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ABSTRAKT

Odrada, podminky péstovani, sbér a technologie zpracovani listi ovlivituje celkovou
kvalitu ¢ajovych listkii a koneéného nalevu. Diserta¢ni prace se zaméfuje na stanoveni
obsahu zékladnich nutri¢nich a biologicky aktivnich latek v praskovém matcha caji a jeho
vyluzich a také po jeho in vitro stravitelnosti. Nejhojnéji zastoupenou volnou
aminokyselinou v matcha ¢aji je L-theanin, limitujicimi aminokyselinami byly isoleucin a
threonin a aminokyselinové skore matcha proteinu je 38,4 %. Obsah hrubé bilkoviny byl
stanoven v koncentracich od 20,3 % do 35,0 %. Obsah chlorofylti a a b se pohybuje od 1,10
do 4,32 mg.g* a 0,46 do 2,73 mg.g?, koncentrace kofeinu, theofylinu a theobrominu byly
stanoveny Vv rozmezi od 14,1 do 34,4 mg.g?, od 8,06 do 19,4 ug.g! a od 0,14 do
0,27 mg.g'l. Mezi nejhojnéji zastoupené prvky matcha ¢aje se fadi K, Mg, Mn, Ca, Fe a Zn.
Matcha c¢aj je vyzaznym piispévatelem k RDA hodnotdm pro Mn a Cu. Vyssi teplota
luhovani ma pozitivni vliv na vyssi vyluhovani kofeinu, del$i doba luhovani méla za
nasledek vyssi obsah TPC a TFC v nalevu matcha a tim také vyssi hodnotu antioxidacni
aktivity. Nejvice zastoupenymi polyfenolickymi latkami matcha ¢aje jsou flavonoidy EGCG
(az 16900 pg.g™t), EC (az 14500 pg.g ™), EGC (az 5390 pg.g?), ECG (az 1790 pg.g™t) a rutin
(az 1590 pg.g?); nejvice zastoupenymi fenolickymi kyselinami jsou Kyseliny chlorogenova
(az 3920 pg.gt), sinapova (az 592 pg.g?), protokatechinova (az 291 pg.gt), ellagova (az
246 pg.gt) a gallova (az 184 pg.gt). Stravitelnost matcha ¢aje se pohybuje u DMD od 55,9
do 69,8 % a u OMD od 59,4 do 71,3 %. Nejvyssi hodnoty retence po procesu simulace
traveni praskové formy matcha ¢aje byly naméteny u kyseliny ferulové a katechinu (az 84
%), kyseliny ellagové (az 80%), kyseliny kavové a epigallokatechinu (az 76%) a z alkoloidt
u kofeinu (az 13 %).



ABSTRACT

The variety, growing conditions, harvesting and leaf processing technology affect the
overall quality of the tea leaves and the final infusion. The dissertation focuses on
determining the content of basic nutritional and biologically active substances in powdered
matcha tea and its extracts, as well as its in vitro digestibility. The most abundant free amino
acid in matcha tea is L-theanine, the limiting amino acids were isoleucine and threonine, and
the amino acid score of matcha protein is 40,2 %. Crude protein content was determined in
concentrations from 20,3 % to 35,0 %. The content of chlorophylls a and b varies from 1,10
to 4,32 mg.g! and 0,46 to 2,73 mg.g?, the concentrations of caffeine, theophylline and
theobromine were determined in the range of caffeine from 14,1 to 34,4 mg.g*, theophylline
from 8,06 to 19,4 ng.g* and theobromine from 0,14 to 0,27 mg.g™ . The most abundant
elements in matcha tea include K, Mg, Mn, Ca, Fe and Zn. Matcha tea is a significant
contributor to the RDA values for Mn and Cu. A higher brewing temperature has a positive
effect on higher caffeine leaching, a longer brewing time resulted in a higher TPC and TFC
content in the matcha brew and thus also a higher value of antioxidant activity. The most
represented polyphenolic substances in matcha tea are the flavonoids EGCG (up to 16900
ng.gt), EC (up to 14500 pg.gt), EGC (up to 5390 pg.g™t), ECG (up to 1790 ng.gt) and rutin
(up to 1590 pg.g); and the most represented phenolic acids are chlorogenic acid (up to 3920
ng.g), sinapic acid (up to 592 pg.g-1), protocatechinic acid (up to 291 pg.g™), ellagic acid
(up to 246 pg.gt) and gallic acid (up to 184 pg.g ). The digestibility of matcha tea ranges
from 55,9 to 69,8 % for DMD and from 59,4 to 71,3 % for OMD. The highest retention
values after the process of simulating the digestion of the powdered form of matcha tea were
measured for ferulic acid and catechin (up to 84 %), ellagic acid (up to 80 %), caffeic acid

and epigallocatechin (up to 76 %) and of alkaloids for caffeine (up to 13 %).
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UVOD

Cajovnik rodu Camellia je nej jstarSi kulturni rostlinou svéta a svij pavod ma v
Cing. Pro tamni obyvatele je ¢aj vice nez Jen napoj. Japonsko spoleéné s Cinou
ovlada 20 % jeho svétové konzumace. Caj je jednim z nejoblibengjsich napoji
hlavn¢ diky své chuti a podpirnym zdravotnim G¢inkdm (Topuz et al., 2014).

Ziskava se z rostliny znamé jako Camellia sinensis (L.O. Kuntze). Cajovniky
jsou stale zelené rostliny rodu Camellia, ¢eledi ¢ajovnikovité (Theaceae). Péstuji
se dva druhy, a to Camellia sinensis L. (p&stovana spise v horskych oblastech) a
Camellia assamica L. (péstovana v teplejsich, spise tropickych oblastech).

Vyroba zeleného, oolong a cerného ¢€aje se lisi hlavné v kroku fermentace. V
piipadé¢ vyroby cerného caje je fermentace nezbytnd a obsahuje Ctyfi
technologické kroky, a to zavadani, svinovani, fermentaci a suSeni
(Wachendorfova, 2007; Liu et al., 2015). Vyroba zeleného ¢aje nezahrnuje proces
fermentace, takZe si aj ponechava zelenou barvu. Cajové listky jsou brzy po
sklizni napafovany vysokou teplotou, aby se inaktivovaly enzymy. Dale nasleduje
proces valcovani a suseni (Hilal, 2017). Zeleny ¢aj obsahuje mnoho cennych latek
jako jsou polyfenoly (flavonoidy, zejména pak katechiny), alkaloidy (kofein,
theobromin, theofylin), barviva (chlorofyly, karotenoidy), dale aminokyseliny
(zejména L-theanin), lipidy, polysacharidy, vitamin C a mineralni a stopové
prvky. Flavonoidy maji antioxidacni, protizanétlivé, antialergick¢ a
antimikrobidlni Uc¢inky, dale mohou byt zodpovédné za prevenci rakoviny,
cukrovky ¢i obezity (Bhutia Pemba et al., 2015; Namita et al., 2012; Saeed et al.,
2017; Roshanak et al., 2016). Piti zeleného Caje je spojeno se snizenim hladiny
glukozy, triglyceridii a celkové hladiny cholesterolu, snizenim rizika srde¢nich
ischemickych chorob a hraje dtlezitou roli jako antioxidant (Yamabe et al., 2009;
Komes et al., 2010; Xu et al., 2016). Nadmérna konzumace zelen¢ho Caje miize
mit také negativni disledky pro konzumenta. Pokud se ptekro¢i limit konzumace
kofeinu, mliZe ve vys$si mife zplisobovat tfes rukou, bolesti hlavy, nevolnost ¢i
busSeni srdce (Hilal, 2017; Ravikumar, 2014).

Matcha c¢aj, péstovany za podminek zastinovani, jsou drcené Cajové listky,
mleté na nejjemnéjsi prasek (faddové jednotky um). Tento prasek je jako napoj
piipravovan ve vode¢, tudiz jsou konzumovany 1 jeho listky, nejen klasicky vyluh
(Weiss a Anderton, 2003). Proto je tato disertacni prace zaméfena na stanoveni
zakladnich nutriénich a biologicky aktivnich latek cajovych listl a nalevd,
v zavislosti na technologii pfipravy, a také na jeho in vitro stravitelnosti a analyzu
BAL také po stravitelnosti in vitro.
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1 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

1.1 Cajovnik Camellia sinensis

Camellia sinensis L. je stale zeleny, 1-2 m vysoky kef, rostouci pfevazné
v Cing, Tibetu, Indii a Japonsku. Listy jsou koZovité s matnym povrchem, 4—15
cm dlouhé, 2—-5 cm Siroké, silné a maji tupy konec. Mlad¢ listky jsou hladké a
maji kratké bilé chloupky na spodni strané. Tyto se sklizi pfednostné pro vyrobu
jemng&jSiho a kvalitnéjSiho ¢aje. Rozdilné stari listi urcuje kvalitu budouciho
napoje i jeho chemické sloZzeni. Cim jsou listky starsi, tim vice tmavnou a
chloupky se vytraci. Druh Camellia sinensis ma také stiibtit¢ Sedé, hedvabné
pupeny, kvéty jsou zluto-bilé o priméru 2—4 cm se 7-8 okvétnimi listky. Pii
vyrobé¢ kvalitnéjSiho ¢aje jsou nejdiive sklizeny pupeny a prvni 2—3 mlade¢ listy
pro dalsi zpracovani (Hilal, 2017; Namita et al., 2012; Wachendorfova, 2007).

Cammelia sinensis var. assamica je strom vysoky 10—15 m, vyskytujici se
pfevazné v Severovychodni Indii (Asam) a vyZzaduje teplé podnebi. Cajovnikové
listky se mohou sklizet az po tfech letech, kdy ma strom sviij kone¢ny tvar.
Odruda je znama hlavné pro vyrobu ¢erného caje (Hilal, 2017; Namita et al.,
2012; Wachendorfova, 2007).

Tzv. ,divoky ¢aj* pochazi z odrady Camellia taliensis W.W. Smith. Je to
stalezeleny strom, asi 10-20 m vysoky. Nachazi se v zapadni a jihozapadni
subtropické oblasti Yunnanu v Ciné (1500-2400 m n. m.) (Zhao et al., 2014; Gao
et al., 2008).

Semena Camellia sinensis a Camellia oleifera mohou byt lisovana na ¢ajovy
olej. Tento olej je nasladly, kofenény a nemél by byt zaménovan s tea-tree olejem,
ktery se pouziva pro l€karské a kosmetické ulely a pochazi z listi australské
rostliny Melaleuca alternifolia L. (Namita et al., 2012; Carson et al., 2006).

1.1.1 Legislativni poZadavky na c¢aj

Definice ¢aje v CR stanovuje Vyhlaska Ministerstva zemé&dglstvi ¢. 330/1997.
VyhlaSka definuje ¢aj pravy, jako Caj vyrobeny z vyhonkd, listl, pupenil, nebo
jemnych casti zdfevnatélych stonkd c¢ajovniku Camellia sinensis (Linaeus) O.
Kunze, popftipad¢ jejich kombinaci. Dale rozd€luje pravy ¢aj na zeleny,
polofermentovany a ¢erny dle technologie zpracovani. Zelenym ¢ajem se rozumi
Caj pravy, ve kterém neprobchla fermentace, Cajem polofermentovanym
(oolongem) ¢aj pravy, ve kterém probéhla ¢asteCna fermentace a Cajem Cernym
Caj pravy, ve kterém prob¢hla plné fermentace. Vyhlaska déle upravuje chemické
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a fyzikélni pozadavky na jakost ¢aje, mezi nimizZ jsou obsah celkového popela,
vlhkosti, vodniho extraktu a ubytku hmotnosti suSenim pii 103 °C (Vyhlaska ¢.
330/1997 Sb.).

1.1.2 Konzumace zeleného caje

Cina je nejvétsim producentem a konzumentem zeleného &aje, podili se 78 %
na celosvétové produkci zeleného Caje a 88 % na celosvétovém vyvozu zeleného
Caje. Japonsko je druhym nejvétSim spotiebitelem zeleného caje. Dale se Caj
péstuje hodné v Indii (Wachendorfova, 2007; Ercisli et al., 2009). Masivni
expanze je vysledkem povédomi spotiebiteld o zdravi, rychlého rozvoje
bylinnych ¢ajovych ndpojii a vefejného zajmu o organické, specializované
prémiové Caje v zemich, které nemaji dlouhou tradici v konzumaci caje. V
nasledujicich letech se oCekava nariist nejen v Asii, kde je spotieba Caje nejvyssi,
ale také v Evropé¢ a Severni Americe (FAO, 2022). Polsko, ve srovnani se
sttedomotskymi zemémi, piedstavuje vysokou spotiebu s primérnym dennim
pfijmem 525 ml ¢ajového napoje. Priblizn¢ 97 % polské populace konzumuje
alesponi jeden Salek denné, coz z Caje €ini vyznamného piispévatele k piijmu
polyfenolt ve stravé (Grosso et al., 2014; Sielicka-Rozynska et al., 2020; Ho et
al., 2008). Od roku 2000 do roku 2005 vzrostla spotieba zeleného ¢aje na 41 % v
Asijskych zemich a Tichomofi. Jeho ro¢ni spotfeba na obyvatele byla do roku
2005 pouze 0,52 kg. Svétova produkce a spotieba Caje se za posledni desetileti
zvysila 0 4,5 % a dosdhla 5,7 milionil tun v roce 2016. Do roku 2022 se zvySila o
2,5 % Vv zemich produkujicich ¢aj. Drobni péstitelé se ticastni ze 60 % svétoveé
produkce. V roce 2020 béhem pandemie COVID-19 se zvysila konzumace ¢aje
v domacich podminkach na ukor ¢ajoven ¢i restauraci (FAO, 2022).

1.2 Péstovani ¢ajovniku

Podminky pé&stovani ¢ajovniku a zpracovani jeho listll rozhoduji o kvalité a
chuti ¢aje. Optimalni teplota pro riist je 18—28 °C a dostatecny slune¢ni svit. Na
kvalitu ma vliv také odrida.

Caje vyssi jakosti se ¢asto sklizi ruéné, ale i mechanickymi nizkami &i
strojove. V tradi¢nich oblastech se Caje stale sbiraji rucné, kdy sbérac sklidi denné
30 az 35 kg Cerstvych listli. Doba sklizn€ zavisi na oblasti péstovani a na odliSném
jinych oblastech se miZe sklizet celoro¢né (Sri Lanka, Sumatra) (Wachendorfova,
2007; Ercisli et al., 2009).

Camellia sinensis L. je vytrvala rostlina, ktera preferuje teplé a vlhké podnebi
se spoustou srazek, rozptylené svétlo a slabou kyselou a dobie odvodnénou plidu.
Dobfe péstované Cajovniky poskytuji vysoce kvalitni ¢ajové vyhonky, které se
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kvalitativné 1i8i ¢ajovymi kultivary a podminkami péstovani, jako jsou typ pudy,
nadmoiské vyska a podnebi. Cajovy ket oviem v zimnim obdobi zastavuje riist,
aby se vyrovnal s nizkymi teplotami, a od fijna do Unora stfdda Ziviny z pudy
v kofenech. Na jafe se tyto ziviny pienesou do nové rasicich pupent. Caj sklizeny
na jafe se vyznacuje bohatou chuti a vy3§im obsahem Zivin. Cinsky idiom fika:
,,Vys$i hora piindsi vyssi vynosy kvalitniho c¢aje.”“ To naznacuje, Ze horské
podminky jsou optimalni pro riist Cajovniki, zejména pro rust vysoce kvalitniho
¢aje (Zhang et al., 2017; ECA, 2016).

1.2.1 Péstovani ¢ajovniku pro vyrobu matcha caje

Matcha je vysoce kvalitni Caj, ktery se ziskava diky narocnému procesu
péstovani a dalSiho zpracovani. Pro vyrobu matcha ¢aje jsou cajovniky
zastinovany jiz z jara (v polovin¢ dubna), jakmile vyrasi nové pupeny, hustou
tkaninou zabranujici slunen¢imu svitu ptsobit na listy. Zastinovani probiha po
dobu tii az Ctyt tydnl pred sklizni, a to az z 90 % po dobu 20 dntl, coZ zvySuje
budouci kvalitu ¢aje (Dietz et al., 2017). Plantaz se zakryje rakosovymi nebo
bambusovymi rohoZemi (tradi¢ni metoda) ¢i plachtami. Ve velkopéstirnach jsou
uzivany konstrukce postavené kolem keft, a pomoci nich jsou zastinény sitémi,
které¢ propusti jen 10 % slunecniho svitu. Tento zpiisob se nazyva tana.
Malopéstitele pouzivaji postup zvany dzikagise — tento je jednodussi, protoze je
latka pfehozena piimo pies kefe Cajovniku (Heiss, 2016). Dopad slune¢nich
paprski na ¢ajové plantaze je tady snizen na 60 az 75 %. Zamezeni piistupu svétla
zpusobi, Ze se v listcich zvysi obsah chlorofylu (listky jsou tmavsi), snizi se
koncentrace tfislovin a nalev bude mit sladsi, ale mén¢ vyraznou chut’. Zhruba po
deseti dnech, kdy jsou plantdze zastinény rakosem, se piida vrstva slamy. Dojde
k dal§imu omezeni slune¢nich paprskt na vice nez 90 %. Rostlina ke svému rlistu
potiebuje svétlo a jeho nedostatek piinuti listky rtist za svétlem, takze jsou delsi,
tenci a maji jasné zelenou barvu. Diky speciélni kultivaéni metodé zastinovanim
jsou Cajove listy zvlasté bohaté na antioxidac¢ni slouceniny. V pritbehu zastinovani
jsou rostliny schopny produkovat vy$§i mnozstvi kofeinu a aminokyselin (zv1asté
L-theaninu) a dalSich bioaktivnich slou¢enin v€etné chlorofylu, odpovédnych za
jedine¢nou, nehotkou chut’ a charakteristickou zafivou barvu matchi. Zaroven
klesd mnozstvi katechintl, které maji trpkou a sviravou chut. Diky vysokému
mnozstvi chlorofylu a L-theaninu je matcha vysoce cenéna pro svou kvalitu a je
povazovdna za nejaromatictéjsi zeleny ¢aj (Kochman et al., 2021; Sielicka-
Rozynska et al., 2020; ECA, 2016; Okakura, 2000; Pettigrew, 2001; Kaneko et
al., 2006; Heiss, 2016).
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1.2.2 Zpracovani ¢ajovnikovych listi

Klasifikovani ¢ajovych listh mize byt provedeno nékolika zplsoby: dle barvy
hotovych listt, dle barvy ¢ajového vyluhu, dle technologie zpracovani apod. Dle
¢inského zpusobu klasifikace se ¢aje podle zplisobu technologického zpracovani
déli na: zeleny, zluty, bily, oolong, ¢aj ¢erny a tmavy ¢aj (Pu-erh) (Obr. 1).
Japonsky systém klasifikuje pravy ¢aj s ohledem na zplsob zpracovani do tii

skupin: nefermentovany, polofermentovany (oolong) a fermentovany ¢aj (Hilal,
2017).

- . lovam ZELENY CAJ (Japonska
Napatovani Suseni metoda) nefermentovany

— ZELENY CAJ (Cinska
———————— | Prazeni _— _— — | metoda) nefermentovany

CAJ OOLONG

[zt | — [y | [l | [ | —+ | oy

— — CERNY CAJ
e — | Fermentace | —* | Suseni |—* (fermentovang)

Mirna
— 4 | Mime rm . ZLUTY CAJ
the: ., |=*| Suseni |—* fermentace | . | gugen; |—» f ; .
rolovani po zahfati (post-fermentovany)

——» | Prazeni

Fermentace TMAVY CAJ
» | Rolovani » | Suseni » | PO zahfati Suseni (post-fermentovany)

Obr. 1: Stru¢né schéma jednotlivych krokti vyroby u riznych druhu ¢aja
(upraveno dle Hilal, 2017)

Zeleny caj je nefermentovany druh s prevazné flavan-3-oly (katechiny,
proanthokyanidiny, theaflaviny) pfispivajici k antioxida¢ni kapacité¢ a utvareni
senzorickych vlastnosti. Pocate¢ni rychlé a Setrné zahtati Cerstvych listki
degraduje polyfenoloxiddzy a zabranuje tak pfeméné flavanoli na tmavé
polyfenolické slouceniny typické pro ¢erny ¢aj. Kone¢nd podoba zelen¢ho caje
(cely list, drceny nebo praskovy) zavisi na konkrétni vyrabéné varianté (Cabrera
et al., 2003; Sielicka-Rozynska et al., 2020). Pfi vyrobé zeleného caje se
nepouziva oxidacni proces, tudiz si zeleny ¢aj udrzuje jemnou chut’ a zelenou
barvu. Brzy po sklizni jsou deaktivovany polyfenoloxiddzy a chlorofylaza
vysokymi teplotami, aby se zabranilo fermentaci. Inaktivované enzymy
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nerozkladaji chlorofyl, takze si €aj udrzi zelenou barvu. Existuji dva zplisoby
naparovani, ¢insky a japonsky. U japonského zplisobu se vyuziva teploty kolem
100 °C a je vyuzivano naparovani parou, u ¢inského zptisobu se pouziva prazeni
s teplotami kolem 300350 °C. Listy jsou dale valcovany rucné ¢i mechanicky,
aby se uvolnily §tavy v listech, které maji vliv na chut’ ¢aji. Nasleduje proces
suSeni, zvysujici trvanlivost, protoze zpomaluje Ci zastavuje rist mikroorganizmii
a zabranuje biochemickym reakcim, jez by mohly zmeénit organoleptické
vlastnosti (Hilal, 2017; Hilal a Engelhardt, 2007; Bhutia Phemba et al., 2015;
Roshanak et al., 2016).

1.2.3 Sklizen ¢ajovych listkii pro vyrobu matcha

Na zacatku kvétna zacind sklizenn ¢ajovych listkli na vyrobu matcha. Jsou
sbirany nejm¢kei a nejCerstveéjsi listky — rucné ¢i mechanicky. Na sbér listh
mechanickym zpusobem se pouzivaji bud pfenosné obrabéci stroje, ktere
obsluhuje jedna nebo dvé osoby, samopojizdné vozy a stroje, které se pohybuyji
po kolejich. Nejvice jsou vyuZivany samopojizdné voziky z divodu Casové
tspory. Cim vice listek piijal sluneéniho svitu tim je delsi a vétsi. Sklizeti mizeme
rozliSit na dva druhy, a to na sbér k vyrob¢€ gyokuro a sbér na vyrobu matcha. Sbér
pro vyrobu gyokuro je provadén na jare, t€sné pred sbérem suroviny na matcha
¢aj. Dochazi ptfi ném ke sklizni pouze poupat, ptipadné prvniho listku pod
pupétem. Pro vyrobu matcha ¢aje se sklizi poupé€ spolu se ttemi dal§imi listky. Pii
ruénim sbéru jsou sbirany pouze pupen a dva vrchni listky, coz zaru€uje vysokou
kvalitu matcha caje (Okakura, 2000; Pettigrew, 2001; Kaneko et al., 2006; ECA,
2016; Heiss, 2016).

