno
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Obrazek 34: Chromatogram ¢erného ¢aje China Yunnan
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Obrazek 35: Chromatogram ¢erného ¢aje China Yunnan s vyznacenymi piky, piiblizeno
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Tabulka 10: Tékavé latky identifikované v éernych ¢ajich

Nézev Rt [min] | Nazev Rt [min]
Hexanal 7,18 | Methyl 8-methyl-nonanoat 20,39
1-Penten-3-ol 9,07 | B-Terpinyl acetat 20,46
D-Limonen 10,1 | 2-Methyl-6-hepten-1-ol 20,69
(E)-2-Hexenal 10,72 | Hotrienol 20,8
B-Ocimen 11,57 | B-CyKklocitral 21,17
Farnesan 12,33 | B-Terpineol 21,3
cis-2-Pentenol 13,39 | Ethyl kaprat 21,38
Sulcaton 13,9 | Kyselina maselna 21,44
3,4-Dimethyl-1-pentanol 14,2 | Folion 21,8
3-Hexenol 15,09 | Neodihydrokarveol 22,23
Methyl kaprylat 15,23 | Isoterpinolen 22,53
Nonanal 15,36 | Nerol acetat 23,51
Ethyl kaprylat 16,37 | Kyselina valerova 23,97
cis-Linaloloxid 16,59 | Geranyl acetat 24,19
1-Okten-3-ol 16,75 | Epoxylinalol 24,32
Kyselina octova 17,18 | Methyl salicylat 24,84
Ethylhexanol 17,75 | Anetol 25,89
Ethyl B-hydroxybutyrat 18,61 | cis-Karveol 25,94
Dihydrolinalool 18,85 | Nerol 26,14
Benzaldehyd 18,9 | Kyselina kapronova 26,3
Isopulegol acetat 19,05 | 4-Methyl-2-fenyl-1,3-dioxolan 26,27
Linalool 19,23 | N-Ethylsukcinimid 27,06
Linalyl anthranilat 19,48 | Fenylethyl alkohol 27,68
a-Terpinyl acetat 19,96 | (E)-B-lonon 28,16
2,3-Butandiol 19,99 | 2,6-Dimethyl-1,7-oktadien-3,6-diol 31,8
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Tabulka 11: Tékavé latky identifikované v zelenych ¢ajich

Nazev Rt [min] | Nazev Rt [min]
Hexanal 7,18 | Ethyl kaprat 21,39
1-Penten-3-ol 9,08 | Folion 21,8
1-Pentanol 11,46 | Diethyl sukcinat 22,4
cis-2-Pentenol 13,39 | Isoterpinolen 22,53
(2)-2-Heptenal 13,58 | a-Terpinyl acetat 22,86
Sulcaton 13,91 | Allyl 2-cthyl butyrat 23,09
Methy| Kaprylat 15,23 | Kyselina valerova 23,97
Nonanal 15,36 | Epoxylinalol 24,32
Ethyl kaprylat 16,37 | (E)-4-Oxohex-2-enal 24,49
cis-Linaloloxid 16,6 | Methyl salicylat 24,85
1-Okten-3-ol 16,76 | Nerol 26,14
Kyselina octova 17,21 | Kyselina kapronova 26,31
Ethylhexanol 17,75 | a-lonon 26,32
3-Hydroxy-2,2,4-trimethylpentyl ester
Dihydrolinalool 18,84 | isobutanové kyseliny 26,6
Benzaldehyd 18,91 | N-Ethylsukcinimid 27,07
Linalool 19,23 | Fenylethyl alkohol 27,68
Linalyl anthranilét 19,48 | 3-Methyl-hexanova kyselina 28,54
3,7,11-Trimethyl-3-hydroxy-6,10-
2,3-Butandiol 19,99 | dodekadien-1-yl acetat 30,07
B-Terpinyl acetat 20,46 | Olivetol 32,45
4,5,7,7a-Tetrahydro-4,4,7a-trimethy|-
B-Cyklocitral 21,18 | 2(6H)benzofuranon 36,06