1.2.4 Zpracovani listkii na vyrobu matcha caje

¢ajovnik =" | 90 % zastinent =" | Gerstvélisty > | napaiovani —>

sugeni => Tencha =] miet > | Mmaicha

Obr. 2: Technologické kroky pro vyrobu matcha ¢aje

Vyroba matcha ¢aje pokryva pouze 0,6 % z celkové produkce péstovani
cajovych listki. I kdyZ je jeho spotifeba ve srovnani k ¢aji sencha mala, ma matcha
historicky v Japonsku velmi dilezité postaveni v kultufe. Pro vyrobu matcha ¢aje
se listy spafi, susi a melou (Juneja et al., 2013). Sesbirané listky pro vyrobu
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matcha ¢aje jsou prepraveny do tovarny, kde se 30 s napatuji, aby se zabranilo
oxidaci a listky si zachovaly svou chut’, barvu a viini. Poté dochazi k prvnimu
suseni, kdy list je vysousen pomoci nékolika za sebou sestavenych valct asi 6 m
vysokych, v jejichz spodni ¢asti jsou vétraky, a diky nim se listy ¢ajovniku odd¢€li
od sebe a zbavi nadbyte¢né vlhkosti, ochladi se a ususi az na kone¢né 3 %
vlhkosti. Dopravnikem se listy presunuji do pece, V této fazi musi byt zcela
ususené, nebot’ i drobna vlhkost by mohla byt pfi¢inou samovzniceni listu,
protoze je v peci teplota 150 °C. Nejprve jsou listy na nejspodnéjsim pasu v peci,
nejblize teploté 150 °C po dobu 2—-3 minut. Na to jsou vétraky posunuty na vrchni
pas, kde zlstavaji asi 8 minut pfi teploté¢ 100 °C a potom klesaji opét dolti asi na
10 minut. Po tomto primarnim suSeni se ziska surova tencha, dochazi k odstranéni
zilek a stonkil a surovina je sekdna na malé kousky, které jsou opét suSeny na
surovinu nazyvanou ¢aj tencha. Nasekané listky (tencha) jsou namlety na
nejjemnéjSi praSek ve specialnich mlynech ze Zulovych kament (brusirny).
Vyslednym produktem je matcha prasek se svétle zelenou barvou a kombinaci
typické zelené Cajové horké a umami chuti. P1 tradicni pfiprave se ¢ajovy praSek
pieleje vodou o teploté 70-80 °C a ve specialni nadobé vysleha bambusovou
metlickou do pény (Okakura, 2000; Pettigrew, 2001; Kaneko et al., 2006; Juneja
et al., 2013; Heiss, 2016).

1.3 Oznacdovani €aje v oblasti kvalitativnich ukazateli

Kvalita ¢aje mnohdy zavisi na jeho plvodu, podnebi a nadmoiské vySce
pestovani, pidnich podminkach a oSetfovani Cajovniku (hnojeni, profezévani,
posttiky), technice sbéru (strojové ¢i ru¢n€), obdobi sbéru a na zplisobu
zpracovani (suSeni, fermentace). Mimo legislativni poZadavky (kapitola 1.1.1) se
pro oznaceni riznych trovni ,,kvalit* ¢aje v ramci obchodovani rozeznéavaji Ctyfti
zakladni skupiny. Kazda skupina je dale rozdélena do nékolika kategorii: celé
listy (whole leaf), zlomky (brokens), drt’ (fannings) a prach (dust). Fannings and
dust (jemné, nejméné kvalitni Caje bez celych listkl ¢i vyhonkt), dale pak broken
(¢aj rozdrcen v drticce na mensi kousky) maji obvyklé pouZiti pro Caje stiedni
ttidy a jsou vétSinou piipraveny pro ucely baleni do ¢ajovych sacki. Napiiklad,
kvalita listu pro celolistvové ¢aje mize byt oznacena zkratkou SFTGFOP — super
fine tippy golden flowery orange pekoe, coZ je €aj s velkym podilem vyhonki
(silver tips), casto plvodem z vysokohorskych ¢Eajovnikl, zpracovany
z nejkvalitngjSich listkti; naproti tomu oznaceni PS — pekoe souchong — znaci ¢aj
z méné kvalitnich listki nepfili§ vysoké kvality. Kvalita listu pro ¢aje drcené
miize byt oznacena naptiklad jako FTGFBOP — finy tippy golden flowery broken
orange pekoe nebo BP — broken pekoe. Podobné pro kvalitu listu ¢aje praskovité
¢i drtovité konzistence lze pouzit napiiklad oznaceni FTGFOPF — fine tippy
golden flowery orange pekoe fannings. Dale se pro ozna¢eni mohou pouzit dalsi
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zkratky jiz zminované vyse jako FF — first flush, prvni sklizeii a SF — second flush,
druha sklizen apod. (Ho et al., 2008; Oppliger, 2000; Polechonska et al., 2015).

1.4 Nutricni a biologicky aktivni latky zelenych caju

Chemické slozeni ¢ajovych listli vyznamné zavisi na klimatickych podminkéch
a postupech péstovani, slozeni pidy, nadmoiské vysce, dobé sklizeni, tfidéni,
zpracovani, skladovani a suSeni, dale také naptiklad na technikach extrakce,
pouzitych rozpoustédlech atd. Existuje pfima zavislost mezi kvalitou ¢aje a
obsahem aminokyselin, kofeinu a polyfenolti v ¢ajovych listcich, stejné tak obsah
popela mize byt kvalitativnim znakem pro uchovatelnost ¢aje (Muhammad et al.,
2013). Chemicka analyza pupentl a listl sklizenych na jafe odhalila obecné vyssi
koncentraci aminokyselin a aromatickych sloucenin, ale nizsi hladiny celkovych
polyfenolti a kofeinu nez v ¢ajovych listech sklizenych na podzim (Liu et al.,
2015). Mezi hlavni biologicky aktivni latky obsazené v Cajich patii polyfenoly,
alkaloidy, aminokyseliny, chlorofyl, minerdlni a stopové prvky a vitaminy
(Nawab et al., 2015; Bhutia Pemba et al., 2015; Cabrera et al., 2003).

Zeleny c¢aj ma diky bioaktivnim slozkam, vcetné¢ kofeinu, L-theaninu,
polyfenolt (z fad flavonoidil), mnoho farmakologickych a fyziologickych funkci.
Byly studovany ucinky antimutagenni, antikarcinogenni, hypocholesterolemicke,
antibakteridlni, antioxidacni a antialergenni, které mohou pomoci pii sniZzovani
hladiny cholesterolu a cukru, sniZit riziko oxidac¢niho stresu a kardiovaskularnich
chorob a miize stimulovat detoxikac¢ni procesy (Cooper, 2011; Aman et al., 2013;
Saeed et al., 2017; Sielicka-Rozynska et al., 2020).

1.4.1 Zakladni nutri¢ni znaky zelenych ¢aji

1.4.1.1 VIhkost

Obsah vlhkosti ¢aje je rozhodujici pro jeho kvalitu béhem skladovani. M¢l by
se pohybovat v rozmezi od 2,5 do 6,5 %. Caje s nizsi vlhkosti neZ 2,5 % mohou
vykazovat tzv. ,,zakoufenou chut™. Pti expedovani ¢aje by méla byt jeho vlihkost
kolem 3 % (Yao et al., 2006; Muhammad et al., 2013). Dle Vyhlasky ¢. 330/1997
Sb., o potravinach a tabakovych vyrobcich a o zméné a doplnéni nékterych
souvisejicich zakont, pro €aj, kavu a kavoviny neni stanoven pozadavek vlhkosti
pro Caje pravé, mezi které je zafazen Caj matcha (Vyhlaska ¢. 330/1997 Sb). Pro
specifikaci ¢asti €ajovniku, které jsou vhodné pro ptipravu zeleného Caje a
chemické poZzadavky na zeleny caj, dle kterych se da urcit, Ze ¢aj byl vyroben v
souladu se spravnou vyrobni praxi existuje ISO norma ES ISO 11287:2012. Tato
mezinarodni norma rovnéz specifikuje zeleny ¢aj, obecné a chemické pozadavky,
pozadavky na baleni a oznafovani zelen¢ho ¢aje v nadobach (ISO 11287:2012).
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1.4.1.2 Popel

Obsah popela je vyznamnym parametrem kvality. Niz§i obsah popela mtize byt
zpusoben falSovanim. Hrani¢ni hodnota v obsahu popele, kterd by méla byt
kontrolovéna, je navrZzena pod 5,54 %, aby mohl byt udrzen pozitivni vztah mezi
obsahem popela a kvalitou ¢ajovych listh béhem skladovani. Vyhlaska 330/1997
Sb. stanovuje obsah celkového popele nejvyse 8 % pouze pro ¢aj Cerny
(Muhammad et al., 2013; Rehman et al., 2002; Vyhlaska ¢. 330/1997 Sb).

1.4.1.3 Cukry

Volné cukry tvoii 4-5 % hmotnosti suchych ¢ajovych listki. Jejich profil se
sklada z glukozy, fruktdzy, sachardzy, rafindzy a stachyozy. Monosacharidy a
disacharidy pfispivaji k nasladlé chuti ¢ajového nalevu. Polysacharidy ptitomné
v Cajovém vyluhu ¢i listech lze rozdélit na hemicelulozy, celulozu a dalsi
extrahovatelné polysacharidy. Néktere¢ vyzkumy ukazaly, Ze polysacharidy
extrahované z vyrobeného Caje vykazovaly klesajici u€inek na hladinu glukozy
v krvi (Zhen, 2002).

1.4.1.4 Lipidy

Lipidy, znich zejména jejich stavebni slozky mastné kyseliny, hraji
vyznamnou roli ve vyvoji aroma. Lipidy jsou slouceniny s biochemickym a
potravinarsko-chemickym vyznamem. Lipidy se béhem zpracovani a skladovani
potravin méni zahtivanim nebo oxidaci atd., coz ma za nasledek ztratu mastnych
kyselin, hnédnuti a tvorbu slouc¢enin hotké chuti nebo tékavych sloucenin a tyto
zmény maji vliv na kvalitu potravin souvisejici zejména s chuti. Cajové listy jsou
bohaté na linolovou, myristovou, laurovou, stearovou, palmitovou a olejovou
kyselinu, které jsou estericky navazané na molekuly glycerolu. Glykolipidové
komplexy, které jsou bohaté na kyselinu 7y-linolenovou, jsou nejhojnéjSimi
komplexy lipidové povahy v listech Cerstvého ¢aje. Fosfolipidy, majici vysoky
podil kyselin linolové, palmitové a olejove, jsou v Caji zastoupeny méng. Obsah
tuku v zelenych Cajich byva vyssi, nez u ¢aju ¢ernych a pohybuje se v rozmezi od
1,02 do 2,15 % (Zheng et al., 2016; Muhammad et al., 2013; Anan, 1983).

1.4.2 Biologicky aktivni latky zelenych caji

1.4.2.1 Volné aminokyseliny

Volné aminokyseliny jsou senzoricky aktivni slou¢eniny v ¢aji, které ovliviiuji
kvalitu chuti, viin€ a barvy. Aminokyseliny se podileji na tvorbé aroma pfi
zpracovani Caje, protoze aminokyseliny se pfeménuji na tékavé aldehydy a dalsi
produkty a tvoti ¢ajové aroma. Navic nékteré aminokyseliny samy o sobé maji

Vv

19



Vyssi obsah volnych aminokyselin je provazen organoleptickymi vlastnostmi,
mezi které patii tzv. umami chut’. Tato chut’ prameni z pfitomnosti L-theaninu a
Kyseliny glutamové. Dale ji mohou ovlivnit také kyselina asparagova spolu s
glutamovou, které maji synergicky uc¢inek s threoninem a také ptispivaji k chuti
umami (Jiang et al.,, 2019). L-Theanin mutze ulevit hoikosti a sviravosti
samotného Caje diky jeho svézi vlini a karamelovému aroma a je hlavni slozkou,
ktera v Caji vytvaii sladkost a ma ochranné ucinky pii prevenci neuroporuch
(Khan a Mukhtar, 2013). Nejhojné&ji zastoupenou volnou aminokyselinou je jiz
zminény L-theanin, ktery ma antagonisticky G¢inek na stimulacni vliv kofeinu
(Dietz et al., 2017; Unno et al., 2018; Kakuda et al., 2014). Vyvazenost slozek
jako je L-theanin, kofein a katechin (kterého matcha, ve srovnani s klasickymi
zelenymi ¢aji, obsahuje vice) urcuje kvalitu zeleného ¢aje (Unno et al., 2018;
Weiss a Anderton, 2003).

Alanin a kyselina glutamova maji kvétinové aroma. Serin a tyrosin maji
charakteristické aroma vina. Volné aminokyseliny jako L-theanin, glutamin a
kyselina glutamova jsou zodpovédné za vyraznou umami chut caje, které
dodavaji ¢aji pikantni a svéZi chut’, a tryptofan a fenylalanin ptispivaji k intenzité
hotk¢ a sviravé chuti aje. Obsah a mnozstvi volnych aminokyselin hraje kli¢ovou
roli pro urceni kvality chuté. Volné aminokyseliny jsou diilezité pro zlepSeni
kvality ¢aje a maji antioxidacni (histidin a leucin) a podptirné zdravotni benefity
(Li et al., 2018; Li et al., 2021). Vazané aminokyseliny jsou souc¢asti ¢ajovych
proteint s vlastnim nutri¢nim vyznamem (Zhu a Wang, 2016).

Kombinace L-theaninu a kofeinu mutize zvysit soustiedéni, bdélost a ostrazitost
ve vyS$i mife nez pouziti jedné ze sloucCenin samostatné, navic zmiriiuje stres
(Kochman et al., 2021). L-theanin pfedstavuje v ¢aji vice nez 50 % z volnych
aminokyselin, dale se zde vyskytuji hlavné arginin a y-aminomaselna Kyselina
(GABA). Zejména japonské Caje vyssSi kvality obsahuji vys$S§i mnozstvi prave
jmenovanych aminokyselin ve volné formé. Obecné se v €ajich vyskytuji volne
aminokyseliny zhruba kolem 1,0 az 5,5 %. K chuti umami pfispivaji, mimo vyse
uvedené, i kyselina gallova, sukcinat disodny a polyfenol theogallin (Kaneko et
al., 2006; Jiang et al., 2019). Zeleny ¢aj obsahuje mén¢ nez 0,1 % GABA, po
anaerobnim oSetfeni cCerstvych zelenych listdi se jeji koncentrace zvySuje.
Anaerobnim oSetfenim se rozumi uchovavani ¢ajovych listd pod plyny (N2, CO,).
Tento &aj se nazyva gabaron. Cajové listky obsahuiji i dal§i volné aminokyseliny
jako alanin, glutamin, serin a asparagin. Mezi slozky aminokyselin dodavajici ¢aji
hoikost patii i arginin a alanin (Saeed et al., 2017; Horie a Kohata, 2000;
Hakamata, 1990).

1.4.2.2 Polyfenolické latky

Polyfenoly jsou povazovany za vyjimecné silné antioxidanty a Vv €aji jsou
zodpovédny za jeho antioxidacni aktivitu. Spolu s kofeinem jsou hlavnimi
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slozkami &aje. Cisté katechiny a fenolové kyseliny obsazené v &aji jsou silngjsi
antioxidanty nez vitaminy C a E a nez jako B-karoten. Fenolické antioxidanty hraji
vyznamnou roli v ochran¢ lidského téla pfed oxidanim stresem, ktery je spoustén
nerovnovahou mezi tvorbou reagen¢nich forem kysliku a jejich eliminaci, a v
oddaleni nékolika chronickych onemocnéni (Xu et al., 2016). Polyfenolické
slouceniny v zeleném caji zastupuji piedevsim fenolové kyseliny a flavonoidy.

25-35 % suSiny zelenych ¢ajovych listi je tvofeno fenolickymi kyselinami
(derivaty kyselin hydroxybenzoové a hydroxyskoticové) a flavonoidy (flavony,
flavonoly, isoflavony, flavanony, flavanonoly, flavanoly a anthokyanidiny)
(Saeed et al., 2017). Dale mezi hojné zastoupené polyfenoly Caji patii ligniny a
taniny (hydrolyzované a kondenzované ttisloviny) (Shahidy a Ambigaipalan,
2015; Saeed et al., 2017).

Fenolové kyseliny jsou sekundarni rostlinné metabolity, které se kromé
neuroprotektivnich a  hypoglykemickych G€inkli  vyznacuji  vysokym
rakovinnych bunék a zabranuji metastazam. N¢ckteré fenolové kyseliny mohou
modulaci metabolismu lipidii a sacharidii podporovat regulaci metabolickych
poruch. Jednou z nejbéZnéjSich slouCenin z této skupiny nachdzejici se v
potravinach je kyselina chlorogenova (Kochman et al., 2021; Kolackova et al.,
2020a; Shahidi a Ambigaipalan, 2015). NejznaméjSimi derivaty kyseliny
hydroxybenzoové vyskytujicimi se v ¢ajovych listech jsou kyseliny gallova, p-
hydroxybenzoova, protokatechinovd a ellagova. Derivaty  kyseliny
hydroxyskotficoveé, nachazejici se v Cajich, jsou kyseliny kéavova, ferulova,
sinapova a chlorogenova (Shahidi a Ambigaipalan, 2015).

Derivaty flavonoida se zékladni strukturou, obecné znamé jako katechiny s a-
fenyl-benzopyranem, tvofi ptiblizné 18 az 36 % ze susiny ¢aju (Yan et al., 2020).

Tab.1 Slozeni japonskych druhti ¢aji (Juneja et al., 2013)

Druhy ¢aje Sencha Matcha  Gyokuro Bancha  Oolong  Cerny
Slozky

Polyfenoly [%] 14,7 6,5 13,4 12,5 16,0 -
Kofein [%] 2,87 3,85 3,10 2,02 2,34 -
Theanin [mg.100 g!] 1280 2260 2650 - 588 -
Volné aminokyseliny [mg.100 g] 2700 5800 2730 770 993 -
celkovy N [%] 5,48 6,36 5,48 3,83 3,43 -
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Vitamin B; [mg.100 g] 0,35 0,60 0,37 0,25 0,13 0,10

Vitamin B2 [mg.100 g7 1,40 1,35 1,34 1,40 0,86 0,80
Vitamin C [mg.100 g!] 250 60 257 150 43 32
Vitamin Bz [mg.100 g™ 4,0 4,0 4,1 54 57 10

Je znamo, Ze Cajové polyfenoly piispivaji k barvé a chuti ¢aji. Epikatechiny
jsou hlavnimi slouc¢eninami v zeleném caji, pfispivajici svou charakteristickou
barvou a chuti, ov§em ne v matcha ¢ajich. Zde hraje hlavni roli chlorofyl ve své
vyrazné jasn¢ zelené barveé. Naproti tomu thearubiginy a theaflaviny v cerném ¢aji
— oxidac¢ni produkty vzniklé fermentaci, pfispivaji k barvé a chuti cernych caji
(Gardner et al., 2007; Reeves a kol., 1987; Juneja et al., 2013). Flavonoidy
zahrnuji flavonoly (kvercetin, kaempferol), flavony (rutin) a dale flavanoly
(neboli katechiny). Nefermentované cCaje, zeleny a bily, obsahuji pfevazné
flavonoly a flavanoly (Muhammad et al., 2013; Aladag et al., 2009; Shahidi a
Ambigaipalan, 2015). Katechiny se nachazeji ve zvlasté vysoké koncentraci v
Cajich, zejména nefermentovanych zelenych a bilych odrid (Shahidi a
Ambigaipalan, 2015). Katechiny mohou byt obsazeny v susing listti az ze 30 % a
hraji dilezitou roli v chuti ¢aje (hotkost, trpkost) (Namita et al., 2012; Aladag et
al., 2009; Shahidi a Ambigaipalan, 2015). Vyznamnymi katechiny zelenych ¢aju
jsou EGCG  (epigallokatechin-3-gallat), =~ EGC  (epigallokatechin), EC
(epikatechin), ECG (epikatechin-3-gallat) a C (katechin) (Dietz et al., 2017).

Béhem fermentace ¢ajovych listli pfi vyrobé Cerné¢ho cCaje jsou katechiny
oxidovany oxidoreduktdzami v reakcich enzymového hnédnuti na ptislusné o-
chinony. Ty kondenzuji s dalSimi pfitomnymi katechiny na barevné pigmenty
cerného Caje — flobafeny, theaflaviny a thearubiginy. Asi 20 % flavonoidu
cajovych listll pii fermentaci prechazi na nerozpustné slou€eniny, které zistavaji
pii ptipraveé nalevu ve zbytcich Cajovych listli (VeliSek a Hajslova, 2009). Obsah
katechini je dtlezitym parametrem pro stanoveni jeho kvality. Katechiny ziskané
z Caje vykazuji vynikajici antioxidacni aktivitu diky své schopnosti neutralizovat
volné radikdly a zvySovat detoxikaéni aktivitu enzymil, vcetné
glutathionperoxidazy, katalazy a glutathionreduktazy (Kochamn et al., 2021).
Grzesik et al. (2018) uvedli, Ze katechiny maji vétsi antioxidacni kapacitu nez
glutathion, vitamin C a flavonoidy, coz sv&d¢i o jejich klicové roli pfi udrzovani
bunééné redoxni homeostazy (Kochman et al., 2021). Z mnoha polyfenolickych
sloucenin nachézejicich se v potravinovych komoditach, bylo zjiSténo, ze
katechiny, a to zejména ty, které se nachdzi v zelenych Cajich, maji antimutagenni
a protinadorové vlastnosti a mohou mit profylaktické uCinky proti hypertenzi
(Goto et al., 1996). Patti mezi silné antioxidanty a maji antimikrobialni vlastnosti
(Namita et al., 2012; Shahidi a Ambigaipalan, 2015; Aladag et al., 2009).
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1.4.2.3 Alkaloidy

Matcha mé ve srovnani s jinymi zelenymi ¢aji pomérné vysoky obsah kofeinu,
coz mu dodava jedine¢né aroma a chut’ (Kochman et al., 2021). Kofein (1,3,7-
trimethylxanthin ¢i methyltheobromin), je rostlinny, ve vodé¢ rozpustny alkaloid,
bez zapachu, obsazeny v napojich jako ¢aj, kéva, kakao ¢i maté. Obsah kofeinu v
Caji je ovlivilovan riznymi faktory jako oblast péstovani, jeji nadmotska vyska,
environmentalni podminky a druh ¢ajovniku. Vyssi obsah kofeinu je prokazan
zejména u mladych pupent a listdl v porovnani se zralymi listy. Caje bilé, zelené
a ¢erné obsahuji vice kofeinu (3—5 % v suSin¢) nez prazena kava (1,0-1,5 % v
susin¢). Pfi pouziti 2,5 g Caje zalitého 200 ml vody obsahuje Salek Caje piiblizné
60 mg kofeinu (Goto et al., 1996; Hilal, 2017). Listy ¢erstvého ¢aje obsahuji dale
theofylin (0,02—0,04 %) a theobromin (0,15-0,20 %). Vyznamny je povzbuzujici
ucinek kofeinu na centralni nervovy systém diky interakci kofeinu s receptory
nervovych bun¢k mozku (Hilal, 2017).

1.4.2.4 Vitaminy

Zeleny ¢aj obsahuje vitaminy C, E a K. Vitamin E jako vyznamny antioxidant
se prakticky neextrahuje do nalevu, tudiz konzumace zeleného Caje matcha dava
piedpoklad k jeho vyuziti z listl (Horie a Kohata, 2000; Islam a Ebihara, 2012).
DalSim vitaminem pfitomnym v zelenych listech je vitamin K, ktery se
v ¢ajovych listech vyskytuje v mnozstvi od 120 do 625 pg.100 g* (Reto et al.,
2007). Zelené a oolong ¢aje jsou relativné dobrymi zdroji vitaminu C (Namita et
al., 2012). Ve vysoce kvalitnich zelenych ¢ajich dosahuje obsah vitaminu C az
0,5 % suSiny. Kvlli vyrobnimu procesu, zahrnujicimu kroky fermentace, je obsah
vSech vitamind v Cernych cCajich niz8§i nez v zelenych, zejména to plati o
termolabilnim vitaminu C (Hilal, 2017).

1.4.25 Minerdlni prvky

Obsah minerdlnich a stopovych prvkil v listech ¢ajovniku a ve vysledném
vyluhu Caje zavisi na mnoha faktorech, jako jsou geografické umisténi, hnojeni,
technologie zpracovani ¢ajovych listii, doba a teplota louhovani apod. Cajové listy
obsahuji cca 4-9 % anorganické hmoty. Dostupnost mineralnich prvkl zavisi na
jejich mnozstvi v listech, rozpustnosti prvki (ta je dana jeho chemickou formou),
dobé potiebné pro proces louhovani, teploté louhovani, pH a také na piitomnosti
antagonistl, jako napft. kyseliny taninové a samotnych tanind, katechinli apod. Na
prvky miZzeme pohlizet na zadklad€ ucinnosti jejich extrakce v horké vod¢ jako na:
vysoce extrahovatelné z vice nez 55 % (Cl, Br, K, Rb, Cs, Na), stfedn¢
extrahovatelné z 20 az 55 % (Co, S, Zn) a na Spatn¢ extrahovatelné méné nez z 20
% (Mg, Mn, Fe, La, B, Al, Ca) (Islam a Ebihara, 2012). Cajové listy obsahuji ve
vy$$im mnozstvi K, Mn, Cr, Ni a Zn (Ercisli et al., 2009). Vyznamny je obsah
fluoru, jehoz koncentrace v ¢ajovych listech se odviji od pH pidy. Jeho obsah
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Vv ¢ajovém napoji je hojn¢ diskutovan v souvislosti s prevenci vzniku zubniho
kazu (Hilal, 2017). Stopové toxické prvky se v €ajovych listech lisi hlavné dle
zemé puvodu. Cajovniky maji vysokou schopnost akumulace Al v &ajovych
listech, to je pro n&j typické. Cim je list starsi, tim je obsah Al vyssi (Karak a
Bhagat, 2010).

1.4.2.6 Barviva

Rostlinné pigmenty dodavaji listlim jejich barvu a jsou zodpovédné za absorpci
svétla pro fotosyntézu. V Cerstvych ¢ajovych listcich jsou dvé hlavni skupiny
pigmenti: chlorofyly a karotenoidy. Tyto pigmenty kondenzuji béhem vadnuti a
oxidace, coz zpuisobuje jejich ztmavnuti. B€hem oxidace se zelené chlorofyly
rozkladaji a stavaji se hnédo-Cernymi pigmenty znamymi jako feofytiny. Tato
degradace vede k tmavému vzhledu hotovych oxidovanych ¢aju (Preedy, 2012;
Gebely, 2023). Barva ¢ajového vyluhu je pfimym ,,ztélesnénim* organoleptické
kvality Caje, urCuje pfedbézné hodnoceni jeho kvality a hraje vyznamnou roli u
spotiebitele. U zelenych ¢ajii jsou nejvyznamngj$i lipofilni tetrapyrrolova
chlorofylova barviva, chlorofyl a a b. Chlorofyl je v zeleném ¢aji obsazen zhruba
Z 0,5 %. Chlorofylaza hraje kli¢ovou roli v kroku degradace chlorofylu v katalyze
jeho hydrolyzy na feoforbidiny. Aktivita chlorofylazy miize byt zachovana i po
zahtati béhem zpracovani list (Suzuki a Shioi, 2003). Vznik feoforbidini se
potom miiZe projevit nahnédlym odstinem vyluhli. Nejen, Ze jsou chlorofylova
barviva nositeli zelené¢ho odstinu barvy, ale vykazuji takeé antioxidacni aktivitu.
Bylo zjisténo, ze feofytiny (cyklické tetrapyrroly vznikajici odnétim atomu Mg?*
ze skeletu chlorofyll pti fermentaci a lze je pozorovat i vizuelné zménou barvy
ze zelené na naSedlou) maji silné potlacujici u¢inky pii tumorigenezi. Naopak
nadmérny pfijem feoforbidu a, odvozeného od chlorofylu a, se podili na
dermatitidé (Muhammad et al., 2013; Saeed et al., 2017).

Cajové karotenoidy, dalsi pigmentova skupina nachazejici se v ¢ajovych
listech, Ize délit do dvou mensich skupin: oranzové karoteny a zluté xantofyly.
Béhem zpracovani se karotenoidy rozkladaji na mnoho derivati, které maji
je damascenon, ktery proptjcuje sladkost hotovému caji (Preedy, 2012; Gebely,
2023). Pii zpracovani zelenych cajovych listi dochdzi naptiklad k pfeméné
violaxanthinu na auroxanthin, ktery je jeho izomerem. V ¢ajovych listech bylo
detekovano pét hlavnich xantofylovych barviv, a to neoxanthin, violaxanthin,
antheraxanthin, zeaxanthin a lutein, a ze zastupct karotenti potom [-karoten
(Suzuki a Shioi, 2003; Zheng et al., 2016).

DalS§imi barvivy ¢ajovych listd jsou theaflaviny a thearubiginy. Jsou to ¢ervena
a Cervenohnédd barviva vznikajici oxidacni kondenzaci katechind. Tyto
slouceniny se vyskytuji hlavné v Cernych &ajich, nikoli v zelenych (Horie a
Kohata, 2000).
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2 CIL DISERTACNI PRACE

Cilem disertac¢ni prace je stanoveni obsahu zikladnich nutri¢nich latek a
biologicky aktivnich latek u vzorkti matcha caji, a to nejen v prasku, ale i
v ptipravenych vyluzich, ledovych ¢ajich a také po simulaci procesu traveni
v podminkach in vitro.

Dilc¢i cile s jednotlivymi stanovenimi:

a) Stanoveni nutri¢nich a biologicky aktivnich latek u matcha ¢ajii v praskové
formé (experimentalni ¢ast I):

- stanoveni obsahu vlhkosti, popela, hrubé bilkoviny a lipidd, stanoveni hrubé
a neutralné-detergentni vlakniny, in vitro stravitelnosti,

- stanoveni chlorofylu a a b a celkového chlorofylu spektrofotometricky,
- stanoveni prvkového sloZeni pomoci ICP-MS,

- stanoveni obsahu volnych a vazanych aminokyselin,

- stanoveni vitaminu C pomoci HPLC,

- stanoveni kofeinu pomoci HPLC.

b) Stanoveni biologicky aktivnich latek v ptipravenych vodnych a methanolovych
vyluzich matcha Caji (experimentalni ¢ast II):

- stanoveni antioxidacni aktivity spektrofotometricky metodami se zhdSenim
radikald ABTS a DPPH,

- stanoveni obsahu celkovych polyfenold a flavonoidi spektrofotometricky,
- stanoveni fenolického profilu pomoci HPLC.

c) Stanoveni biologicky aktivnich latek ve vybranych ledovych matcha ¢ajich
(experimentalni ¢ast IIT):

- stanoveni antioxidacni aktivity spektrofotometricky metodami se zhdSenim
radikald ABTS a DPPH, stanoveni antioxida¢ni aktivity chemiluminiscencni
metodou PCL,

- stanoveni obsahu celkovych polyfenoll a flavonoidi spektrofotometricky,
- stanoveni kofeinu, L-theaninu, theobrominu a theofylinu pomoci HPLC,
- stanoveni fenolického profilu metodou HPLC,

- stanoveni mineralnich a stopovych prvk metodou AAS,
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d) stanoveni vybranych biologicky aktivnich latek v nestraveném podilu
matcha ¢ajli po procesu simulace traveni procesem in vitro (experimentalni ¢ast
1V):

- stanoveni suSiny, popela a stravitelnosti,

- stanoveni antioxida¢ni aktivity spektrofotometricky metodami se zhaSenim
radikali ABTS a DPPH, stanoveni antioxida¢ni aktivity chemiluminiscen¢ni
metodou PCL,

- stanoveni kofeinu, L-theaninu, theobrominu a theofylinu pomoci
HPLC,

- stanoveni fenolického profilu metodou HPLC,
- stanoveni mineralnich a stopovych prvkli metodou AAS,

- pouZziti skenové elektronové mikroskopie (SEM).
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II. PRAKTICKA CAST
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3 ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

3.1 Pouzité vzorky matcha caju

K analyzam byly pouzZity vzorky matcha ¢aji riznych zemi ptivodu
(Japonsko, Cina, Korea). Vzorky byly zakupovany ve specializovanych
obchodech s prodejem &ajti nebo v 1ékarnach. Ctyfi vzorky byly dodany firmou
Oxalis, spol. s r.0., se kterou se v ramci diserta¢ni prace spolupracovalo. Vzorky
byly uchovavany v klimatizované laboratofi pti 23+2 °C a bez pfistupu slune¢niho
zateni. Baleni matcha Cajti bylo rtiznorodé — od jednoporcovych baleni (2 g) az
po 1000 g.

Tab. 2 Charakteristika analyzovanych vzorkt

Vzorky Oznaceni Zemé puvodu Baleni [g]
Bio matcha Shao Xing* Shao Xing Cina 100
Bio matcha Jeju* Jeju Korea 100
Bio matcha Hisui* Hisui Japonsko 100
Bio matcha Asagiri* Asagiri Japonsko 100
100% Organic green Matcha tea Khoisan Japonsko 30
Organic Japanese matcha tea No. Whittard Japonsko 30
82
Mo Cha Fen Mo Cha Fen Japonsko 100
Matcha Japonsko Don Matcha Japonsko 30
Bio Matcha Tea Bio matcha Japonsko 30x2
Bio original matcha tea Royal pharma Japonsko 20x2
Matcha tea Focus No. 10 Kissa Japonsko 30
Matcha premium Moya Japonsko 30
Premium Japan bio matcha Japan bio Japonsko 1000
Premium matcha tea Allnature Cina 250
Bio matcha tea Wolfberry Cina 200

* Vzorky poskytla firma Oxalis, spol. s r.o.

3.2 Priprava vzorkiu

Pro dané experimenty a nasledné analyzy byly vzorky matcha cajl
piipravovany individudlné.
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3.2.1 Praskova forma matcha ¢aje

Vzorky matcha ¢aji v praskové podobé byly pfimo vdzeny na analytickych
vahach s pfesnosti na 0,1 mg. U téchto vzorkii bylo provedeno stanoveni
zakladnich nutricnich hodnot (suSina, celkovy popel, hruba bilkovina a celkové
lipidy), dale stanoveni stravitelnosti v podminkach in vitro, hrubé a neutralné-
detergentni vlakniny, chlorofylu a a b, vitaminu C, kofeinu, stopovych a
minerdlnich prvkil a obsahu volnych a vdzanych aminokyselin.

3.2.2 Priprava vyluhii matcha caje

Pro ptipravu napoje byly vzorky matcha ¢aji navaZeny na analytickych vahach
s presnosti na 0,1 mg a zality destilovanou vodou o teploté 70 °C a michdny na
magnetickém michadle po dobu 5 minut. Dale byly vzorky filtrovany pies
filtracni papir a nasledné ptes nylonovy filtr (13 mm; 0,45 um). U téchto vzorkt
bylo provedeno stanoveni vyluhovanych celkovych polyfenolli a flavonoidi,
antioxida¢ni aktivity metodami s ABTS a DPPH a fenolického profilu pomoci
HPLC.

Dalsi pripravou pro extrakci v methanolu byly vzorky matcha ¢aji navazeny
na analytickych vahach s ptesnosti na 0,1 mg a zality 80% methanolem a michany
na magnetickém michadle po dobu 5 minut. Dale byly vzorky filtrovany ptes
filtracni papir a nasledné ptes nylonovy filtr (13 mm; 0,45 pm). U téchto vzorki
bylo provedeno stanoveni polyfenolickych kyselin pomoci HPLC, celkovych
polyfenolti, flavonoidii a antioxida¢ni aktivity metodami se zhaSenim radikali
ABTS a DPPH.

3.2.3 Priprava ledovych matcha ¢aja

Byly provedeny rizné zplsoby ptipravy ice-tea matcha extrakti vzorki (Tab.
3). U ledovych ¢aju byly provedeny 3 metody s ptidavkem ledu, rozdilnou
teplotou vody, navazkou vzorku a dobou luhovani. Kone¢ny objem byl 250 ml.
Nasledné byl kazdy vzorek filtrovan pies skladany papirovy filtr KA4 (Smith
Filters, UK). Takto ptipravené vzorky byly dale pouzity pro stanoveni
antioxida¢ni aktivity (s ABTS, s DPPH, PCL), celkovych polyfenoli a
flavonoidi, kofeinu, L-theaninu, theobrominu, theofylinu, fenolického profilu,
mineralnich a stopovych prvka.

Pozn.: Pokud byly pfipravovany vzorky pro naslednou prvkovou analyzu
pomoci ICP-MS nebo AAS, vzdy byla pouzita voda nebo led v ultrapure kvalité
(18.2 MQcm) (Purelab Classic Elga system, Labwater/VWS, London, UK),
vzorek nebyl piipravovan ve skle a nebyl v kontaktu s kovy. Byly pouzity
plastové materialy.
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Tab. 3 Ptiprava ledovych matcha caji

Metoda Navazka Objem vody  Teplota [°C] Navazkaledu  Doba luhovani

vzorku [g]  [ml] [0]
1 2,00 150 70 100 5 minut
2 2,00 150 20 100 5 minut
3 2,00 150 20 100 12 hodin v

lednici pii 8 °C

3.2.4 Priprava nestraveného podilu

Ptiprava nestravitelného podilu probihala stejnym postupem, jako je popsano
v kapitole 3.8. Piiprava nestravené¢ho podilu vzorku byla ukoncena procesem
suSeni v susarné, a to pii max. 20 °C po dobu 24 hodin. Dale se pokrac¢ovalo dle
shématu uvedeného na Obr. 3. Bylo provedeno stanoveni antioxidac¢ni aktivity,
stanoveni kofeinu, L-theaninu, theobrominu a theofylinu, stanoveni fenolického
profilu a byla pouzita skenova elektronova mikroskopie (Kolackova et al., 2022).
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Digestibility assessment
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Obr. 3: Schéma experimentu analyzy nestravené¢ho a nativniho podilu matcha
¢aje in vitro (Kolackova et. al., 2022)

3.3 Stanoveni suSiny

5 g praSkového vzorku s presnosti na 0,1 mg bylo navazeno do piedsuseného
kelimku. Vzorky byly suSeny 6 hodin v susarné pii 103+2 °C. Po vychladnuti se
miska zvazila na analytickych vahéach. Stanoveni probihalo vzdy ve tiech
opakovanich pro kazdy vzorek. Byla pouzita norma CSN ISO 1572.
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3.4 Stanoveni popela

Do pfedem vyzihanych a zvdzenych porcelanovych kelimkid bylo navdZeno
5 g praskového vzorku s piesnosti na 0,1 mg. Vzorky se palily 5,5 hodiny pii
teplote 550420 °C. Poté byly kelimky vychlazeny v exsikatoru a nasledné
zvazeny. Stanoveni probihalo vzdy ve tfech opakovanich pro kazdy vzorek. Pro
stanoveni celkového popela bylo vyuzito normy CSN ISO 1575.

3.5 Stanoveni dusiku s naslednym prepoctem na obsah hrubé

bilkoviny

Pro stanoveni obsahu celkového dusiku s pfepoctem na obsah hrubé bilkoviny
byla pouzita metoda dle Kjeldahla s mineralizaci vzorku mokrou cestou a
naslednou destilaci amoniaku po piidavku nadbytku 30 hm.% NaOH. Amoniak
byl jiméan do 2 hm.% roztoku kyseliny borité a vzorek se titroval 0,025 mol.I*
H,SO,4. Vysledny obsah dusiku byl nasledné nésoben piepocitavacim faktorem
(6,25) a vyjadfen jako hruba bilkovina. Byla pouZita norma CSN EN ISO 20483.

3.6 Stanoveni obsahu lipidu

Celkovy obsah lipida v praS8kové formé matcha €aji byl stanovovan pomoci
metody dle Soxhleta s hexanem jako extrak¢nim ¢inidlem. Extrakce probihala na
zafizeni Soxtherm Gerhard po dobu 2 hodin a 22 minut. Z rozdilu hmotnosti
extrakénich banck pred a po extrakci byl vypocitan obsah celkovych lipidi.

3.7 Stanoveni hrubé a neutralné-detergentni vlakniny

Pii stanoveni hrubé vlakniny (CF, crude fibre) bylo nejprve navazeno 0,5 g
(s ptesnosti na 0,1 mg) praskového vzorku matcha ¢aje do filtra¢nich sacku (typ
F57, Ankom Technology, USA). Jeden prazdny sacek byl zataven a pouzit pro
korekci. Déle byly sacky umistény do pfistroje Ankom Fibre (Ankom
Technology, USA) do né&jz byly nality 2 1 0,1275 mol.1* H,SO, a bylo zapnuto
michani a ohtev na 100 °C po dobu 45 minut. Po uplynuti 45 minut byla kyselina
vypusténa a vzorky byly nékolikrat promyty 2 1 horké destilované vody a poté
byly do pfistroje davkovany 2 | NaOH o koncentraci 0,313 mol.I* a opét byl
spuStén program po dobu 45 minut a nasledovalo proplachnuti destilovanou
vodou. Nasledné se sacky nechaly ponofené v acetonu po dobu 3 minut a byly
vysuSeny v su$arné pii 105 °C po dobu 4 hodin. Po vysuSeni se nechaly
vychladnout v exsikatoru a byly zvazeny. Nakonec se sacky, které byly vlozeny
do pfedem vyzihanych a zvazenych kelimku, nechaly spalit v muflové peci pfi
550 °C po dobu 5,5 hodiny. Po ochlazeni v exsikatoru byl obsah kelimku zvazen
(Sumczynski et al., 2015a).
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Neutralné-detergentni vlaknina (NDF, neutral-detergent fibre) byla stanovena
pomoci neutrdlné-detergentniho Cinidla. Suchy koncentrat neutralniho
detergentniho roztoku (120 g) od Ankom Technology (obsahujici laurylsulfat
sodny, disodnou EDTA, boritan sodny, hydrogenfosfore¢nan sodny) byl smichan
s 20 ml triethylenglykolu a poté rozpustén v destilované vod¢ a upraven na objem
21 (pH 6,9-7,1). Nasledné bylo ptipraveno neutralné-detergentni ¢inidlo piidanim
20 g sifi¢itanu sodného a 4 ml a-amylazy. Filtra¢ni saCky F57 byly promyvany v
acetonu po dobu 3 minut a poté ponechany pii cca 20 °C, aby se odpafil zbytek
acetonu. Prazdné filtra¢ni saCky byly oznaceny pomoci textilniho pera a poté
zvazeny (m;j). Dale bylo 0,5 g vzorku prasku matcha navdzeno do filtra¢niho
saCku (my) a poté thned uzavieno. Jeden filtra¢ni sacek byl uzavieny prazdny a
slouzil jako korek¢éni safek. Zatavené sacky se vzorky byly vlozeny do
specialniho hnizda umisténého do analyzatoru vlakniny a dovniti byl pfidan
roztok neutralniho ¢inidla. Analyzator vldkniny byl uzavien a bylo provedeno
michani. Teplota zahifivani byla nastavena na 100 °C a hydrolyza probihala po
dobu 75 minut. Po této dob& byl roztok vypustén a hnizdo se vzorky bylo znovu
tiikrat promyto smeési 2 1 horké destilované vody a 4 ml amylazy. Dale bylo
provedeno posledni proplachnuti studenou destilovanou vodou pro ochlazeni
saCkl. Béhem kazdého opétovného myti se hnizdo 5 minut michalo. Poté byly
saCky vlozeny do acetonu na 3 minuty a vysuSeny pomoci filtraéniho papiru a
ponechany pii cca 20 °C, aby se odpafil aceton. Uzaviené sacky byly vlozeny do
pece a udrzovany pii 105 °C po dobu 4 hodin. Dale byly sacky zvazeny (ms).
Nakonec byly vSechny spaleny v muflové peci pii 550 °C po dobu 5,5 hodiny a
po ochlazeni v exsikatoru byly zvazeny (m4) (Kolackova et al., 2020a). Neutralné-
detergentni a hruba vlaknina byla vypoctena dle Kolackova et al. (2020a).

3.8 Stanoveni stravitelnosti technikou in vitro

Do suchych a zvazenych filtranich sacki (F 57, Ankom Technology, USA)
vypranych v acetonu bylo navazeno 0,25 g praSku caje s presnosti na 0,1 mg.
Sacky se vzorky byly dale zataveny a umistény spolu s prazdnym sackem do
inkubaéni lahve. Do ni bylo pfidano 1,7 1 roztoku HCI1 (0,1 mol.I'Y), ktery byl
pfedem vytemperovany na 40 °C, a byly ptidany 3 g pepsinu. Lahev se umistila
do inkubatoru (Daisy", Ankom Technology, New York, USA) a inkubace
probihala 4 hodiny. Nasledn¢ byly sacky dtikladné promyty destilovanou vodou.
Pro dalsi inkubac¢ni roztok bylo pouzito 1,7 1 fosfatového pufru (pH 7,45),
ptipraveny navazenim 3,09 g KH,PO, a 32,49 g Na,HPO,4.12 H,0. Do pufru byly
pfidany 3 g pankreatinu s proplachnutymi saCky. Po uplynulé inkubac¢ni dobé 24
hodin byly sacky promyty redestilovanou vodou a vysuseny v susarné pii 103 °C
po dobu 24 hodin, umistény v exsikdtoru a zvazeny. Nakonec byly sacky spaleny
v muflové peci pii 550 °C po dobu 5,5 hodin a po vychladnuti opét zvazeny
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(Misurcova, 2008; Kolackova, 2020a). Stravitelnost byla vypoctena podle vzorct
Kolackova et al. (2021).

3.9 Stanoveni celkovych polyfenoli spektofotometricky

Obsah celkovych polyfenoli byl stanoven metodou s pomoci Folin-
Ciocalteuho cinidla. Do 10ml odmérné banky bylo pipetovano 5 ml destilované
vody, dale bylo pfidano 100 ul extraktu vzorku ¢aje, 0,5 ml Folin-Ciocalteuova
Cinidla a nakonec 1,5 ml 20% uhlicitanu sodné¢ho. Vzorek se ponechal 30 minut
reagovat a posléze byla zméfena jeho absorbance pii 765 nm. Celkovy obsah
polyfenolii byl vypocéitan pomoci rovnice linedrni regrese. Vysledky byly
vyjadieny jako ekvivalentni mnozstvi mg kyseliny gallové na 1 g vzorku (Cicoo
et al., 2009).