Vétsina téchto latek nebyla ptitomna ve vSech vzorcich. Ve vSech vzorcich zeleného Caje
byly nalezeny tyto latky: nonanal, ethylhexanol, linalool, linalyl anthranilat a a-Terpinyl
acetat. Ve vSech vzorcich Cernych ¢aju byly nalezeny tyto latky: kyselina octova, linalool,
linalyl anthranilat, a-Terpinyl acetat a methyl salicylat. Z téchto latek byly linalool,
linalyl anthranilat a a-Terpinyl acetat pfitomny i ve vSech vzorcich specidlnich ¢aju.
Ethylhexanol, pfitomny ve vSech zelenych c¢ajich, byl identifikovan také ve vzorcich
specialnich &ajii Bio japan kukicha a Zeleznd bohyné milosrdenstvi, coz poukazuje
na jejich podobnost se zelenymi ¢aji. S cernymi ¢aji meély podobnost oba ¢aje oolong.
Byla v nich identifikovana kyselina octova, methyl salicylat a ethyl kaprylat, stejné jako

v 5 vzorcich ¢ernych Caju.
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Obrazek 37: Histogram poméru tékavych latek v Cernych ¢ajich
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V grafech na Obrazku 36 a Obrazku 37 vyse jsou znazornény velikosti odezvy latek
pritomnych ve vSech ¢ernych a zelenych Cajich. Je zde srovnana pouze velikost odezvy
chromatografu, jelikoz byla u tékavych latek provedena pouze kvalitativni analyza.
Kvantitativni analyza je tak pouze orientacni.

U cernych Caju byla nejvyssi odezva u a-Terpinyl acetatu, dale linaloolu a linalyl
anthranilatu. Toto neplati pro posledni vzorek c¢erného caje, ktery byl vyroben metodou
CTC oproti ostatnim vzorklim vyrobenym ortodoxni metodou. U vzorkl zelenych caji
byly miry odezvy vyrazné rozmanitéjsi nez u ¢ernych ¢aji. V prvnich ¢tyfech vzorcich
byla nejvyssi odezva u linaloolu, dale linalyl anthranilatu a a-Terpinyl acetatu. Ve vzorku
zeleného Caje Bio Yunnan green byla zaznamenana nejvétsi odezva vySe zminénych
sloucenin.

Z nejcastéji identifikovanych latek dava Caji linalool a jeho derivaty a linalyl anthranilat
kvétinovou vini [44], a-Terpinyl acetat vini po kardamonu [45].

V Tabulka 10 pro ¢erné ¢aje je uvedeno 50 identifikovanych latek a v Tabulka 11
pro zelené Caje je uvedeno 40 identifikovanych latek. To potvrzuje prace [14], podle které
by Cerné Caje mély obsahovat vice tékavych latek nez Caje zelené. Tyto latky totiz
ve velkém poctu vznikaji béhem fermentace Caje. Pouze ¢ast z nich mé vliv na aroma
a chut’ ¢ajového nalevu. V Tabulce 12 jsou uvedeny nékteré latky identifikované v této
diplomové praci spolu s jejich charakteristickou vini [46].

Tabulka 12: Charakteristické viiné vybranych tékavych latek zelenych a ¢ernych ¢aja [47]

Sloucenina Viné

Hexanal travova, zelena, Cerstva
D-Limonen citrusova, citronova, pomerancova, zelena
(E)-2-Hexenal travova, bylinkova

B-Ocimen tepld, kvétova, bylinkova, sladka
Farnesan drevity, zelend, kvétova, bylinkova
cis-2-Pentenol zelena, kovova, ovocna

nonanal kvétova, zelena, citronova
cis-Linaloloxid sladka, kvétova, krémova
1-Okten-3-ol zemitd, zelena, olejova, houbova
Benzaldehyd mandlova, ovocna, tfeSiiova
Linalool kvétova, sladka, hroznova, dievita
Linalyl anthranilét | ovocna, sladkd, hroznova
Hotrienol Cerstva, kveétova, ovocna
B-Terpineol mirna, kvétova