3.10 Stanoveni celkovych flavonoidu spektofotometricky

Obsah celkovych flavonoidl byl stanoven spektrofotometricky pomoci tvorby
barevného komplexu s chloridem hlinitym. Do zkumavky se pipetovalo 8,5 ml
20% etanolu, piidalo se 0,85 ml extraktu vzorku ¢aje, dale 0,375 ml 0,5 mol.I*
NaNO; a smés se nechala reagovat po dobu 5 minut. Po uplynuti této doby se
piidalo 0,375 ml 0,3 mol.I't AICI;.6H,0 a smés se nechala reagovat dalsich 5
minut. Nakonec bylo pfidano 2,5 ml 1 mol.I'* NaOH a po 10 minutach se vzorky
promé&fily pfi 506 nm oproti etanolu jako blanku. Vyhodnoceni se provedlo
metodou kalibracni kiivky na standard rutin a vysledky byly vyjadieny jako
ckvivalentni mnozstvi mg rutinu na 1 g vzorku (Kotaskova et al., 2016a).

3.11 Stanoveni chlorofyla spektofotometricky

Bylo odvédzeno 0,05 g praSkového vzorku s ptesnosti na 0,1 mg, ktery se
rozetiel ve tfeci misce s 20 ml 80% acetonu spolu s CaCO3 (na Spicku 1zicky) pro
zabranéni tvorby feofytinu. Smés se nechala 15 minut stit v temnu. Poté byla
zfiltrovana ptes filtracni papir smoceny 80% acetonem. Extrakt byl pieveden do
25ml odmérné banky a doplnén 80% acetonem po rysku. Méftila se absorbance
extraktu pti vlnovych délkach 649 a 665 nm oproti 80% acetonu jako blanku. Na
zaklad¢ vzorcu 1 az 3 (Vernon, 1960) byl vypoCten obsah chlorofyli a a b i
celkovy chlorofyl:

Chla (%) = 11.63 (Ages) — 2.39 (Agso) (1)
Chl b (%) = 20.11 (Agso) — 5.18 (Ages) )
Celkovy chl (%) = 6.45 (Aggs) + 17.72 (Agys) (3)
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3.12 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

3.12.1 Metoda se zhasenim radikalu ABTS

Pomoci metody s ABTS (2,2"-azinobis-(3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-
sulfonatu) dochazi ke zhaseni kationtu-radikalu ABTS, ktery byl vyroben reakci
ABTS s peroxodisiranem draselnym o koncentraci 0,06 mol.I'* a ponechan
generaci po dobu 16 hodin bez pfistupu svétla. Octanovy pufr se piipravil
smichanim 0,2 mol.I* CH;COONa a 0,2 mol.I* CH;COOH. Octanovy pufr o pH
4,3 byl smichén se vzniklym radikalem ABTS v poméru 39:1. Takto pifipravena
reak¢ni smés byla spektrofotometricky prométena pii vinové délce 734 nm. Jako
blank byl pouzit octanovy pufr. Do zkumavky se odpipetovalo 12 ml reakcni
smési a 150 pl extraktu vzorku. Smés se ponechala reagovat po dobu 30 minut
v temnu. Po uplynuti 30 minut byla zméfena absorbance na spektrofotometru
Lambda 25 pfi vinové délce 734 nm. Ubytek absorbance byl piepoéten na %
inaktivace. Z kalibra¢ni zavislosti % inaktivace na koncentraci troloxu byla
vypoctena antioxidacni aktivita, vyjddfend jako mg troloxu na 1 g vzorku
(Sumczynski et al., 2015b).

3.12.2 Metoda se zhasenim radikalu DPPH

Zasobni roztok se ptipravil rozpusténim 24 mg DPPH (1,1-difenyl-2-((2,4,6-
trinitrofenyl)hydrazyl)) ve 100 ml metanolu. Z takto ziskaného zasobniho roztoku
DPPH se piipravil roztok pracovni, kdy bylo smichano 10 ml zasobniho roztoku
a 45 ml metanolu. Nasledné se pracovni roztok spektrofotometricky proméftil
proti metanolu jako blanku pti vinove délce 515 nm. Pii vlastnim méteni vzorka
bylo pipetovano do zkumavky vzdy 8,55 ml pracovniho roztoku DPPH a 450 pul
extraktu vzorku. Vzorek byl ponechin 60 minut v temnu a nasledné se
spektrofotometricky proméfila absorbance pii vlnové délce 515 nm. Ubytek
absorbance byl pfepocten na % inaktivace a pomoci rovnice linedrni regrese byla
antioxidacni aktivita pfepocitana na ekvivalentni mnoZzstvi mg troloxu na 1 g
vzorku (Ferri et al., 2013).

3.12.3Stanoveni antioxidacni aktivity chemiluminiscenci (PCL)

Metoda PCL patii mezi fotochemiluminiscenéni metody. Byla stanovena
antioxida¢ni aktivita ve vodé rozpustnych antioxidanti (ACW) a v tucich
rozpustnych (ACL). Pro ACW byla jako standard pouzita kyselina L-askorbova
(AAE) a pro ACL standard troloxu (TE). Vysledky byly vyhodnoceny pomoci
kalibra¢nich ktivek (Ptiloha P I) a vyjadfeny pro ACW v mg ekvivalentu AAE.g
! ledového matcha ¢&aje, ktery byl pfipraven dle metod uvedenych v kap. 3.2.3 a
nestravené ¢asti matcha ¢aji ptipravenych dle kap. 3.2.4. Pro ACL byly vysledky
vyjadieny v mg ekvivalentu troloxu TE.g! v prasku matcha &aje. Pro zisk
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lipofilnich antioxidantii a nasledné stanoveni hodnoty ACL byla pouzita extrakce
0,2 g matcha prasku po dobu 5 minut v 25 ml 80% metanolu. Takto pfipravené
vzorky byly proméfeny na zafizeni Photochem Analytik Jena AG (Jena,
Némecko) (Besco et al., 2007).

3.13 Stanoveni vitaminu C pomoci HPLC

Izolace pro nasledné stanoveni vitaminu C probihala extrakci 5 g matcha caje
Vv 25 ml extrakéni smési o sloZzeni metanol, kyselina fosfore¢na a redestilovana
voda v poméru 99,0: 0,5:0,5 pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC). Vzorky byly tiepany po dobu 15 minut ve tmavych 1ékovkach a dale
filtrovany ptes nylonovy filtr (13 mm, 0,45 pm). Vitamin C byl stanovovan na
chromatografu Dionex Ultimate 3000 s detektorem DAD — Diode Array Detector
- (Thermo Scientific Inc., USA) a pouzitim kolony Dionex Acclaim C8 (150 x 2,1
mm; 5 um, Thermo Scientific, MA, USA). Nastfik na kolonu byl v mnozstvi 20
ul, pritok 0,8 ml.min* a teplota kolony byla 25 °C. Mobilni faze byla stejna jako
extrakéni smés, byla pouzita izokraticka eluce. Vyhodnoceni probihalo pii 254
nm, byl pouzit program LC Chromeleon™ 7.2 Chromatography Data System
(Thermo Scientific, MA, USA). Chromatogram byl zaznamenan s linearnimi
odezvami DAD v kalibra¢nim rozsahu 5-200 ug.ml? s korela¢nim koeficientem
presahujicim hodnotu 0,9983. Vitamin C byl identifikovan pomoci retencniho
Casu a metody standardniho pridavku (Rop et al., 2010).

3.14 Stanoveni polyfenolickych kyselin pomoci HPLC

Piipravené extrakty vzorkt dle kap. 3.2.2 (vodné i methanolové) se
nastfikovaly na kolonu v mnoZzstvi 10 ul, s dobou analyzy 45 minut, pfi teploté
kolony 30 °C. Mobilni fazi A byla voda a kyselina octova v poméru 99:1, mobilni
fazi B pak voda, acetonitril a kyselina octova v poméru 67:32:1. Eluce probihala
gradientové, a to nasledovné: 0—10 minut (1040 % B), 10-15 minut (20-50 %
B), 15-20 minut (40-70 % B), 20-25 minut (50-60 % B), 25-30 minut (80 % B),
30-40 minut (70-20 % B), 4045 minut (20 % B). Analyza probihala pomoci
HPLC Dionex Ultimate 3000, pritok mobilni fize byl 1 ml.min, typ kolony
Phenomenex Kinetex C18 (150 x 4,6 mm; 2,6 um). Vlnova délka detekce byla
275 nm. Pro vyhodnocovani métenych vysledkid byl pouzit program LC
Chromeleon™ 7.2 (Kotaskova et al., 2016b). Chromatogramy byly zaznamenany
s linearnimi odezvami DAD v kalibraénim rozsahu 1-120 ug.ml? s korela¢nimi
koeficienty pfesahujicimi hodnotu 0,9975. Polyfenolické latky byly
identifikovany pomoci retencniho €asu a metody standardniho ptidavku.
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3.15 Stanoveni volnych aminokyselin pomoci IEC

Pro stanoveni volnych aminokyselin (AMK) byly navazeny 0,4 g vzorku
matcha praSku do tmavych lékovek. K navazce byly pfidany 4 ml 0,6 mol.I*
HCIO4 a vzorky byly tfepany po dobu 30 minut a centrifugovany pii 12300 X g
(Velocity 13 p; Dynamica Scientific Ltd., Newport Pargnell, UK) po dobu 3
minut. Supernatant byl pielit do 10ml odmérné banky. K sedimentu ve zkumavce
bylo pfidano 2,5 ml 0,6 mol.I"* kyseliny chloristé, vzorek byl opét tfepan na
ttepatce 20 minut a odsttedén. Druhy supernatant byl pfilit k prvnimu
supernatantu do 10ml odmérné baiiky a k sedimentu bylo znovu ptidano 2,5 ml
0,6 mol.Itkyseliny chloristé a postup se opakoval. Poté byla 10ml odmérn4 batika
doplnéna 0,6 mol.I't HCIO, po rysku. Z takto piipravené odmérné baiky byl
vzorek odpipetovan do ependorfek a odstfedén opét pii 12300 x g po dobu 5
minut. Nakonec byl roztok extraktu zfedén pufrem citronanu lithného (chemickeé
sloZeni pufrii je uvedeno v Tab. 4.). Takto pfipraven¢ vzorky byly bezprostiedné
pied analyzou ptefiltrovany pies stiikackovy filtr s porozitou 0,45 um do vialek
a davkovany do chromatografického systému (Pachlova et al., 2011).

Volné aminokyseliny byly stanovovany technikou iontoméniCoveé
chromatografie (IEC). 100 pl vzorku fedéného pufrem bylo nastiiknuto do
automatického analyzatoru aminokyselin AAA400 (Ingos, Praha, CR)
vybaveného kolonou 150 x 3,7 mm naplnénou iontoménicem Polymer AAA.
Vzorky byly eluovany postupné citratovymi pufry za nasledné post-kolonové
derivatizace ninhydrinem. Detekce probihala spektrofotometricky, ptfi vlnové
délce 570 nm. Volné aminokyseliny byly eluovany podle nasledujiciho programu:
0-2 min pufr A, 246 min pufr B, 46-83 min pufr C, 83-101 min pufr D, 101—
162 min pufr E (Bunkova et al., 2009).
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Tab. 4 Slozeni jednotlivych pufrti pouzitych pro analyzu volnych AMK pro
konecny objem 1 1

Cinidlo A B C D E Nanagejici
pufr

Monohydrat 9,56 10,2 10,1 9,50 8,96 -

kyseliny citronové

[q]

Citronan lithny [g] 208 324 625 155 50,0 9,50
LiCl [g] 668 7,01 1200 701 283 -

NaNs [g] 010 010 0,10 010 010 010
HCI [ml] - - - - - 8,50
Thiodiglykol [ml] 250 250 2,50 - - 5,00

A, B, C, D, E — jednotlivé pufry.

3.16 Stanoveni vazanych aminokyselin pomoci IEC

Pro stanoveni vazanych AMK byla pouzita kyseld a oxidativné kysela
hydrolyza vzorki. Bylo navdzeno po 0,05 g praskového vzorku, ktery byl smichan
s 15 ml 6 mol.I' HCI a proplachnut Ar po dobu 30 sekund ve vialkach. Dale byly
vialky umistény do termobloku pro hydrolyzu pii 117 °C po dobu 23 hodin. Po
hydrolyze se vialky ochladily, HCI se odpatila (Labicom, Olomouc, CR) a zbytek
se zfedil pufrem citronanu sodného o pH 2,2. Ke stanoveni metioninu a cysteinu
byl pouzit proces oxidativné-kyselé hydrolyzy. Bylo navaZzeno opét po 0,5 g
vzorku. Vzorky byly podrobeny 16-ti hodinové oxidaci v lednici smési 15 ml 30%
H,0, a 85% HCOOH. Poté bylo ke vzorku pfiddno 50 ml 6 mol.I'* HCI a vzorky
byly umistény do olejové lazné, kde byla provadéna oxidativni hydrolyza pfi
teplote¢ 118 °C po dobu 23 hodin. Nasledné byly vzorky ptfeneseny do 250ml
odmé&rné batiky s pouzitim 0,1 mol.I"* HCI. Bylo odstranéno 25 ml tohoto objemu
a zbytek objemu byl odpaien. Odparek byl znovu rozpustén v redestilované vodé,
znovu odpaten a poté kvantitativné preveden s pufrem citratu sodné¢ho o pH 2,2
do 25ml odmérné banky. AMK byly stanoveny pomoci IEC s postkolonovou
derivatizaci ninhydrinem. Jejich separace byla provedena pomoci analyzatoru
AAA400 se spektrofotometrickou detekci pti vinovych délkach 440 nm pro prolin
a 570 nm pro ostatni AMK. MnoZstvi 100 pl vzorku v nanésejicim pufru bylo
nastifiknuto do analyzatoru vybaveného kolonou 370 x 3,7 mm naplnénou
iontoméni¢em Ostion LG ANG. Analyty byly eluovany podle programu: 0-5 min
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pufr A, 5-32 min pufr B, 32—44 min pufr C, 44-75 min pufr D. SloZeni
jednotlivych citratovych pufri je zobrazeno v Tab. 5 (Burika et al., 2009).

Tab. 5 Slozeni jednotlivych pufrti pouzitych pro analyzu vazanych AMK pro
konecny objem 1 1

Cinidlo A B C D Nanagejici pufr

Monohydrat 11,11 10,00 7,53 - 14,00

kyseliny citronové

[9]

Dihydrat citratu 4,04 5,60 9,06 19,60
sodného [g]

NaCl [g] 9,29 8,36 1800 52,60 11,50
H3BOs [g] - - - 2,05

NaNs [g] 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
NaOH [g] - - - 0,50
Thiodiglykol [ml] 2,50 2,50 2,50 - 5,00

A, B, C, D — jednotlivé pufry.

3.17 Stanoveni kofeinu, L-theaninu, theobrominu a theofylinu
pomoci HPLC-UV

Vzorky matcha ¢aju byly ptipravovany dle kapitoly 3.2. Pripravené ledové Caje
(kap. 3.2.3) pak byly filtrovany ptes nylonovy filtr (13 mm, 0,45 pm) a
nastfikovany do chromatografu Dionex Ultimate 3000. Stanoveni obsahu kofeinu,
L-theaninu, theobrominu a theofylinu v ledovych matcha ¢ajich probihalo na
kolon¢ Phenomenex Kinetex EVO 18 (150 mm x 4,6 mm; 5 pm) pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV detekci (HPLC-UV). Mobilni
faze sestavala ze dvou slozek. Faze A byla tvofena smési vody a 0,05% H3PO, a
mobilni fazi B byl acetonitril. Eluce probihala gradientové: 0—6 minut (100 % A),
6—7 minut (100 % A), 7-18 minut (100 % A), 18-33 minut (95 % A), 33-43 minut
(80 % A), 43—44 minut (80—100 % A), 44-53 minut (100 % A), 53-54 minut (100
% A). Injek¢ni objem byl 10 ul, teplota kolony byla nastavena na 30 °C, pritok
mobilni faze byl proménlivy v rozsahu 0,5-0,8 ml.min? a doba analyzy byla 54
minut. Méfeni byla vyhodnocovana pii vinovych délkach 210 nm pro L-theanin
a 275 nm pro theobromin, kofein a theofylin. K vyhodnoceni namétenych
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vysledki byl pouzit program LC Chromeleon™ 7.2 (Boros et al., 2016).
Vyhodnoceni probihalo na zaklad¢ kalibra¢nich kiivek sestrojenych pro kazdy
analyt pomoci generace rovnice linedrni regrese, kdy korela¢ni koeficienty pro
dané analyty byly vzdy nad 0,9925. Analyty byly identifikovany na zakladé¢
reten¢niho ¢asu a s pouzitim metody standardniho ptidavku.

3.18 Stanoveni mineralnich a stopovych prvkii metodou ICP-MS

3.18.1 Mineralizace vzorku

Prasek matcha Caje byl navazen (0,20 g) do teflonovych nadobek s ptidavkem
7 ml 67% ultrapure HNO3; a 1 ml 30% ultrapure H,O,. Pro rozklad se pouzil
mikrovinny systém Milestone Ethos One (Sorisole, Italie). Byl pouZit program
pro ¢ajove listy s nasledujicimi parametry: 1500 W pti 200 °C po dobu 15 minut
nab¢h a vydrz taktéz 1500 W pii 200 °C po dobu 15 minut. Zmineralizovany
vzorek se doplnil v plastové zkumavce na objem 25 ml pomoci ultrapure H20.

Stejnym postupem byl mineralizovan vzorek nestraveného podilu, ktery byl
ptipraven digesci technikou in vitro.

3.18.2 ICP-MS instrumentace

Analyza se provadéla pomoci hmotnostniho spektrometru s indukéné vazanym
plazmatem (ICP-MS) ThermoScientific iCAP Q na bazi kvadrupdlového
analyzatoru (ThermoScientific, USA) vybaveného technologii QCell (CCT —
Colision Cell Technology). Jako kolizni plyn bylo pouzito hélium, k odstranéni
nezddoucich molekularnich iontd rozliSenim jejich kinetické energie.
Technologie QCell vynika kratkou dobou analyzy, flexibilitou a spolehlivosti.
Nastaveni konkrétnich pracovnich parametrii bylo nésledujici: vykon 1550 W,
hloubka vzorkovani 5 mm, pritok chladiciho plynu 14,0 1.min? pritok
pomocného plynu 0,8 L.min, prittok zmlzovaciho plynu 1,015 1.min™, priitokova
rychlost He 4,1 ml.min?, rychlost zmlzovade 40,00 ot.min a teplota uvnit¥
komory 2,7 °C (Koubova et al., 2018; Sumczynski et al., 2018).

3.18.3Kalibrace a presnost méreni

Kalibra¢ni standardni série byly pfipraveny ve dvou sadach s ofekavanym
koncentraénim rozsahem ve vzorcich: vysoka koncentraéni fada standardi (19
prvka): °Be, Zn, 83Cu, ©Ni, #’Al, "'Ga, #*Mg, *Co, "Li, ¥’ Ag, **Mn, 8Sr, 137Bg,
205T]|, 140Ce, 133Cs, %Ho, ¥1Ta a 2®U v koncentraci 3-35 pg.l? a nizsi
koncentraéni standardni fada (13 prvki): "°As, #Ca, 1!Cd, °2Cr, >'Fe, 2°2Hg, ¥*K,
31p, 23Na, 2%8Pb, ""Se, 118Sn a *8Ti v koncentraci 0,5-1,0 pg.l". Jako vnitfniho
standardu bylo uzito rhodia (***Rh) v koncentraci 10-100 ug.I*. Byly pouzity
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certifikované referen¢ni materialy ze zelenych fas Metranal® 8 (Analytica Ltd.,
Jilové, CR), NIST Ryzova mouka 1568b (Narodni Gistav pro normalizaci a
technologii, zakoupené v Analytica Ltd., Praha, CR), &ajové listy (INCT-TL-1,
Institut of Nuclear Chemistry and Technology, Polsko) a Lisejnik (IAEA-336,
International Atomic Energy Agency, Rakousko) viz Ptiloha P Il. Certifikované
materialy byly pfipraveny stejnym zpiisobem, jako probihala mineralizace prasku
matcha caje.

3.19 Stanoveni vybranych mineralnich a stopovych prvki pomoci

AAS

Vzorky praskovych matcha ¢aji byly podrobeny mineralizaci dle kapitoly
3.18.1. Takto pripravené vzorky byly nastiikovany do AAS (Atomova Absorp¢ni
Spektrometrie) (ContrAA 800 (Analytik Jena AG, Némecko). Obsahy
mineralnich a stopovych prvkll byly méfeny v praskové form¢ ¢aje matcha a
nestravitelnych ¢astech vzorkii matcha. RovnézZ bylo provedeno stanoveni prvki
ve vzorcich ledového caje. Vybrané prvky byly identifikovany pomoci
atomového absorpéniho spektrometru ContrAA 800 se zdrojem kontinua s
vysokym rozliSenim (Analytik Jena AG, Jena, Némecko) vybaven¢ho xenonovou
lampou. Elektrotermické atomizace byla pouZita pti stanoveni Cd a Pb v grafitove
kyveté s detekci pii 228,8018 a 283,3060 nm. Koncentracni rozsahy kalibra¢nich
roztoki pro Cd a Pb byly 5-10 pg.I* a 12,5-50,0 pg.I". Ostatni mineralni a
stopove prvky (Na, Mg, K, Ca, Mn, Fe, Zn a Se) byly podrobeny atomizaci v
plamenu acetylen-vzduch. Podminky AAS jsou prezentovany v Tabulce 6.
Vsechny kalibraéni standardni roztoky byly pfipraveny s pouzitim 1 g.I?
primarnich certifikovanych standardnich roztoki (Analytika, Brno, CZ).
Spravnost byla ovéfena pomoci certifikovanych referenénich materiald (CRM)
¢ajovych listkd INCT-TL-1 (Ustav jaderné chemie a technologie, Polsko) a
liSejniku (Mezindrodni agentura pro atomovou energii (Viden, Rakousko).
Digesce téchto materiali byla provedena stejnym rozkladnym postupem jako u
praSkoveého cCaje matcha (Welz, 2005). VytéZnosti stanovovanych prvkl se
pohybovaly mezi 88 a 109 %. Vzorky ledovych ¢aji (Japan Bio, Allnature,
Wolfberry) byly pfipraveny dle kapitoly 3.2.3. Takto pfipravené vzorky byly
nastfikovany do AAS.
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Tab. 6 Podminky méfeni na AAS

Prvek Rozsah VInova Vyska Pritok

kalibrace délka (nm) horaku plynu

[mg.I7] [mm] [1.h1]
Na 5-15 330,2370 6 60
Mg 10-30 202,5820 6 70
K 50-150 404,4140 8 80
Ca 5-15 422,6728 6 80
Mn 2,5-10,0 280,1081 6 70
Fe 2,5-10,0 248,1081 6 60
Zn 0,5-2,0 213,8570 6 80
Se 2,5-10,0 196,0267 6 50

3.20 Metoda skenovaci elektronové mikroskopie (SEM)

Vzorek praskoveho Caje matcha byl nalepen na uhlikovou pasku na hlinikovém
ter¢i. Nepfipojené Castice prasku byly odstranény proudem stlacené¢ho suchého
vzduchu. Pfipojené fragmenty byly zkoumény pomoci SEM (Phenom Pro,
Phenom-World BV, Thermo Fisher Scientific, Eindhowen, Nizozemsko). VVzorky
praSku byly analyzovany pii urychlovacim napéti 10 kV v rezimu zpétné
odrazenych elektronti s trovnémi zvétSeni 1500%, 3500x a 10000x. Méieni, ktera
byla provadéna na vzorcich bez predchozi metalizace, byla dokon€ena pomoci
drzaku umoznujiciho redukci naboji na polymernich materialech (Kolackova et
al., 2022).

3.21 Vypoc¢ty prinosu konzumace matcha ¢aje k referencnim
hodnotam esencialnich aminokyselin a esencialnich a

toxickych prvkii

Nameéfena data tykajici se obsahu vazanych AMK byla déale zpracovéana a
pouzita k vypoctu hodnot aminokyselinového skore (AAS), indexu esencidlnich
aminokyselin (EAAI) a k vyhodnoceni limitujici aminokyseliny (LAA)
v proteinech matcha c¢aje. Limitujicimi aminokyselinami byly stanoveny
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esencialni aminokyseliny v bilkoviné matcha aje, které vykazovaly nejvétsi
rozdil v hodnoté aminokyselinového skore zaminokyselinového sloZeni
standardniho proteinu. Dale byly vypocitany pfispévky konzumace matcha Caje
k hodnotam referencniho piijmu (RDA) pro jednotlivé esencialni aminokyseliny
a také histidin a cystein v Ptiloze P III (Friedman, 1996; WHO, 2007).

Z dat namétenych pomoci techniky ICP-MS byly nésledné spocitany teoretické
prispévky matcha ¢aje k hodnotam navrzenym IOM (Institute of Medicine), a to
Kk referenénimu doporu¢enému piijmu (RDA) nebo adekvatniho piijmu (Al) pro
esencidlni prvky a prispévky toxickych prvki k hodnotdm docasnych
tolerovatelnych tydennich ¢i mési¢nich ptiyjma (PTWI, PTMI). Porce matcha ¢aje
byla zvolena 5 g (ptiblizn¢ dva $alky caje matcha denn¢), vékova kategorie 31—
50 let, vaha zeny 65 kg, vaha muze 80 kg (WHO, 2006; WHO, 2007).

3.22 Statistika

Namétené vysledky jsou vyjadieny jako stfedni hodnota v susSiné vzorku +
smérodatna odchylka. Vysledky byly vyhodnoceny na hladin€ vyznamnosti 5 %
a zpracovany dle programu StatK25. Pro statistické vyhodnoceni se pouzil Dean
Dixontiv test (Q-test), jeZ vylucuje odlehly vysledek, Shapiriiv-Wilkiv test pro
zjisténi normality, parametricky Studentiiv t-test srovnavajici sttedni hodnoty
dvou nezavislych souborti, dale neparametricky Wilcoxonlv test srovnavajici
sttedni hodnoty dvou nezavislych souborit a Tukeyliv test pro mnohondsobné
porovnavani. Pro zjisSténi linearni zavislosti mezi dvéma veli¢inami byl pouZit
Pearsontiv koeficient (Burika et al., 2008; K¥iz et al., 2007).
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4 VYBRANE DOSAZENE VYSLEDKY PRACE

4.1 Experimentalni ¢ast I — nurtricni analyza praskové formy

matcha ¢aje

4.1.1 Vysledky stanoveni zakladnich nutri¢nich parametri

Vysledky stanoveni vybranych nutriénich parametri jsou prezentovany
v Tab. 7. Pii stanoveni suSiny v matcha ¢ajich se jeji obsah pohyboval v rozmezi
95,2 a7 97,5 %. Podle platného natizeni by mnozstvi susiny pro zeleny ¢aj nemélo
byt niz$i nez 90 %. Vyssi vlhkost miize poukazovat na Spatné technologické
zpracovani a Spatné podminky pro uchovavéani a skladovani, tedy celkovou
kvalitu ¢aje (Vyhléaska ¢. 330/ 1997 Sb.).

Obsah popela se signifikantné liSil vyjma vzorkti Khoisan a Bio matcha.
Pohyboval se v rozmezi od 5,23 do 8,73 %. Dle ISO 11287 (2012) je u zeleného
Caje minimalni a maximalni obsah popela, jako ukazatele mineralnich latek,
stanoven na 4 a 8 %. Z namétenych vysledki tuto maximalni hodnotu piekrocily
tf1 vzorky. Norma udavajici obsah popela pro matcha caje neni. Nicmeéng, pro
udrzeni dobr¢ kvality Caje néktefi autoi1 védeckych studii doporucu;ji jeho obsah
nizsi nez 5,54 % (Topuz et al., 2014; Rehman et al., 2002).

V listech zelenych ¢ajii se obsah hrubé bilkoviny pohybuje obvykle mezi 1-2
% (Muhammad et al., 2013). Z namétenych dat je vidét, Ze matcha ¢aje obsahuji
10x vyssi hodnoty v obsahu bilkovin. To je pfisuzovano jejimu péstovani pomoci
zastinovani, kdy se Cajovniku nastavi stresové podminky, které maji vliv na
metabolické drahy. Diky vys$§imu obsahu hrubé bilkoviny v matcha Caji, ktery se
konzumuje cely ve formé ptipravené suspenze, bylo zajimavé stanovit profil nejen
volnych, ale také vazanych aminokyselin (dale Kap. 4.1.7). Obsah bilkovin
Vv zelenych ¢ajich neni udan zddnou normou.

Koncentrace lipidu se v matcha ¢ajich pohybovaly od 4,12 do 8,23 %. Vyrobci
¢1 distributofi matcha ¢aji poskytuji ptibliznou hodnotu obsahu lipidi kolem 5 %.
Je to asi 3—5x vice nez v listech klasického zeleného ¢aje (Muhammad et al.,
2013). Oxidac¢ni stabilita je dalezitym parametrem urCujicim kvalitu caje.
Poskytuje také informace o dlouhodobé stabilité¢ pfirozené¢ obsazenych
antioxidantil a tim o stabilité produktu.
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Tab. 7 Vysledky stanoveni nutri¢nich parametrti

Matcha Susina Popel Hruba Lipidy

[%6] [%] bilkovina [%]

[%0]

Shao Xing 97,1+0,42 8,32+0,12 29,3+0,32 5,71+0,22
Jeju 97,0+0,4% 8,73+0,2° 25,0+0,2° 6,53+0,2"
Hisui 97,2+0,42 7,81+0,1¢ 26,5+0,2° 6,16+0,1¢9
Asagiri 97,5+0,22 8,12+0,2¢ 35,0+0,3¢ 6,25+0,1¢
Khoisan 95,6+0,2° 5,91+0,1° 22,3+0,7° 6,68+0,1°
Whittard 96,9+0,42 6,55+0,2" 34,6+0,2¢ 6,53+0,2°
Mo Cha Fen 95,8+0,3" 5,23+0,19 20,3+0,3f 4,12+0,1¢
Don Matcha 96,3+0,4%P 5,60+0,1" 27,340,19 7,10+0,1¢
Bio Matcha 96,8+0,5%P 6,01+0,1° 25,2+40,5P 8,23+0,2f
Royal Pharma 96,2+0,4%°  5,4420,1' 26,3+0,3° 6,01+0,19
Kissa 95,2+0,3" 6,72+0, 11 34,7+0,7¢ 6,25+0,1¢
Moya 95,4+0,3° 7,19+0,2% 28,9+0,52 6,23%0,3¢
Japan Bio tea 97,3+0,4% 5,23+0,032
Allnature 96,4+0,3° 4,73+0,05°
Wolfberry 96,2+0,4° 4,58+0,04°
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Vysledky jsou prezentovany jako stiedni hodnota + SD v susiné (n=3). Ciselné hodnoty ve
sloupcich se stejnymi hornimi pismennymi indexy se vyznamné nelisi (p=0,05), zatimco
hodnoty s rtiiznymi hornimi indexy vykazuji statisticky vyznamny rozdil (p<0,05).

Tab. 8 uvadi vysledky stanoveni in vitro stravitelnosti praskové formy vzorku,
ktera byla vyjadiena jako hodnota stravitelnosti susiny (DMD) a organické hmoty
(OMD). DMD hodnoty se pohybovaly vrozmezi od55,9 do69,8 % a
stravitelnost OMD od 59,4 do 71,3 %. Udaje z vyzkumu, které hodnoti
stravitelnost ¢ajovych listdl, jsou omezené. Nizké hodnoty stravitelnosti jsou
doprovazeny vySsimi obsahy vldkniny, a to jak CF, tak 1 NDF. Zajimavou
skute€nosti je spiSe nizkd pozitivni korelace mezi vysokym obsahem bilkovin a



stravitelnosti v matcha ¢ajich (r=0,2995) (Kolackova et al., 2020a). Je obecné
znamo, Ze vySsi mnoZzstvi vlakniny ma vliv na sniZovani stravitelnosti. Rehman et
al. (2002) vysvétlili, Ze stravitelnost proteinti byla vyrazné snizena, pokud byly
do stravy zahrnuty taniny, protoze tyto snizuji sekreci enzymi v tenkém stieveé a
také inhibuji amylazy a glukosidazy (Zhang et al., 2018).

Obsah CF, ktery je prezentovan celul6zou a ligninem, se pohyboval v rozmezi
0d 10,7 do 17,5 %. JelikoZ pouzita metoda stanoveni CF umoziuje stanovit pouze
celuldzu a lignin (nerozpustné hemicelulozy pronikaji ze sa€ku ven), byla proto
také stanovena NDF vldknina. Jeji obsah byl naméfen v rozmezi 30,7-42,8
%. Topuz et al. (2014) zaznamenal obsah CF v listech zelenych ¢aju do 10,7 % a
uvedl, ze obsah CF je vyrazné ovlivnén faktory, jako jsou doba raSeni pupent a
uroven zastinéni. Obsah CF je vyssizaroven s vyssimi davkami pouzitého
hnojiva (Venkatesan a Ganapathy, 2004). Smiechovska a Dmowski (2006) poté
upiesnili, Ze obsah hrubé vlakniny by nemél byt vyssi nez 16,5 % za ucelem
udrzeni vysoke kvality ¢aje béhem jeho skladovani. Tato hodnota byla ptekrocena
pouze u jednoho vzorku.
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Tab. 8 Vysledky stanoveni vlakniny a stravitelnosti technikou in vitro

Vzorky CF NDF DMD OMD
[%6] [%0] [%6] [%0]

Shao Xing 11,6£0,22  37,3+0,32 61,2+0,5 64,9+0,5
Jeju 16,1%0,3° 41,3+0,4° 55,940,4° 59,4+0,4°
Hisui 17,5£0,3°  42,8+0,4° 56,3+0,4° 60,0:£0,5°
Asagiri 13,0£0,2¢  37,7+0,3%9 59,2+0,6° 62,8+0,4°
Khoisan 16,4+0,3° 40,740,4° 56,1+0,5" 59,9+0,4°
Whittard 12,6+0,1° 36,0+0,3¢ 66,0+0,5¢ 69,7+0,4¢
Mo Cha Fen 13,440,1 30,7+0,4° 63,2+0,3¢ 65,8+0,4°
Don Matcha 12,4+0,2¢ 35,3+0,4f 60,7+0,42 63,7+0,5f
Bio Matcha 12,5+0,3¢ 34,6+0,49 61,2+0,42 64,5+0,42
Royal Pharma 11,9+0,23"  32,6+0,2" 65,1+0,5 68,3+0,49
Kissa 10,7£0,29  35,8+0,3" 62,4+0,59 64,8+0,52
Moya 12,0+0,1" 37,9+0,29 58,7+0,4° 60,404
Japan Bio tea 67,2+0,32 68,7+0,12
Allnature 69,3+0,3" 70,8+0,4°
Wolfberry 69,8+0,5° 71,340,5P

Vysledky jsou prezentovany jako stiedni hodnota + SD v suginé (n=3). Ciselné hodnoty ve
sloupcich se stejnymi hornimi indexy se vyznamné nelisi (p>0,05), zatimco hodnoty s rliznymi

hornimi indexy vykazuji statisticky vyznamny rozdil (p<0,05).

4.1.2 Stanoveni vitaminu C a chlorofyliaab

Hodnoty obsahu vitaminu C jsou zobrazeny v Tab. 9, chromatogram pro
ilustraci je uveden v Ptiloze P V. Jeho koncentrace se pohybovala od 1,63 do
3,98 mg.g™*. Park et al. (2005) zaznamenali vitamin C v zeleném ¢&aji od 1,35 do
1,53 mg.gt. Jak je vidét z nasich vysledki, ¢aj matcha obsahoval vice nez dvakrat
vy$$i hladiny vitaminu C. Velky duraz je kladen na zachovani zelené barvy listt
¢aje matcha. Odhaduje se, Ze asi 4,09 mg.g™ chlorofyl a a 1,42 mg.g™* chlorofylu
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b jsou v matcha cajich (Kohata et al., 1998a), zatimco primérny celkovy obsah
chlorofylu v oby¢ejném zeleném ¢&aji je v mnozstvi 1,20 mg.g* (Loranty et al.,
2010). Z vysledku je patrné, Zze obsah chlorofylu a a b se pohybuje v rozmezi
1,10-4,32 a 0,46— 2,73 mg.g™*. Nizké koncentrace chlorofylu @ mohou pochazet
z nevhodného vyrobniho procesu protoze chlorofyl a mohl byt snizen teplem
snadn¢ji (Kohata et al., 1998b).

Tab. 9 Vysledky stanoveni chlyrofyll a vitaminu C v matcha ¢ajich

Vzorky Chlorofyl a Chlorofyl b Celkovy chlorofyl  Vitamin C
[mg.g-] [mg.g~] [mg.g-] [mg.g~]
Shao Xing 2,64+0,03°  1,42+0,042 4,06 + 0,04 3,92 + 0,20°
Jeju 3,21+0,01° 2,13 £0,03° 5,34 +0,02° 2,72 +0,15°
Hisui 3,74+£0,02° 2,54 +0,04° 6,28 + 0,03° 3,32 +0,10%%9
Asagiri 4,32 +0,03¢ 2,73 £0,04¢ 7,05 + 0,049 3,54 + 0,10%f
Khoisan 1,10 £0,02° 0,46 +0,02° 1,56 + 0,02¢ 2,56 +0,13°
Whittard 3,23 +0,04° 1,73 + 0,02 4,96 + 0,03 2.86+0,12°
Mo Cha Fen 1,47 + 0,02 0,56 + 0,019 2,03 + 0,029 3,46 + 0,05
Don Matcha 2,61 + 0,042 1,41 0,022 4,02 + 0,03 3,25 +0,109"
Bio Matcha 3,94 + 0,049 1,63 £0,02" 5,57 = 0,02" 3,19 +0,10"
Royal Pharma 1,75 +0,02" 0,63 + 0,02’ 2,38 +0,02' 3,98 £ 0,05°
Kissa 2,37+ 0,04 1,13 + 0,04 3,50 + 0,04 1,95 + 0,05’
Moya 2,42 + 0,03 1,24 +0,02% 3,66 + 0,03 1,63 + 0,05

Vysledky jsou uvedeny jako priamér £+ SD Vv suSin€ vzorku (n=5). Priméry ve sloupci s alespoii
jednim identickym hornim indexem se vyznamné nelisi (p>0,05), zatimco priméry s riznymi

hornimi indexy vykazuji vyznamny rozdil (p<0,05)

4.1.3 Vysledky stanoveni kofeinu

Koncentrace kofeinu ve vybranych matcha ¢ajich je prezentovana v Tab. 10,
chromatogram je uveden v Pfiloze P IV. Byla zaznamenana v §irokém rozmezi,
od 14,4 do 34,1 mg.g*. Literarni udaje udéavaji obsah kofeinu v matcha ¢ajich
v Sirokém rozmezi, a to mezi 18,9 a 44,4 mg.g'. Nizky obsah kofeinu Ize
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piipsat naptiklad pouziti starSich cajovych listl. Dale jeho obsah zavisi na
odlisSnych klimatickych podminkach, kde ¢ajovnik roste, odradé, zpusobu
napafovani apod. (Unno et al., 2018; Muhammad et al., 2013; Cizkova et al.,
2008).

Kofein je methylxanthin a je jednim z nejrozsifengjSich psychostimulantd,
ktery pomaha stimulovat kognitivni funkce (Fredholm a kol., 1999; Nehlig a kol.,
1992). Zatimco mechanismus uc¢inku kofeinu neni plné€ objasnén, predpoklada se,
ze kofein uplatituje vetsinu svych u€inkt jako antagonista adenosinu. M4 se za to,
ze antagonistické u¢inky kofeinu na receptor A2A inhibuji adenosin v modulaci
uvoliiovani GABA, coZ nésledné¢ podporuje pocity bdélosti (Fredholm et al.,
1999). Spotieba kofeinu je také spojovana se zvysenou aktivitou norepinefrinu,
serotoninu a dopaminu (Fredholm et al., 1999; Chesivoir a Grant, 2022).

Tab. 10 Vysledky stanoveni kofeinu v matcha ¢ajich

Matcha Kofein Matcha Kofein
[mg.g™] [mg.g™]

Shao Xing 23,8+0,32 Mo Cha Fen 21,5+0,4
Jeju 25,9+0,4° Don Matcha 19,6+0,59
Hisui 28,1+0,4° Bio Matcha 18,4+0,4"
Asagiri 28,6+0,3¢ Royal Pharma 14,4+0,49
Khoisan 15,0+0,4¢ Kissa 33,940,3°
Whittard 34,140,4° Moya 33,040,5'

Vysledky jsou uvedeny jako stiedni hodnota = SD v suginé vzorku (n=5). Ciselné hodnoty v
ramci obou sloupci s alespon jednim identickym hornim indexem se statisticky vyrazné nelisi
(p>0,05), zatimco hodnoty s odlisnymi hornimi indexy vykazuji statisticky vyznamny rozdil
(p<0,05).

4.1.4 Stanoveni mineralnich a stopovych prvki pomoci ICP-MS

VSeobecné se obsah prvkil v rostlinnych surovinach pfipisuje podminkam
prostiedi (klimatické, ptidni) a vyrobnim procesiim (Erdemir, 2018; Koch et al.,
2018). Mezi hlavni prvky obsazené v Cajich patii Al, Ca, K, Mg, Mn, Na, P a S,
které jsou pritomny obvykle v ug koncentracich na gram ¢aje. Nékteré prvky jako
napt. B, Ba, Co, Cr, Cu, Fe, Ni, Rb, Sr, Ti a Zn nejsou v koncentracich ug, ale
spise ng.g. Koncentrace toxickych prvkl (As, Cd, Hg a Pb) jsou obvykle nizké
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a jejich obsahy se mohou u riiznych druhi ¢aji lisit (Szymcezycha-Madeja et al.,
2015). Cerné €aje maji vyssi obsah stopovych prvki a obsahuji vyssi koncentrace
kov, a to diky procesu jejich vyroby (Brzezicha-Cirocka et al., 2016a).

Obsahy minerdlnich a stopovych prvki, fadové se vyskytujicich v ug v1 g
vzorku ¢aje, jsou uvedeny v Tab. 11, vyskyty prvka fadoveé odpovidajici ng jsou
prezentovéany v Tab. 12. Obsah sodiku u dvou vzorkti dosahl hodnoty 185 pg.g™?,
coz je 0 50 % vice, nez bylo publikovdno ve studii Koch et al. (2018). Sodik
ovlivituje krevni tlak a reguluje rovnovahu vody v téle (Derun, 2014). Ve
vysokych koncentracich byl stanoven hoi¢ik (az do 2400 ug.g?), coz je v souladu
s dalsi publikovanou studii (Erdemir et al., 2018). Jeho nedostatek muze
zpusobovat svalovou slabost a nervové poruchy (Derun, 2014). VysSich
koncentra¢nich hodnot v matcha ¢ajich dosahl fosfor (az 4180 pg.g?). Kromé
zpevilovani kosti hraje fosfor dulezitou roli 1 v transportu bunécné energie.
Draslik, ktery pusobi jako regulator v osmotické rovnovaze bunék a reguluje
pozitivné srdecni rytmus (Derun, 2014), je uvadén jako nejvice zastoupeny prvek
Vv zelenych &ajich s primérnou koncentraci 16-25 mg.g™? (Koch et al., 2018).
Obsah drasliku v analyzovanych vzorcich se pohyboval pod uvedenym
rozmezim. Naopak obsah vapniku v matcha &ajich dosahl 2650 pg.g?t, a to
souhlasi s literarnimi tdaji (Koch et al., 2018). Niz$i koncentra¢ni zastoupeni
V porovnani s vapnikem ma mangan. Hodnoty jeho koncentraci byly od 17,1 do
68,4 pg.gt. Nami naméfené hodnoty koncentraci pro tento prvek byly nizsi v
porovnani se studii Brzezicha-Cirocka et al. (2016b), kde byl obsah manganu az
1380 pg.gt. Mangan se podili na tvorb& kosti a ptisobi jako aktivator enzymovych
komplext. V hemovych bilkovinach je detekovana vétSina zeleza jako zakladniho
prvku pro tvorbu ¢ervenych krvinek (Derun, 2014). Mnozstvi dostupného Zeleza
z rostlin je ovSem nizké v dusledku pfitomnosti kyseliny fytové jako jeho
antagonisty. Obsah zeleza v zelenych ¢ajich byl stanoven v rozmezi od 63,6 do
150 pg.gt (Symczycha-Madeja et al., 2015), u matcha ¢aje byl jeho obsah 138—
172 pg.gt (Koch et al., 2018), coz se shoduje s vysledky naSeho mé&feni. Méd’ a
zinek spolu metabolicky spolupracuji, a to tak, Ze ptfi nadmérné spotfebé zinku
dochazi ke snizeni koncentrace médi v lidském téle. Nedostatek zinku muze
zpusobovat vypadavani vlasii a snizovat hojeni ran. Naptiklad Koch et al. (2018)
stanovil obsah zinku v matcha ¢ajich 3x nizsi, nez bylo naméteno v této praci.
Zda se, ze v matcha Cajich jsou i v porovnani s ¢aji ¢ernymi vysSi koncentrace
médi. Obsah mé&di ve vzorcich matcha ¢aji dosahoval 25,3 pg.g?, v Gerném ¢aji
byl jeho obsah o néco nizsi, dosahl 19,4 ug.g* (Brzezicha-Cirocka et al., 20163;
Symczycha-Madeja et al., 2015). V metabolizmu glukdzy hraje vyznamnou tlohu
chrom (Derun, 2014), selen pilisobi zase jako vyznamny bunécny antioxidant.
Obsah chromu v matchi byl mezi 2,12 az 21,1 ng.g?, koncentrace selenu
neptesahla hodnotu 17,6 ng.g™.
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4.1.5 Toxickeé prvky