Geranyl acetat ruze, sladka, medova

Nerol kvétova, zelena, citrusova, dievita
Fenylethyl alkohol | kvétova, rtize

(E)-B-lonon kvétova, fialkova
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Vsechny latky uvedené v Tabulce 12 byly identifikovany v ¢ernych cajich. Z toho by
se dalo fici, ze bylo u ¢ernych ¢aju potvrzeno bohaté aroma. Z téchto latek byly v ¢ernych
¢ajich nejvice zastoupeny linalool a linalyl anthranilat, coz znaci sladkou, kvétinovou,
ovocnou az dievitou vini. V zelenych Cajich byla identifikovana jen asi polovina latek
uvedenych v této tabulce. Jde zejména o latky majici trdvové, zelené a citrusové aroma.
Z latek s kvétinovou vini jsou to linaloloxid, linalool a linalyl anthranilat. Z toho lze
usoudit, ze se zelené Caje vyznacuji spiSe Cerstvou, trdvovou az citrusovou vini.
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo analyzovat fenolické latky v ¢ajovych methanolovych a vodnych
extraktech a stanovit jejich mnozstvi. Dal§im cilem bylo analyzovat tékavé latky
Vv sypanych ¢ajich. Na zaklad¢ analyzovanych latek bylo zamérem srovnat ¢aje podle
jejich technologie vyroby a zemé ptivodu.

Podle obsahu latek v methanolovém extraktu se ¢aje podafilo rozdé€lit do kategorii podle
zpracovani ¢aje. Zelené Caje obsahovaly vyssi koncentraci katechintl, zatimco ¢erné ¢aje
vyss$i koncentraci kyseliny galové.

Rozd¢leni ¢ajii podle geografického piivodu nebylo Gspésné, predevsim diky malému
poctu vzorku z jednotlivych oblasti. Oddéleny od sebe byly ¢aje pochazejici z Japonska
a ze Sri Lanky.

U cajovych ndlevii byly obsahy fenolickych latek ovlivnény zplsobem pfipravy caje.
Nalevy cernych ¢aji obsahovaly vice fenolickych latek nez nalevy ze zelenych ¢ajii, a to
1 pfesto, ze sypané zelené ¢aje obsahuji vice fenolickych latek. Mensi G€innost extrakce
fenolickych latek ze zelenych ¢ajii souvisi se zkracenou dobou louhovani a s pouzitim
vody s nizsi teplotou pro zaliti ¢aju.

Analyzou tékavych latek byl ziskan prehled o aromatickém profilu jednotlivych druhti
Caji. Cerné Caje obecn& obsahovaly vice aromatickych latek a mély spie sladké a
kvétinové aroma. Aroma zelenych ¢aju bylo spiSe svézi a travové.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

EGCG
ECG
EC
GC
GCG
CTC
GRAS
LC
MS

epigalokatechin galat

epikatechin galat

epikatechin

galokatechin

galokatechin galat

crushing, tearing, curling (drceni, trhani, rolovani)

generally recognized as safe (vSeobecné povazovany za bezpecny)
liquid chromatography (kapalinova chromatografie)

mass spektrometry (hmotnostni spektrometrie)
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9 PRILOHY
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Ptiloha 5: Kalibra¢ni zavislost epikatechin galatu
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Ptiloha 6: Kalibra¢ni zavislost galokatechinu
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Ptiloha 7: Kalibra¢ni zavislost kyseliny kumarové
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Ptiloha 8: Kalibra¢ni z&vislost kyseliny galové
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Pfiloha 9: Kalibra¢ni zavislost kvercetinu
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Priloha 10: Kalibrac¢ni zavislost rutinu
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Ptiloha 11: Kalibra¢ni zavislost kaempferolu
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Priloha 12: Kalibra¢ni zavislost kyseliny protokatechové
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Ptiloha 13: Kalibra¢ni zavislost kyseliny kavové
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