Toxické prvky jako Pb, As, Cd, Hg, Al, Ni a Sn mohou pronikat do rostliny
diky znecisténi zivotniho prostiedi, prostfednictvim koienového systému z ptidy
nebo z povrchové kontaminace listd (Dalipi et al., 2018). Tézké kovy maji
nepiiznivé zdravotni UCinky na lidsky organizmus, napt. vykazuji cytotoxicitu,
oxidacni stres, endokrinni disrupci ¢i mitochondrialni dysfunkci. N&které toxické
prvky v lidském téle se mohou akumulovat a zpisobit dlouhodobé poskozeni
organizmu (Schwalfenberg et al., 2013). Neurotoxicita by mohla byt spojena
s potencialni toxicitou hliniku. Pfestoze mnoho vyzkumii poukazalo na souvislost
mezi Alzheimerovou chorobou a hlinikem, nebyl dosud nalezen pifimy vztah.
Jelikoz je Camellia sinensis jednou zrostlin, ve kterych muze byt silné
akumulovan hlinik, je tento prvek v ni monitorovan (Street et al., 2006). Nejnizsi
a nejvyssi koncentrace hliniku v ¢ajich matcha byly 5,42 a 113 ug.g™. Ve srovnani
se zelenym ¢ajem klasickym je jeho obsah v matcha Cajich n¢kolikanasobné vyssi
(Szymczycha-Madeja et al., 2015). Otazkou je, zda-li jeho akumulaci v rostliné
napomaha zastinovani, coz je jedna z hypotéz, ktera by méla byt védecky
podlozena. Kadmium je povazovéano za nefrotoxin, a proto by mélo byt taktéz
monitorovano (WHO, 2013). S arsenem patfi mezi vyznamné kontaminanty,
které se do Caji dostavaji pfes rizné piisady, pripadné hnojiva (Milani et al.,
2016). Koncentrace kadmia u matcha ¢ajii byla stanovena do 1,52 ng.g™, pii¢emz
jina studie doklada jeho obsah az 2,6 ng.g™ (Koch et al., 2018). Koncentrace
arsenu se pohybovaly v rozmezi 14,2 az 31,5 ng.g™. MinoZzstvi cinu bylo stanoveno
do 1,51 ng.g*. Literarni udaje analyzujici obsah cinu v matcha ¢ajich jsou vzacné.
Hodnoty cinu stanovené u riznych druhti ¢aji se pohybovaly az do hodnot 47,6
ng.gl (Lagad et al., 2013). Hromadéni cinu v tkanich je ponékud omezené
vzhledem k jeho pohybu zazivacim traktem. Cin v§ak mtze zpisobit akutni obtize
gastrointestinalniho traktu (WHO, 2006). Mezi ptiznaky nadmérného piijmu rtuti
patii neurologickd a kardiovaskularni onemocnéni. Nejvyssi koncentrace Hg
naméfena u naSich vzorkd dosahovala hodnoty 2,63 ng.g*. Schwalfenberg et al.
(2013) analyzoval rtut’ v ¢ajovych listech a v nélevech. V ndlevu nebyla
pfitomnost rtuti detekovana, ovSem v Cajovych listech byla zjiSténa koncentrace
rtuti az 20 ng.g™. Zda se tedy, Ze rtut’ je v listu vazéana tak, Ze se obtizné dostava
do cajoveého vyluhu. Hodnoty koncentraci olova byly stanoveny jen u dvou
vzorkdl ¢aji matcha nad 1 ng.g?. Olovo Vv nejvy$$i mife postihuje nervovou
soustavu. I nikl patfi mezi karcinogenni kovy a pfispiva k iniciaci epigenetické
alterace. Koch et al. (2018) stanovil koncentraci niklu v matcha ¢ajich fadové v
ng.g, v nasi praci byly stanoveny niZ3i obsahy, fadové ng.g™*. Udaje o hladinich
pfijmu prvka ziskanych z matchi ve stravé jsou omezené. Pii hodnoceni tirovné
pfijmu matcha ve stravé je tfeba vzit v ivahu mnoho faktorti, jako je proces
vyluhovani, stravitelnost a biologicka dostupnost mineralli, protoZe matcha je
konzumovana jako vSechny ¢asti listi (Dalipi et al., 2018; Kolackova et al., 2020).
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Tab. 11 Vysledky stanoveni obsahu mineralnich a stopovych prvkli v matcha ¢ajich pomoci ICP-MS [ug.g?]

Prvek Mo Cha Whittard Shao Xing  Asagiri Bio Matcha Jeju Don Royal
Fen Matcha Pharma
2’Na 13022 160+8P 135+2¢ 125+2¢ 161£3P 185+2° 13122 185+1°
Mg 1890202 2290+20° 1850+20° 1760+10° 2400+30° 2090+20" 2080+30" 2090+20°
2IAl 9,11+0,10°  5,42+0,12°  11,5+0,1¢ 12,1+0,1¢ 113+1¢ 10,8+0,1f 9,11+0,20°  10,8+0,1"
81p 38504202 4070+20° 4160+30° 3740+30¢ 4040+20P 3740+30¢ 3770+20° 3740+30°
¥K 29704202 4150+30P 4290+30° 2750+20¢ 2970+10? 4190+30P 29804202 4190+30°
“Ca 19804202 1650+20° 2090+10° 2310+20¢ 2640+20° 2650+20° 1760+20° 2650+30°
5Mn 40,1+1,02 59,7+2,1° 68,4+2,4° 17,1%1,0¢ 19,1+1,2¢ 23,5+1,0 17,8+1,2¢ 24,6%1,1°
Fe 89,4+1,52 87,5+1,4° 94,1+2,8° 112+43¢ 96,4+2,5P 115+2¢ 83,6+1,5¢ 87,5+1,82
83Cu 19,6+1,22 6,21£020°  6,12+0,10°  23,6+2,0%¢  22,9+0,6° 20,1x1,02 25,3+1,0¢ 6,69+0,20
%67Zn 68,5+1,5° 21,5+0,5" 23,5+0,6° 73,0+1,49 34,7+1,1° 24,7+0,3f 68,5+1,82 38,7+1,09
137Ba 4,42+0,08°  4,40+0,10°  221+0,10°  7,02£0,10°  3,84+0,109  533+0,10°  2,22+0,1°  4,41%0,13

Vysledky jsou uvedeny jako stfedni hodnota £ SD v susiné (n=5). Hodnoty v fadku s alespon jednim identickym hornim indexem se vyznamné

nelisi (p>0,05), zatimco hodnoty s riznym hornim indexem vykazuji statisticky vyznamny rozdil (p<0,05).
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Tab. 12 Vysledky stanoveni obsahu stopovych prvkil v matcha ¢ajich pomoci ICP-MS [ng.g™]

Prvek Mo Cha Fen Whittard Shao Xing Asagiri Bio Matcha Jeju Don Matcha Royal
Pharma
Li 15,440,32 24,8+1,0° 31,6+1,5° 39,1+0,5¢ 34,3+1,0¢ 19,6+1,0f 34,7+0,3° 19,6+1,0f
°Be 12,2+0,42 3,80+0,10°  15,5+0,2¢ 5,30+0,109  2,40+0,08° 12,2+0,12 6,21+0,11° 12,240,202
BTj 771£102 421+8P 621£6° 658+9¢ 459+10° 663+7" 370109 380+6'
2Cr 10,940,32 5,60+£0,10°  18,9+0,1° 21,140,5¢ 4,80+0,10°  20,3+0,2f 9,61£0,209  7,93+0,20/
¥Co 32,6+1,0° 30,4+1,0° 31,6+0,8? 22,3+0,5° 31,8+1,12 29,0+0,5¢ 35,5+1,0° 23,7+1,2°
ONij 268+3? 205+2° 326+2° 228424 366+4° 296441 343429 281+3!
""Ga ND ND ND ND ND ND ND ND
SAs 30,1+1,08 31,5+1,22 31,2+0,42 24,240,4° 14,240,3° 30,0+1,32 21,2+0,7¢ 28,0+0,5°
Se 12,540,22 17,640,3° 8,92+0,12¢  15,9+0,3¢ 16,3+0,3¢ 14,3+0,4¢ 8,83+0,20" 10,2+0,2"
85y 233422 288+2° 195+2¢ 255+34 388428 19442°¢ 205+3" 408+59
W7Ag 17,3+0,52 14,240,3° 25,6+1,0° 30,4+0,5¢ 31,4+0,4° 18,2+0,5 25,8+0,4° 23,8+0,4"
g 1,31£0,10*  1,12+0,10°  1,03+0,10°  1,41+0,10? 1,52+0,109 1,11£0,10°  1,03+0,02° 1,11+0,10P
1185 1,1240,10*  0,81+0,10°  0,62+0,10°  0,62+0,08° 0,53+0,10%¢ 1,510,109  0,42+0,03¢ 1,10+0,102
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133Cs 27,4+1,12 22,8+0,4° 27,6+0,12 36,5+1,5¢ 38,9+1,0¢ 27,6+0,3? 54,3+0,4° 25,1+0,2f
140Ce 21,4+0,32 43,8+1,0° 37,5+1,2° 41,3+0,9¢ 44,6+1,4° 36,9+1,0° 25,6+0,3f 22,3+0,4"
15H0 0,92+0,10°  0,91+0,10*  1,32+0,10°  1,63+£0,11%¢ 1,010,119 1,52+0,05°  1,544+0,02°  2,22+0,04
181Tq ND ND ND ND ND ND ND ND
202Hg 1,3240,10* 1,410,108  2,14+0,05°  1,71+0,10° 1,72+0,10° 1,31£0,10°  2,63+0,10¢ 1,50+0,10¢
2057 1,010,108  2,23+0,10°  2,03+0,10°  1,02+0,10% 1,21£0,10¢  2,20+0,10°  1,90+0,05%¢  1,81+0,10°
208pp 1,82+0,102 ND 0,07+0,01®  0,05+0,01°  0,07+0,01° ND 1,04+0,05¢ ND
238 ND ND ND ND ND ND ND ND

Vysledky jsou uvedeny jako stfedni hodnota £ SD v susiné¢ (n=5). Hodnoty v fadku s alespon jednim identickym hornim indexem se vyznamn¢

nelisi (p>0,05), zatimco hodnoty s riznym hornim indexem vykazuji statisticky vyznamny rozdil (p<0,05). ND — nebyl detekovan, limit detekce:

Ga, Ta, Pb, U <0,01 pg.I™.
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4.1.6 Prispévek matcha ¢aje k hodnotam, RDA, Al, PTWI a PTMI

Ptispévky konzumace matcha ¢aje v denni davce 5 g k hodnotam RDA
(Referen¢ni hodnota piijmu), Al (Adekvatni ptijem), PTWI (Prozatimni
tolerovany tydenni piijem) a PTMI (Prozatimni tolerovany tydenni piijem) byl
vypocteny pro dospélé osoby ve véku 31-50 let a vahou 65 a 80 kg (vysledky jsou
vedeny v Piiloze P V. Je vidét, ze matcha prispiva zanedbatelné k AI Na, K a Cr
a k RDA Se a Ca. To by mélo byt aplikovano v doporucenich pro spotiebitele
jako pfinos pro ziskdni méné nez 0,1 % hodnoty Al Na k prevenci hypertenze.
Naproti tomu poskytuje vysoké mnozstvi Mn a Cu. Tento vyzkum ukézal, Ze
matcha pfispivd k Al nebo RDA u Zen v nasledujicim potadi: Mn (az 19 %)>Cu
(az 14 %)>Zn (az 5 %)>Mg (az 4 %) )>Fe (az 3,2 %)>P (az 3,0 %) a Ca (az 1,3
%); a pro muze: Mn (az 15 %)>Cu (az 14 %)>Fe (az 7,3 %)>Mg = P = Zn (vSe
do 3 %)>a Ca (az 1,3 %). Potvrzuje se, ze matcha je cennym zdrojem Mn (Yin et
al., 2015). Infuze zelené¢ho caje byly vyznamnym zdrojem Mn, protoze
konzumace jednoho Salku mohla pfispét az 1/3 denni potieby Mn (az 5-32 %
RDA) (Koch et al., 2018). Koch et al., 2018 tvrdili, ze zelené ¢aje jsou dilezitym
zdrojem Cr; to vSak nebylo v této studii prokazano.

Ptispévek matcha k pfijmu Al, Sn a Hg byl vypocten jako tydenni piijem na
zakladé PTWI; a jeho ptispevek k Cd byl vypocten jako mési¢ni piijem na zakladé
PTMI stanovené¢ho JECFA (FAO/WHO, 2006, 2011a, 2011b, 2013), kdyz byla
velikost porce nastavena na 5 g denné. Hodnoty PTWI a PTMI jsou uvedeny
Vv Ptiloze P V. Odhadovany ptispévek ¢aje matcha k PTWI pro Al je pod 0,5 % u
muzl a 0,6 % u Zen; jeho ptispévek k PTMI pro Cd je méné nez 0,1 % jak u muzi,
tak u zen. Co se tyce Hg a Sn, PTWI je nizsi nez 0,03 % pro muze 1 Zeny. PTWI
(nebo PTMI) vyjadiuje riziko dlouhodobé expozice kontaminantiim, které se
mohou hromadit v lidském téle.
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4.1.7 Stanoveni volnych a vazanych aminokyselin

Celkovy obsah volnych AMK v matcha ¢ajich je uveden v Tab. 13 (vysledky
vyjadiené v mg.g? jsou v Pfiloze P V1. BohuZzel nebylo mozné vzdy provést
srovnani literarnich udaji na zékladé obsahu AMK kvili omezenym studiim
obsazenych bilkovin v ¢aji matcha. Vysledky stanoveni obsahu jak volnych, tak i
vazanych aminokyselin, mohou byt ovlivnény nékolika faktory, jako jsou
charakteristiky rostouciho prostiedi (pida, podnebi, zemépisna oblast),
zastinovani, obdobi sklizn¢ a odrida kultivaru (Jiang et al., 2019; Horanni a
Engelhardt, 2013). Je ziejmé, Ze byly zjistény znacné rozdily v kompozici
volnych AMK. Nejhojnéji se vyskytovanou volnou AMK byl L-theanin, ktery se
zde vyskytoval v 16-69 % (73,2-457 mg.16? g N) z celkového souétu TFAA
(total free amino acids). To neni zcela v souladu se studii Wang et al. (2000), kteti
stanovili koncentrace L-theaninu v zelenych c¢ajich nad 50 % z hodnot TFAA.
Naptiklad vzorky Shao Xing a Harmony byly pod touto hranici. Jelikoz L-theanin
se podili na ochrang listl pfed slunecnim zarenim, je jeho koncentrace nizsi u
matcha ¢ajii péstovanych ve stinu nez u jinych ¢ajii péstovanych na pfimeém
slune¢nim svétle. Déle hraje vyznamnou roli pfi inhibici neurotransmiteru GABA
(Zhu et al.,, 2016). Umami chut zelen¢ho c¢aje pochazi z pfitomnosti a
symbiotického ptlisobeni L-theaninu a kyseliny glutamové. Ptitomnost vySsi
koncentrace Asp a Glu, jez pusobi synergicky s Thr, taktéz pfispivaji k chuti
umami (Jiang et al., 2019). Je tfeba zdiraznit, Ze nizké koncentrace L-theaninu
v Shao Xing korespondovaly s nedetekovatelnosti Ala, vyjimkou byl vzorek
Asagiri. MliZe to souviset s naparovanim Cerstvych listl béhem zpracovani caje
matcha, protoze Wang et al. (2000) deklaroval obsah Ala pouze ve
fermentovanych ¢ajich.

Ve vyssich koncentracich byly také jako volné AMK detekovany Glu (od 10,1
do 41,3 mg.161 g N ), GABA (od 1,61 do 38,6 mg.16™ g N), Ser (od 2,00 ug do
30,4 mg.16 g N), Asp (od 8,42 do 20,9 mg.16™ g N), Thr (od 1,00 ug do 56,5
mg.16" g N) a Met (od 1,00 pg do 44,7 mg.16 g N), coz koresponduje se studif
Das et al. (2019). Prémiove vzorky byly bohaté na Ile a ornithin, 1 kdyz Jiang et
al. (2019) zjistili niz8i koncentrace ornithinu v zelenych ¢ajich (méné nez 0,03
mg.gY). Omithin, neproteinogenni volnd AMK, zmirfiuje Unavu zvySenim
ucinnosti spotieby energie a podporuje vyluCovani amoniaku. Bylo proto
navrzeno, ze ornithin lze brat jako dopln€k stravy v ptipadé fyzické Unavy
(Sugino et al., 2008).

V Tab. 14 jsou uvedeny koncentrace vazanych AMK v ¢ajich matcha
(vysledky vyjadiené v mg.g? jsou v Pfiloze P VII. Publikované vysledky
diskutujici vazané AMK v matcha ¢ajich jsou omezeny, podobné jako u jinych
druhti ¢ajovych listl. Vysledky této studie ukazaly, Ze nejhojnéji se vyskytujicimi
vazanymi AMK byly Glu (od 0,47 do 0,68 g.16™ g N), Asp (od 0,31 do 0,42 g.16
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g N), Leu (od 0,28 do 0,37 g.16 g N), Lys (od 0,23 do 0,32 g.16* g N), Arg (od 0,19 do 0,30 g.16 g N) a Val (od 0,19
do 0,27 9.16 g N). Naproti tomu byly stanoveny nejnizsi koncentrace Met a Cys (0,09-0,12 a 0,07-0,09 g.16* g N).

Tab. 13 Koncentrace volnych aminokyselin analyzovanych v matcha ¢ajich pomoci iontoménicové chromatografie (IEC)

Analyt Mo Cha Whittard Shao Xing Asagiri Harmony Jeju Don Royal
[Mg.16g N] Fen Matcha Pharma
Asp 20,9+0.22 11,6+0,02° 15,2+0,3%9 13,6+0,3¢ 11,7+0,03° 14,5£0,3%°  12,4+0,2"  8,42+0,10"
Glu 37,9+0,4° 18,1+0,2°  30,9+0,4¢ 28,0+0,2 18,440,3> 22,0£0.4°  10,1£0.2"  19,640,3°
hPro 3,38+0.05%  2,35+0,10° 1,71+0,12¢ 1,25+0,10¢ 2,73£0,05° 2,75+0,10° 2,96+0,15° 2,72+0,10°
Ser 9,85+0.09°  18,6+0,2°  7,04+0,10° 9,82+0,15% 10,240,3* 15,3+0,4°  30,4+0,4° ND
Gly 2,77+0.05%  4,3420,10° 1,28+0,10° 1,07+0,059 2,73+0,07% 2,25+0,04° ND 10,1+0,19
His 7,3840,20°  8,49+0,20° ND ND ND ND ND ND
Arg 4,92+0,10*  ND ND 2,1420,10° 8,18+0,20° 7,75+0,209 28,9+0,3® ND
Thr 9,23£0,10°  9,93+0,20° 6,83+0,10° 2,32+0,10¢ 8,43+0,20° 8,00£0,30°  6,18+0,25" 2,72+0,10"
GABA 6,46£0,20°  596+0,30° 9,81+0,30° 1,61+0,10% 4,71+0,30° 4,00+0,207  3,71+0,209 4,62+0,20°
Ala 13,940,208 0,54+0,05° ND 3,2140,15¢ 1,98+0,10% 18,0£0,20°  14,6+0,20" 2,99+0,10°
Pro 1,85+0,10*  2,17+0,10° 2,13+0,10° ND 26,3+0,30° ND 1,73£0,20%  39,4:0,30
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L-Theanin
Tyr

Cys

Val

Met

Phe

Ile

Lys

Leu
Ornithine
Trp
Met+Cys
Phe+Tyr
EAAs
NEAAs

TFAAs

16652
3,38+0.052
2,460,112
2,46+0,10?
2,46+0,102
0,31+0.052
2,77+0,032
2,46+0,10?
2,77+0,102
2,77+0,122
4,31+0,232
4,92+0,112
3,69+0,052
26,8+0,32
284442

311+52

280+10°
4,15+0,05"
ND
4.34+0,15"
34,9+0,3°
ND
5,60+0,10°
5,78+0,20°
5,24+0,07°
4,34+0,22°
5,96+0,21°
34,9+0,3°
4,15+0,05"
71,840,5%h
360+82N

432410

73,0+£5¢
2,56+0,14°
ND
2,99:+0,15°
15,4+0,3°
0,64+0,06"
1,92+0,10°
2,77+0,17¢
2,13+0,03¢
3,63+0,16°
4,48+0,21°
15,4+0,3¢
3,20+0,12¢
37,2+0,4°
147+5°¢

184+5°¢

94,644
1,07+0,10¢
2,50+0,102
0,710,104
10,5+0,2¢
ND

ND
1,96+0,119
1,610,109
ND

ND
13,0+0,2¢
1,07+0,10¢
17,1+0,3¢
15944

17644

156+5°
2,98+0,15°
2,73+0,10P
14,1+0,3¢
5,21+0,20¢
3,97+0,12°
ND
97,240,6°
3,47+0,208
ND

ND
7,940,208
6,95+0,14°¢
132+7¢
249+6°

381+7°

345+10f
3,500,252
2,25+0,12¢
3,00£0,20°
34,3+0,3P
ND

ND
8,00+0,20°
4,50+0,147
ND
5,25+0,20°
36,6:+0,30°
3,50:£0,25%C
63,145,0f
4379

500+10

457+129
6,42+0,12F
1,98+0,20¢
4,94+0,25
44,7+0,39
ND
6,18+0,224
9,14+0,309
9,63+0,229
9,88+0,23¢
7,66+0,17¢
46,7+0,39
6,42+0,12F
88,4+6,09
5804109

668+129

27245°
ND

ND
2,17+0,12"
ND
34,8+0,3¢
2,72+0,32
29,9+0,4"
3,26+0,108
2,99+0,109
ND

ND
34,8+0,03"
75,6+4,0"
362+4"

438+5N
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Vysledky jsou uvedeny v suché hmotnosti jako primér = SD, n=5 (stfedni hodnota z péti méteni). Priméry v rdmci fadku s alespon jednim
identickym hornim indexem se vyznamné nelisi (p>0,05), zatimco priméry s riznymi hornimi indexy vykazuji vyznamny rozdil (p<0,05). hPro —
hydroxyprolin, GABA — kyselina y-amino-n-maselna, EAA — esencialni aminokyseliny, NEAA — neesencialni aminokyseliny, TFAA — celkové
volné aminokyseliny. LOQ: hPro, Gly, His, Thr, Pro, Tyr, Val, Met, Phe, Ile, Lys, ornithin, Trp — 1,0 pg.g*; Ser, Arg, Ala, Cys — 2.0 ng.g™.

Tab. 14 Koncentrace vazanych aminokyselin analyzovanych v matcha ¢ajich pomoci IEC

Analyt Mo Cha Fen  Whittard Shao Xing Asagiri Harmony Jeju Don Matcha Royal Pharma
[mg.16g N]

Asp 0,31£0,02%  0,37+0,03°  0,40+0,05°¢  0,37+0,04° 0,39+0,06°¢  0,42:0,04° 0,40+0,06° 0,40+0,05°
Thr 0,15+0,02*  0,15+0,02%°  0,16+0,03*¢  0,14+0,02° 0,18+0,02%9  0,17+0,03¢ 0,17+0,02° 0,18+0,02¢
Ser 0,16+0,03*  0,15+0,02%¢  0,17+0,03>¢  0,14+0,02¢ 0,18+0,03¢  0,18+0,02¢ 0,16+0,02%°  0,18+0,02¢
Glu 0,47+0,04%  0,62+0,04>¢  0,58+0,03%¢  0,64+0,05° 0,58+0,04°¢  0,68+0,03¢ 0,60+0,06° 0,52+0,06f
Pro 0,18+0,02%¢ 0,16+0,04>  0,18+0,02*¢  0,16+0,03" 0,18+0,03%¢  0,19+0,02° 0,18+0,03° 0,19+0,03¢
Gly 0,18+0,01*  0,18+0,02*  0,21+0,01®  0,19+0,032 0,22+0,03¢  0,23+0,02%¢  0,22+0,03°¢  0,22+0,03"¢
Ala 0,18+0,02  0,19+0,02*  0,21+0,01®  0,19+0,022 0,23+0,01¢¢  0,23+£0,03>%4  0,22+0,03%¢4  0,22+0,02°¢
Val 0,19+0,039  0,20+0,03*9  0,23+0,01°¢  0,22+0,04*>¢  0,24+0,03°¢  0,25+0,03%¢  0,25+0,02%¢  0,24+0,03"¢
lle 0,15£0,03%  0,18+0,03%®  0,18+0,022°  0,16+0,022 0,18+0,02*°  0,18+0,02°  0,19+0,03°¢  0,18+0,02%P
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Leu

Tyr

Phe

His

Lys

Arg
CysH
MetS
Met+Cys
Phe+Tyr
EAAs
NEAAs
TBAAs
AAS (%)
EAAI (%)

LAA

0,28+0,032
0,12+0,01%P
0,190,022
0,08+0,012
0,230,032
0,190,022
0,08+0,012P
0,100,022
0,18+0,022
0,31+0,022¢
1,2940,03?
1,95+0,042
3,240,042
30,4+0,5?
4,30+0,03?

lle

0,28+0,032
0,11+0,012
0,18+0,02°
0,09+0,012P
0,26+0,032
0,26+0,02°¢
0,070,022
0,10+0,012
0,17+0,012P
0,29+0,022
1,35+0,03"
2,20+0,04°
3,55+0,04°
31,8+0,4°
4,50+0,04°

Thr

0,3240,032P
0,13+0,022P
0,20+0,022°
0,10+0,01°¢
0,30+0,04°¢
0,29+0,05"¢
0,08+0,012°
0,1140,022°
0,19+0,022¢
0,33+0,02°¢
1,50+0,04°
2,25+0,05"
3,85+0,05¢
34,9+0,4°
5,00£0,04¢

Thr

0,29+0,032P
0,11+0,012
0,19+0,032
0,09+0,012°
0,26+0,022
0,29+0,04°4
0,07+0,012
0,09+0,02°
0,16+0,01°
0,30+0,012¢
1,35+0,04°
2,25+0,03"
3,60+0,04°¢
30,9+0,32
4,40+0,03¢

Thr

0,33+0,2"
0,14+0,02°
0,22+0,02°¢
0,11+0,10°¢
0,29+0,02°
0,28+0,03°4
0,08+0,012P
0,11+0,012P
0,19:£0,012¢
0,36+0,03°4
1,55+0,03%¢
2,3940,03¢
3,94+0,03¢
37,940,5¢
5,40+0,05°

lle

0,34+0,05°
0,12+0,012P
0,22+0,02°¢
0,11+0,01°¢¢
0,30+0,02°¢
0,29+0,04°¢
0,08+0,022°
0,11+0,022°
0,19+0,02%¢
0,34+0,02°¢
1,56+0,04%¢
2,47+0,04¢
4,02+0,044
36,8+0,5¢
5,20+0,06'

Ile

0,34+0,04°
0,14+0,01°
0,22+0,01°¢
0,10+0,02°¢
0,30+0,020¢
0,26+0,04"¢
0,070,012
0,11+0,022P
0,18+0,022
0,36+0,02°4
1,58+0,03¢
2,35+0,03¢
3,93+0,03¢
38,440,6°
5,40+0,05°

Thr

0,36+0,06%¢
0,13+0,02%P
0,22+0,01°¢
0,11+0,01°¢
0,28+0,03%P¢
0,27+0,04°
0,09+0,022P
0,11+0,022P
0,20+0,02°
0,350,024
1,57+0,049
2,33+0,04°
3,90+0,04¢
37,0+0,5¢
5,20+0,05

Thr
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Vysledky jsou uvedeny V susin¢ vzorku jako primér = SD, n=5 (stfedni hodnota z péti méfeni). Priméry v ramci fadku s alesponi jednim identickym
hornim indexem se vyznamné nelisi (p>0,05), zatimco praméry s riznymi hornimi indexy vykazuji vyznamny rozdil (p<0,05). EAAS — esencialni
aminokyseliny, NEAAs — neesencialni aminokyseliny, TBAAS — celkové vazané aminokyseliny, AAS — aminokyselinové skore, EAAI — index

esencidlnich aminokyselin, LAA — limitujici aminokyseliny.
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4.1.8 Nutri¢ni evaluace matcha caje

AAS a EAAI byly vypocitany ze ziskanych dat souctu volnych 1 vdzanych
koncentraci AMK (Tab. 14). AAS ukazuje uUCinnost, sjakou absorbovany
strdveny dusik mtize splnit nezbytny pozadavek na AMK na bezpecné trovni
piijmu bilkovin. Toho je dosaZzeno porovndnim obsahu esencidlnich AMK v
proteinu s jejich navrzenymi hodnotami (WHO/FAO/UNU, 2007). Vzorek Don
Matcha vykazoval nejvyssi hodnotu AAS (38,4 %) a také nejvyssi hodnotu indexu
EAAI (5,4 %) spolu se vzorkem Harmony. Naopak nejnizsi hodnoty pro AAS a
EAAI byly stanoveny ve vzorku Mo Cha Fen (30,4, respektive 4,3 %). Jelikoz
udaje, které hodnoti AAS pro protein v matcha ¢ajich jsou limitovany, byly tyto
vysledky v praci srovnany napi. s hodnotami AAS pro fazole (84 %), Cocku (62
%), pSenicny lepek (26 %), slune€nicovy protein (39 %) a celozrnnou pSenici (44
%) (FAO, 1991; Kolackovaet al., 2020b). Obecné je sirna AMK Met povazovana
za limitujici AMK luSténin podobné¢ jako Lys a Trp v obilovindch
(WHO/FAO/UNU, 2007). Jako limitujicimi esencidlnimi AMK v matcha ¢ajich
dle AAS byly lle a Thr.

Ptiloha P VIII shrnuje piispévky k jednotlivym hodnotam RDA pro esencidlni
aminokyseliny. Je ziejmé, Ze individudlni pifispévky aminokyselin k RDA jsou
spise nizké, i kdyz je je dalezité vzit v uvahu skutecnost, ze denni davka cCaje
matcha je pouze 5 g. Nejvyssi denni pfijem Cys miize dosahnout 8 a 7 % RDA
pro zeny a muze, v daném pofadi. Vysledky ukazuji, ze matcha pfispiva k RDA
pro Zeny 1 muze v nasledujicim potadi: Cys > Met, Met+Cys > Phe+Tyr a
Thr>His, lle, Lys a VVal > Leu. Cys hraje podstatnou roli v buiice homeostazy jako
meziprodukt pii syntéze proteinlt a pii produkci GSH (glutathionu), taurinu a
H2S. Bunééna signalizace je ovlivnéna dennim piijmem sirnych aminokyselin
prostfednictvim modulace intracelularntho mnoZstvi cysteinu a cystinu, stejné
jako cystein/cystin redoxni stav, v postprandidlnim obdobi. Proto v poslednim
desetileti roste z4djem o pouziti Cys ke zlepSeni zdravi u lidi (Yin et al., 2015).
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4.2 Experimentalni ¢ast II — stanoveni biologicky aktivnich latek

ve vodnych a methanolovych vyluzich matcha ¢aji

4.2.1 Stanoveni celkovych flavonoidi, polyfenolii a antioxidacni aktivity

Matcha ¢aj je pfipravovan ve vodé ve form¢ ,,naslehaného* prasku, takze se
tento ¢aj konzumuje cely, tzn. ve formé listli 1 s ndlevem (Weiss a Anderton,
2003). Mimo polyfenoly uvolnéné do nalevu se musi také pocitat s tim, Ze ty,
které zustanou vazané v listech nase télo dokaze taktéz teoreticky vyuzit
Vv pribc¢hu procesu traveni. V laboratornich experimentech se tento proces
simuluje pomoci extrakce BAL do methanolu, coz bylo provedeno i v naSem
experimentu. Této problematice se vénuje nasledné 1 experimentéalni cast 1V
diserta¢ni prace, kde je proces traveni simulovan v podminkach in vitro a byly
stanovovany retencni faktory pro vybran¢ BAL. Stejné jako u obsahu kofeinu,
také zde byly jednotlivé obsahy métenych veli¢in pfepocteny na gram Cajové
hmoty, ktera byla pouzita k pfipravé vyluhu. Jak je vidét v Tab. 15, obsahy
celkovych flavonoidi (TFC) a polyfenolid (TPC) se pohybovaly v rozmezi od 52,8
do 83,1 mg RE.g* a od 64,4 do 93,9 mg GAE.g* ¢aje. Hodnoty TPC a TFC
vyznamng korelovaly s hodnotami antioxidac¢nich aktivit (AOA) ve vodnych
extraktech matcha ¢aji viz. Priloha P IX (Kolac¢kova et al., 2020a). Polyfenoly
matcha ¢aje mohou zvysit biologickou aktivitu glutathioperoxidazy a
superoxidismutazy, ¢imZ maji vyznamny potencial v ochrané proti oxidacnimu
poskozeni bun¢k lidského organismu (Bhutia Pemba et al., 2015).
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Tab. 15 Vysledky stanoveni celkovych flavonoidi, polyfenolt a antioxida¢ni
aktivity ve vodném vyluhu

Matcha TFC TPC AOA ABTS AOA DPPH
[mg RE.g"] [mg GAE.g']  [mg TE.g"] [mg TE.g"]

Shao Xing 59,7+0,42 72,0+1,02 262422 18052

Jeju 54,140,5%N 79,341,029 25642° 169+2°

Hisui 60,9+0,5° 69,6+1,0° 296+3¢ 192+5¢

Asagiri 52,8+0,49 78.,4+0,7° 285424 171£2°

Khoisan 64,1+0,4° 75,8+0,7¢ 288444 184+52

Whittard 68,4+0,6' 84,1+2,0° 319428 212424

Mo Cha Fen 76,7+0,79 93,0+1,0f 378+5f 231+4°

Don Matcha 83,1+0,7" 93,9+1,0f 38245 229+3°

Bio Matcha 75,5+0,5' 84,34+2,0° 329+49 216£2f

Royal Pharma 77,5+0,69 80,3+1,09 346+2" 216+3f

Kissa 54,9+0,5° 72,340,6° 27745 179432

Moya 53,9+0,2" 64,4+1,0" 246+3 193+4¢

Vysledky jsou uvedeny jako stfedni hodnota + SD v suSin€ (n=5). Hodnoty ve sloupci s alesponi
jednim identickym hornim indexem se vyznamné nelisi (p=>0,05), zatimco vysledky s riznymi
hornimi indexy vykazuji statisticky vyznamny rozdil (p<0,05).
ABTS - 2,2'-azino-bis(3-etyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat), DPPH — 1,1-difenyl-2-
((2,4,6- trinitrofenyl)hydrazyl), RE — ekvivalent rutinu, GAE — ekvivalent kyseliny gallové, TE
— ekvivalent troloxu.

Vzhledem k tomu, Ze se matcha piipravuje ve vodé, Cajovy prasek se sam travi.
Pro ziskani relevantnéjSich udajii o mnozstvich fenolickych latek dostupnych po
jeho digesci byly vzorky extrahovany do 80% methanolu (Weiss a Anderton,
2003). Jak je vidét v Tab. 16, obsahy TFC i TPC byly vyssi, pokud byl pouzit
proces extrakce methanolem. V methanolovych extraktech byly koncentrace TFC
a TPC stanoveny v rozmezi 99—139 mg RE/g a 169-273 mg GAE/g. Tato studie

potvrdila, Zze hodnoty TPC a TFC vyznamné korelovaly s antioxidacni aktivitou
ve vodnych i methanolovych roztocich (r nad 0,7103) (Ptiloha P IX). Polyfenoly
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v €aji matcha prokézaly mnohem siln¢j$i miru zachycovani nez vitamin C, coz je

v souladu se studii Bhutia Pemba et al. (2015).

Tab. 16 Vysledky stanoveni celkovych flavonoidt, polyfenoll a antioxidaéni
aktivity v 80% methanolovém vyluhu

Matcha TFC TPC AOA ABTS AOA DPPH
[mg RE.g"] [mg GAE.g']  [mg TE.g] [mg TE.g]
Shao Xing 139428 255428 368+42 346+22
Jeju 126+3P 25243200 332+2° 336+2°
Hisui 138+12 222-+4P 358+3° 343+22
Asagiri 139+12 232+3°¢ 358+2°¢ 331+3°¢
Khoisan 110+3¢ 248+5%¢9 316+4¢ 30134
Whittard 110+2¢ 259+52 319+5¢ 308+4°
Mo Cha Fen 116+3¢ 241589 319+2¢ 301+3%f
Don Matcha 11944 273+3f 317+5¢ 302+4%¢f
Bio Matcha 109+4¢ 220+5P 315+2¢ 306:£5%¢
Royal Pharma 101+3¢ 246+49 318+3¢ 304459 f
Kissa 102+3¢ 202+5" 316+44 297+4f
Moya 99+4° 169+41 306+3° 288+69

Vysledky jsou uvedeny jako stfedni hodnota + SD v suSin€ (n=5). Hodnoty ve sloupci s alesponi

jednim identickym hornim indexem se vyznamné nelisi (p>0,05), zatimco vysledky s rliznymi

hornimi indexy vykazuji statisticky vyznamny rozdil (p<0,05).
ABTS - 2,2'-azino-bis(3-etyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat), DPPH — 1,1-difenyl-2-

((2,4,6- trinitrofenyl)hydrazyl), RE — ekvivalent rutinu, GAE — ekvivalent kyseliny gallové, TE

— ekvivalent troloxu.

4.2.2 Stanoveni fenolického profilu pomoci HPLC

Koncentrace fenolickych latek zavisi na podminkach péstovani jako jsou
intenzita svétla, teplota a faktory ovlivnéné podnebim (Jeszka-Skowron et al.,
2015). Zeleny c¢aj obsahuje pét hlavnich flavonoidii: katechin, epikatechin,
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epikatechin-3-gallat, epigallokatechin a epigallokatechin gallat (Nishitani a
Sagesaka, 2004; Reto et al., 2007; Dietz et al., 2017). Protoze ptedchozi
jmenované jsou v oblasti analyzy matcha ¢aji dostate¢né zdokumentovany, dale
byly v praci stanovovany hlavné rutin, kvercetin a kaempferol. Vysledné
chromagramy stanoveni fenolickych kyselin ve vodné i methanolové extrakci
jsou uvedeny v Priloze PX. Mnozstvi ¢ajové hmoty pouzité na dané mnozstvi
vody ma zésadni vyznam, stejn¢ jako teplota a doba luhovani. Mnozstvi
polyfenolickych latek v matcha ¢ajich tak bylo opét piepofteno na gram
pouzitého praskového vzorku. Matcha se péstuje z 90 % zastinéna (Topuz et al.,
2014). V dutsledku toho se ocekava, ze mnozstvi dostupnych fenolti v matcha
¢ajich bude v odlisnych koncentracich ve srovnani s klasickymi zelenymi ¢aji. Jak
je uvedeno v Tab.17, obsah rutinu dosahoval Sirokych rozpéti koncentraci (361 az
1590 pg.g?), kaempferol byl detekovan v mnozstvi 1,72 az 162 ng.gt a
koncentrace kvercetinu v rozmezi 10,5 az 84,9 pg.g?.

Tab. 17 Vysledky stanoveni koncentraci rutinu, kaempferolu a kvercetinu ve
vodném vyluhu

Flavonoidy Rutin Kaempferol Kvercetin
[ng.g]

Shao Xing 11904152 4,61+0,12 13,340,22
Jeju 787+10P 12,7+0,3" 10,5+0,3"
Hisui 662+10° 7,22+0,2° 12,640,2°

Asagiri 827+101 16,2+0,3¢ 12,4+0,3¢

Khoisan 937+12° 10,6+0,3¢ 83,5+2,0¢
Whittard 998+10f 7,2340,2° 84,942,019
Mo Cha Fen 3614109 8,55+0,2 74,8+2.0°
Don Matcha 386+10" 4,47+0,19 15,9+0,4

Bio Matcha 989+14f 1,7240,1" 55,1+1,09
Royal Pharma 1180+122 5,62+0,2' 46,1+1,0"
Kissa 1590+15' 8,47+0,3f 24,4412

Moya 11704122 6,9440,2° 23,6+1,0'
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Vysledky jsou uvedeny jako stiedni hodnota = SD v susiné (n=5). Hodnoty ve sloupci s alespoii
jednim identickym hornim indexem se vyznamné nelisi (p>0,05), zatimco vysledky s odliSnymi

hornimi indexy vykazuji statisticky vyznamny rozdil (p<0,05).

Tab. 18 Vysledky stanoveni koncentraci rutinu, kaempferolu a kvercetinu
v 80% methanolovém vyluhu

Flavonoidy Rutin Kaempferol Kvercetin
[ng.g’]

Shao Xing 12304102 5,2+0,12 17,1+0,22
Jeju 1130+10P 13,4+0,2° 17,240,22
Hisui 1880+20° 7,2+0,2¢ 8,4+0,3"
Asagiri 1210+10° 17,4+0,2¢ 16,9+0,32
Khoisan 1710+15°¢ 12,8+0,3° 10,4+0,2°
Whittard 1720+10° 20,4+0,5' 15,1+0,3¢
Mo Cha Fen 570+4" 9,8+0,19 13,2+0,2¢
Don Matcha 686+99 32,0+1,0" 15,2+0,3¢
Bio Matcha 1900+20° 4,2+0,1' 15,4+0,3¢
Royal Pharma 2210+20" 9,9+0,29 14,1+0,3f
Kissa 2870+20' 14,5+0,2) 11,0+0,29
Moya 2160+15 14,7+0,3 11,3+0,29

Vysledky jsou uvedeny jako pramér £+ SD v su$iné (n=5). Znamena ve sloupci s alespon jednim
identickym horni index se vyznamné nelisi (p>0,05), zatimco pruméry s rtiznymi hornimi
indexy vykazuji vyznamny rozdil (p<0,05)

Udaje z literatury dosud nepopsaly dostate¢né koncentrace fenolickych kyselin
v matcha Cajich. Nishitani a Sagesaka (2004) publikovali koncentraci kyseliny
chlorogenové kolem 170 pg.g?, kyselina gallovd byla zaznamendna v mnoha
druzich ¢ajii v Sirokém koncentraénim rozmezi od 40 do 6700 pg.g™ (Cabrera et
al., 2003). Jeszka-Skowron et al. (2015) zase uvedli, Ze kyselina gallova dominuje
hlavng v ernych €ajich. Profily jednotlivych fenolickych kyselin v matcha cajich
jsou uvedeny v Tab. 19. Jako dominantni byla detekovana kyselina chlorogenova
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(2640-3920 png.gt), nasledovaly kyseliny sinapovd (az 592 pug.g?l),
protokatechinova (az 291 pg.g?t), ellagova (79,4-246 pg.g™), gallova (39,4-184
ng.g?), p-hydroxybenzoova (az 167 pg.gt), dale kyseliny ferulova (5,63-158
ng.g?t) a kavova (9,35-82,2 ng.gt). Pokud se jednd o jednotlivé fenolické
kyseliny, hlavnimi pfispévateli k antioxidacni aktivité byly kyseliny ellagova >
protokatechinova > chlorogenova > ferulova > a p-hydroxybenzoova. Zda se, ze
kyselina gallova, kdvova a sinapova nebyly hlavnimi vyznamnymi pfispévateli
antioxida¢ni aktivity (Pfiloha P 1X). V piipad¢ procest extrakce v 80% methanolu
se zda, ze vyznamnymi prispévateli k antioxidacni aktivit¢ jsou Kyseliny
chlorogenova > kavova > a p-hydroxybenzoova. Je ziejmé, Ze kyselina gallova,
protokatechinova, ferulova, sinapova a ellagova nevykazovaly pozitivni korelace
s hodnotami antioxidac¢ni aktivity.

Teoretické korelace neodrdzeji vSechny reakce v zazivacim traktu, protoze
fenoly se konzumuji jako glykosidy a enzymaticka aktivita a pritomnost dalSich
potravinovych latek mize mit vliv 1 na jejich interakce jako je napf. jejich
antioxidacni aktivita.

68



Tab. 19 Vysledky stanoveni koncentraci fenolickych kyselin ve vodném extraktu

Kyseliny GA PA p-HBA ChIA CA FA SA EA
[ne.g]

Shao Xing  184,043,0° 53,8+1,0° 17,0+0,5° 2910+202 68,2+2,02 29,4+1,0 463,0£5,00  79,4+2,5°
Jeju 63,9+1,0°  56,7+2,0° 13,5+0,3° 2790+20P 22,6+1,0° 6,21+0,2° 240,0+3,0°  86,0+2,5°
Hisui 89,6+1,0°  68,7+1,0° 14,2+0,3¢ 3800+10° 13,5+0.3¢ 15,140,2° 247,0+5,0°  94,7+3,0°
Asagiri 118,043.0¢  46,1+2,0¢ 33,0+1,0¢ 3350+20¢ 9,35+0,1¢ 5,63+0,2¢ 218,043,0°  93,042,0%¢
Khoisan 89,4+1,0°  190,0+4,08K  89,742.0° 3560+10° 68,3+2,0° 158,042,0°  592,0+5,0¢  101,0+2,0°
Whittard 116,0+1,0¢  278,0+4,0" 158,0£2,00  3920+20" 76,142,0° 21,8+0,5f 502,0+£6,06  90,6+1,0°
Mo ChaFen  100,0+2,0° 291,0+5,09 126,0£1,09  3350+20¢ 38,2+0,5f 52,2+1,09 96,0+1,0 246,0+2,0f
Don Matcha  39,4+0,57  187,0+4,0%0%  80,0+2,0" 3210209 43,0+1,09 112,0£3,0"  89,2+1,09 200,0+3,09
Bio Matcha  42,1+1,09  161,0+3,0" 70,642,0' 2930+10" 45.2+1,0" 171,0£4,0'  495,0£4,06  127,0+2,0"
Royal 106,0+2,0"  180,0+4,0"k  28,5+0,5 3900+£10' 27,2420 64,1420/ 536,0+5,0"  168,0+2.0'
Pharma

Kissa 137,0£2,0'  181,0+5,00 167,0£1,0¢ 270020/ 78,3+1,0/ 51,8+1,59 483,0£5,0' 101,0+3,0¢
Moya 83,5+2,00  183,0+5,0% 155,0£3,00  2640+20K 82,242 0% 58,6+2,0% 342,0+3,0) 122,0+£2,0/
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Vysledky jsou uvedeny jako sttedni hodnota + SD v susin€ (n=5). Hodnoty ve sloupci s alespoil jednim identickym hornim indexem se vyznamné
nelisi ~ (p>0,05), =zatimco hodnoty s riznymi hornimi indexy vykazuji = statisticky = vyznamny rozdil  (p<0,05).
GA — kyselina gallova, PA — protokatechinova kyselina, p-HBA — p-hydroxybenzoova kyselina, ChlA — kyselina chlorogenova, CA — kyselina

kavova, FA — kyselina ferulova, SA — kyselina sinapova, EA — kyselina ellagova.

Tab. 20 Vysledky stanoveni koncentraci fenolickych kyselin v 80% metanolovém extraktu

Kyseliny GA PA p-HBA ChlA CA FA SA EA
[ng.g]

Shao Xing 50,0+0,28 82,0+3,08 81,6+3,08 4570+£202 162,0+4,02 102,0+4,02 482,0+5,08 58,5+2,08
Jeju 70,5+0,2° 54,442 .0° 116,0+4,0° 44504200 193,0+5,0° 86,8+3,0° 446,0+4,0° 46,1+1,0°
Hisui 190,2+1,0¢c 92,6+3,0° 189,0+5,0° 4520+30° 223,0+5,0° 127,0+3,0°¢ 911,0+5,0° 49,6+1,5¢
Asagiri 150,0+0,5¢ 60,0+1,0¢ 185,0+5,0° 4800201 191,0+5,0° 46,1+1,01 443,0+5,0° 38,1+1,0d
Khoisan 183,0+3,0° 207,0+£2,0° 9,7+0,2¢ 3950+10° 141,0+3,09 180,0+3,0° 836,0+6,01 119,0+2,0¢
Whittard 83,0+2,0 180,0+2,0 243,0+3,0° 3800+20° 54,3+1,5¢ 45,5+1,0 841,0+7,0 150,0+3,0
Mo Cha Fen 202,0+3,09 223,0+2,09 150,0+5,0f 31104209 61,4+x1,5f 216,0+2,0f 104,0+2,0¢ 371,0+4,09
Don Matcha 90,943,0" 299,0+3,0" 29,6+1,09 3200+20" 88,6+1,09 273,0+2,09 128,0+2,0f 312,0+3,0"
Bio Matcha 113,0+£2,0' 294,0+3,0" 35,1+1,0" 3460430 89,2+1,09 219,0+3,0° 1400,0+10¢ 227,043,01
Royal Pharma 45,4+1,0 194,0+2,01 442+1,5 3510101 76,7+1,5" 289,0+3,0" 802,0+6,0" 270,0+2,00
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Kissa 423,0+5,0% 134,0+1,0! 46,5+2,0" 31804204 13,340,2' 189,0+4,0! 616,0+8,0' 142,0+3,0%

Moya 323,0+4,0! 121,0+1,0% 48,0+1,0/ 3040+20' 29,8+0,5! 190,0+3,0! 457,0£6,0! 191,0+3,0!

Vysledky jsou uvedeny jako sttedni hodnota + SD v susiné (n=5). Hodnoty ve sloupci s alespoil jednim identickym hornim indexem se vyznamné
nelisi ~ (p>0,05), =zatimco hodnoty s riznymi hornimi indexy vykazuji  statisticky = vyznamny rozdil  (p<0,05).
GA — kyselina gallova, PA — protokatechinova kyselina, p-HBA — p-hydroxybenzoova kyselina, ChlA — kyselina chlorogenova, CA — kyselina

kavova, FA — kyselina ferulova, SA — kyselina sinapova, EA — kyselina ellagova.
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4.3 Experimentalni ¢ast 111 — stanoveni biologicky aktivnich latek

ve vybranych ledovych matcha ¢ajich

4.3.1 Stanoveni kofeinu, theobrominu, theofylinu a L-theaninu

Kofein je zakladni slozkou ¢ajovych napojl a je zodpovédny za jejich vyraznou
a z&douci chut’. Zaroven je to silny antioxidant zvysujici antioxida¢ni potencial
napoje (Kochman et al., 2021). Jeho hladina mtize souviset s dobou sklizn¢ a
stafim listhh — ¢im star$i listy, tim niZ$i obsah kofeinu. Obsah kofeinu také zavisi
na odradé¢ Caje, povétrnostnich podminkach béhem vegetace a také na zpiisobu
vafeni. Matcha ma ve srovnani s jinymi zelenymi ¢aji pomém¢ vysoky obsah
kofeinu, coZ mu dodava jedine¢né aroma a chut’. Obsah kofeinu v zelenych cajich
se pohybuje v rozmezi 11,3-24,67 mg.g™* (Cizkova et al., 2008), zatimco v matchi
se pohybuje mezi 18,9 a 44,4 mg.g™*. Pro srovnani, vétsina kdvovych zrn obsahuje
10,0-12,0 mg kofeinu/g (Kolackova et al., 2020a; Kochman et al., 2021).
Nejvyssi nami stanovené hodnoty kofeinu (Tab. 21) vykazovala metoda 1 pfi
vyluhovani 5 min, 70°C, az 18,1 mg.g*. Kofein tak byl vice vyluhovan pii pouziti
vyssi teploty.

Pomérné vysoky obsah L-theaninu v ¢aji matcha je zodpovédny za jeho
jedinecnou nehotkou chut’ a v kombinaci s kofeinem poskytuje chutovy vjem
umami charakteristicky pro tento druh caje. Kombinace L-theaninu a kofeinu
muze zvysit koncentraci, bd€lost a i€innost ve vys§i mife nez pouziti jedné ze
slouc¢enin samostatné, navic zmirnuje stres (Kochman et al., 2021). Podle Kaneko
et al. (2006) je obsah L-theaninu v ¢ajovych nalevech matcha 6,1 mg/l, zatimco
Unno et al. (2018) nasli ve vzorcich ¢aje matcha az 44,6 mg.g™ této slouceniny.

Z vysledkt stanoveni theobrominu a theofylinu je ocividné, Ze nejvyssi
hodnoty koncentraci byly vyluhovany pii metodach 2 a 3. To znamena, a

vvvvvv

nizsich teplotach (Friedman et al., 2005).
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Tab. 21 Vysledky stanoveni obsahu kofeinu, theobrominu, theofylinu a

L-theaninu

Kofein [mg.g?]
Vzorek

Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3
Japan bio matcha 18,140,234 15,6 + 0,5°A 17,0 £ 0,1°A
Allnature 14,5+0,7%B 14,0 £ 0,18 14,5 + 0,328
Wolfberry 15,8+0.12C 14,6 + 0,5>B 15,4 + 0,22C

L-theanin [mg.g%]
Vzorek

Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3
Japan bio matcha 6,41+ 0,022A 10,3 + 0,1PA 6,40 + 0,102
Allnature 4,48 +0,15%8B 4,70 +0,14%8 4,66 +0,10%B
Wolfberry 4,61 +0,0128B 4,19 +0,15*B 4,46 +0,09*B

Theobromin [mg.g?]
Vzorek

Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3
Japan bio matcha 0,13 +0,0134 0,14 0,134 0,14 + 0,013
Allnature 0,26 + 0,018 0,28 + 0,012B 0,27 + 0,0128B
Wolfberry 0,22 +0,0128 0,22 +0,0128 0,22 + 0,018

Theofylin [ng.g?]
Vzorek

Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3
Japan bio matcha 4,47 +0,0284 7,82+ 0,1°A 8,70 + 0,10%4A
Allnature 20,7 £0,15%B 18,9 +0,14°B 13,3 +0,10%
Wolfberry 18,5 + 0,013 12,5 +0,15°¢ 14,5 +0,09%¢

Vysledky jsou uvedeny jako primér + SD, n=5 (primérna hodnota z péti méfeni) Vv suSiné
vzorku. Primeéry v ramci fadka s alespon jednim identickym malym hornim indexem (v pfipadé
metod vyluhovani) se vyznamné nelisi (p>0,05), zatimco fadky s riznymi malymi hornimi
indexy vykazuji vyznamny rozdil (p<0,05). Priméry ve sloupci s alesponi jednim identickym

hornim indexem velkym pismenem (v ptfipad€ jednotlivych vzorkll) se vyznamné nelisi
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(p=>0,05), zatimco sloupce s riznym hornim indexem velkym pismenem vykazuji vyznamny

rozdil (p<0,05).

4.3.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity (ABTS, DPPH, PCL) a celkovych

polyfenolii a flavonoidu v ledovych matcha ¢ajich

Vysledky stanoveni antioxida¢nich aktivit pro metody se zhaSenim
radikali DPPH a ABTS a také PCL metody jsou zapsany do Tab. 22. Vysledky
stanoveni antioxida¢nich aktivit jsou uvedeny v ekvivalentech troloxu (mg TE.g
1. Provedenou analyzou s ABTS bylo zji$téno, ze antioxidacni aktivita u
ledovych matcha €ajl je nejvyssi u piipravy 3 metodou. Z hlediska hodnot AOA
lze tuto metodu piipravy doporucit. Pfi stanoveni s pouzitim DPPH vysla jako
vyhodnéj$i metoda 1. Zalezi tedy na zhaSeném radikéalu. V soucasné dobé nejsou
v literatufe moc dostupna data o méfeni AOA u ledovych matcha ¢aji. Hodnoty
s vyuzitim radikalit ABTS a DPPH koreluji se studii Farooq a Seghal (2018).

Jak je vidét v Tab. 22, obsahy TFC i TPC byly vyssi, pokud byla pouzita
metoda 3. Jedna se o metody, kdy bylo vyuzito extrakce ve vode 20 °C a 12 hodin
luhovani v lednici. Tudiz se miZeme domnivat, Ze na obsah celkovych polyfenola
a flavonoidii mé vliv vyluhovatelnost, a tim souvisi i moznost vyssi redukce
volnych radikalu.

Metodou PCL je stanovena AOA ve vod¢ rozpustnych antioxidantli (ACW) a
V tucich rozpustnych antioxidanti (ACL). Pfi stanoveni AOA metodou PCL byla
vhodnéj$i metoda 1 s vyssi AOA.
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Tab. 22 Vysledky antioxida¢ni aktivity a celkovych polyfenolt a flavonoida

Vzorek ABTS [mg TE.g}]
Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3
Japan bio matcha 40,6 + 0,284 29,1 + 0,7°A 48,3 + (0,97
Allnature 42,6 +0,8%8 37,0+ 0,9°B 52,7 + 1,48
Wolfberry 34,4 +0,9%C 28,0 + 0,6°A 42,7 +0,9%C
Vzorek DPPH [mg TE.g"]
Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3
Japan bio matcha 351 + 1834 239 + gbA 160 + 654
Allnature 335+ 16%B 285 + 8PB 175 + 4°B
Wolfberry 307 + 103C 289 + 9PB 179 + 4°B
Vzorek TPC [mg GAE.g]
Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3
Japan bio matcha 83,6 + 3,284 86,7 + 2,5°A 90,8 + 2,8%A
Allnature 74,9 £ 1,2%8 79,1 £3,2°8 78,3 + 3,208
Wolfberry 72,2+ 1,13 72,0 + 1,32 78,3 + 2,68
Vzorek TFC [mg RE.g™]
Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3
Japan bio matcha 57,3 £ 1,584 52,0 + 1,6°A 61,5 + 2,3%A
Allnature 50,4 + 1,7%B 49,3 +1,2%B 49,7 £ 1,2%B
Wolfberry 432 +1,12¢ 46,6 + 1,3°C 47,4 £ 1,4°C
Vzorek ACW + ACL [mg TE.gY]
Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3
Japan bio matcha 484 + 1234 467 + 10°A 433 + 9°A
Allnature 449 + 928 438 + 8B 475 + 12°B




Wolfberry 465 + 10%¢ 464 + 93¢ 452 + §°C

Vysledky jsou uvedeny jako primér + SD, n=5 (primérna hodnota z péti méfeni) Vv suSiné
vzorku. Priméry v ramci fadku s alespon jednim identickym malym hornim indexem (v pfipadé
metod vyluhovani) se vyznamné nelisi (p=>0,05), zatimco fadky s riznymi malymi hornimi
indexy vykazuji vyznamny rozdil (p<0,05). Priméry ve sloupci s alespoil jednim identickym
hornim indexem velkym pismenem (v pifipad¢ jednotlivych vzorkll) se vyznamné nelisi
(p>0,05), zatimco sloupce s riznym hornim indexem velkym pismenem vykazuji vyznamny
rozdil (p<0,05). ABTS — 2,2"-azinobis(3-ethylbenzo-thiazolin-6-sulfonova kyselina), DPPH —
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl, TE — ekvivalent troloxu, TPC — celkovy obsah polyfenoli, GAE
— ekvivalent kyseliny gallové, TFC — celkovy obsah flavonoidt, RE — ekvivalent rutinu, ACW
— antioxida¢ni kapacita sloucenin rozpustnych ve vod¢é, AA — kyselina askorbova, ACL —

antioxidaéni kapacita slou¢enin rozpustnych v tucich.

4.3.3 Stanoveni fenolického profilu pomoci HPLC

Polyfenolické slouceniny v zeleném c¢aji obsahuji predev§im flavonoidy,
flavanoly, fenolové kyseliny a p¥ibuzné latky. Cajové polyfenoly jsou derivaty
flavonoidii se zakladni strukturou, obecn¢ znamé jako katechiny, s a-fenyl-
benzopyranem, ktery tvoti piiblizné 18 az 36 % suché hmotnosti ¢ajii (Yan et al.,
2020). Fenolické antioxidanty hraji vyznamnou roli v ochrané lidského téla pied
oxida¢nim stresem, ktery je spousStén nerovnovahou mezi tvorbou reagencnich
forem kysliku a jejich eliminaci, a v oddéleni n€kolika chronickych onemocnéni
(Xu et al., 2012). Jiz mnoho studii prokazalo, Ze zeleny Caj obsahuje nejvice
katechini.

Nejvice zastoupenym katechinem napfi¢ v§emi tfemi metodami byl EGC (Tab.
23A a 23B). Pti metodé 1 byl stanoven jeho nejvyssi obsah 4760 pg.g?, coz se
muzeme domnivat, ze EGC je Iépe vyluhovatelny pii vysSsi teploté.
Epigallocatechin gallat je nejhojnéjsi katechin zeleného €aje, proto je uzndvan
jako hlavni aktivni slozka v zeleném caji (Kim et al. 2016). Nasledoval EC 202—
266 pg.g? a dale rutin az 81,5 pg.gl. Celkové metoda 1 vykazovala vy3si
vysledky pro koncentrace vyluhovanych fenolickych latek. Tyto vysledky
koresponduji se studii Sayuti et al. (2021), kde bylo stanoveno taktéz nejvice EGC
pii pouziti extrakce pii 80 °C. Jako dominantni byla detekovana pii metod¢ 1
kyselina chlorogenova (1420-1780 pg.gt), coz koresponduje i s vysledky ve
vodnych a methanolovych extraktech. Nasledovaly kyseliny ellagova (az 214
ug.g?) pfi metodé 3, sinapova (az 55,4 pg.g?) metoda 1, neochlorogenova (az
25,4 pg.g?), gallova (39,4-184 pg.g?). Pouziti vicenasobné extrakce vede k
niz§imu vytézku TPC a TFC (Astill et al., 2001).
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Jak si mizeme dale vSimnout v tabulkdch 23A a 23B u vzorki Allnature a
Wolfberry byly hodnoty fenolickych kyselin naopak vys$si v metodach 2 a 3 a to
u kyseliny gallové. Dal§im parametrem je tedy samotny vzorek matcha ¢aje a jeho
kvalita.
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Tab. 23A Vysledky jednotlivych koncentraci fenolickych kyselin a flavonoidt v ledovych ¢ajich matcha v metodach 1 a 2

Kyseliny Metoda 1 Metoda 2
[ng,g] ) .

Japan bio matcha Allnature Wolfberry Japan bio matcha  Allnature Wolfberry
GA 8,94 +0,1324 16,0 + 1,2°4 14,6 £ 0,24 8,57 +£ 0,202 16,1 +0,5>A 14,8 £ 1,24
3,4-dnBA 13,9 £ 0,134 25,0 £0,6™A 20,3 + 0,54 12,9 + 0,64 25,0 £ 2,424 19,7 + 2,094
VA 0,44 +0,012A 0,76 + 0,01>A 0,98+ 0,024  0,43+0,01%A 0,66 + 0,01>A 0,78 + 0,02°A
SA 0,50 = 0,014 0,12+ 0,01°A 0,15+0,01°"  0,52+0,01*A 0,24 +0,01°8 0,20 +0,01°A
PAEE 5,48 +0,05%A 3,35+ 0,02°A 3,63+0,03%A  432+0,13%B 3,30 + 0,05>A 3,24+ 0,058
EA 204 + 53A 168 + 10°A 176 £ 54 201 + 834 150 + 5B 157 + 3¢8B
4-hBA 5,57 0,032 9,73 + 0,184 9,37+ 0,42~ 490+0,15%B 9,84 + 0,50°A 9,18 + 0,50°A
trans-p-CA 4,45 + 0,034 3,18 + 0,020 3,23+0,20°A  3,17+0,11%B 2,79 £0,05%B 2,72 £ 0,088
CA 1,19+ 0,014 1,11 +0,013A 1,17+0,01*A  0,86+0,01%B 1,14 +0,02°A 0,98 + 0,023PAB
FA 7,96 + 0,353A 3,47+0,10°A 4,680,124  538+0,15%8 3,80+ 0,10°A 3,56+ 0,158
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SiA 55,4+ 1,884 35,9 + 0,8°A 442 + 1,54 42,7 +2,0%8 35,7 + 3,5%A 34,1 + 3,0°B
ChA 1780 + 18*A 1420 + 5204 1520 + 1754 1600 + 1828 1387 + 12P8 1420 + 20%B
NeoChA 25,4 £0,8%A 11,8 +0,9°A 13,0 £ 0,54 242 £1,3%A 10,9 + 0,98 12,5 £ 1,004
CiA 5,38+ 0,10%” 584+0,15%A  635+0,13%A  438+0,13%8 543 +0,20°A8  505+0,11°B
Flavonoidy

EGC 4760 + 55%A 3540 + 25PA 4130 + 50°A 4070 + 30*B 3970 + 258 3920 + 28%B
C 1,79 + 0,023A 1,19+ 0,01°A 1,36+ 0,01°A  834+0,15%B 12,9+ 0,18 7,23 +0,30%B
EC 266 £ 104 202 + 1524 227 + 13%A 239 + 15%B 222 + 18%B 222 + 1508

R 81,5+ 2,5%A 32,5+ 2,554 452 + 2,004 57,5 +3,5%B 38,4 +2,5PB 36,8 +2,0PB
Q 10,2+0,3%A 8,7440,20°A 8,46+0,15°A 7,28+0,20%B 6,23+ 0,308 6,45+ 0,258

Vysledky jsou uvedeny jako priimér + SD, n=5 (primérna hodnota z peti meteni). Priméry v ramei fadki s alesponl jednim shodnym malym hornim
indexem (v pfipadé jednotlivych metod vyluhovani) se vyznamné nelisi (p=>0,05), zatimco fadky s riznymi malymi hornimi indexy vykazuji
vyznamny rozdil (p<0,05). Priméry ve sloupci s alespon jednim identickym hornim indexem velkym pismenem (v piipadé€ kazdého vzorku zv1ast)
se vyznamné nelisi (p>0,05), zatimco sloupce s riznym hornim indexem velkym pismenem vykazuji vyznamny rozdil (p<0,05). GA — Kkyselina

gallova, 3,4-dnBA — kyselina 3,4 dihydroxybenzoova, VA — kyselina vanilova, SA — kyselina syringova, PAEE — ethylester kyseliny
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protokatechinové, EA —kyselina ellagova, 4-hBA — kyselina 4-hydroxybenzoova, trans-p-CA — kyselina trans-p-kumarova, CA — kyselina kavova,

FA — kyselina ferulova, SiA — kyselina sinapova, ChA — kyselina chlorogenova, NeoChA — kyselina neochlorogenova, CiA — kyselina skoficova,

EGC — epigallocatechin, C — katechin, EC — epikatechin, R — rutin, Q — kvercetin.

Tab. 24B Vysledky jednotlivych koncentraci fenolickych kyselin a flavonoidi v ledovych ¢ajich matcha v metodé 3

Kyseliny [ng,g!] Metoda 3
Japan bio matcha Allnature Wolfberry

GA 8,49 + 0,254 17,4 +0,3%8 18,9 £ 0,458
3,4-dhBA 13,0 + 1,334 244 + 1,85A 19,5+ 1,20A
VA 0,47 £0,0134 0,68 = 0,0120A 0,84 + 0,01>A
SA 0,65+ 0,014 0,15+ 0,01°4 0,16 +0,01>A
PAEE 4,54+ 0,02%8 2,51 40,018 2,95+0,01%8
EA 214 + 4B 153 +2°B 154 + 308
4-hBA 5,48 + 0,204 9,42 + 0,534 9,36 & 0,450A
trans-p-CA 3,20 + 0,09*"8 3,41 40,054 2.89 40,0208




CA 0,99 +0,01%8 0,85 +0,01%8 0,90 + 0,01%8
FA 5,38 +0,12%8 3,34 40,1004 3,63 4 0,088
SiA 42,8 +2 5B 33,9 + ,9°A 34,6+ 1,88
ChA 1620 + 16*C 1390 + 12°8 1470 + 155C
NeoChA 23,8+ 1,284 10,1 +0,8P8 12,3 + 0,954
CiA 4,28 +0,10%8 5,04 +0,12°8 533+0,15"8
Flavonoidy

EGC 4387 +32%¢ 3966 + 2908 3952 + 25¢C
¢ 1,25+£0,01%¢ 2,55+0,01°C 2,05 +0,015C
EC 223 +133€ 216 + 10>B 212 + 9bC

R 58,6 +2,8%B 33,8+ 1,8°A 34,6 +2,0°B
Q 6,98 + 0,23%C 6,39 +0,21%8 6,77 + 0,2078

Vysledky jsou uvedeny jako primér = SD, n=5 (primérna hodnota z péti méfeni). Priméry v ramci fadk s alespont jednim shodnym malym hornim
indexem (v ptipadé jednotlivych metod vyluhovani) se vyznamné nelisi (p>0,05), zatimco fadky s riznymi malymi hornimi indexy vykazuji
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vyznamny rozdil (p<0,05). Priméry ve sloupci s alespon jednim identickym hornim indexem velkym pismenem (v piipadé€ kazdého vzorku zvIast)
se vyznamné nelisi (p>0,05), zatimco sloupce s riznym hornim indexem velkym pismenem vykazuji vyznamny rozdil (p<0,05). GA — kyselina
gallova, 3,4-dhBA — kyselina 3,4 dihydroxybenzoova, VA — Kkyselina vanilova, SA — kyselina syringova, PAEE — ethylester kyseliny
protokatechinové, EA — kyselina ellagova, 4-hBA — kyselina 4-hydroxybenzoova, trans-p-CA — kyselina trans-p-kumarova, CA — kyselina kavova,

FA — kyselina ferulova, SiA — kyselina sinapova, ChA — kyselina chlorogenova, NeoChA — kyselina neochlorogenova, CiA — kyselina skoficova,

EGC — epigallocatechin, C — katechin, EC — epikatechin, R — rutin, Q — kvercetin.
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4.3.4 Stanoveni mineralnich a stopovych prvki metodou AAS

Vzhledem k tomu, ze data zkoumajici vyluhovatelnost prvku v ledovych ¢ajich
matcha jsou vzacna, lze tyto vysledky porovnat s vyzkumem Brzezicha-Cirocka
et al. (2016), kde pfi aplikaci horké vody (100 °C) a doby louhovani pét minut na
listky zeleného ¢aje se vyluhovatelnost prvkti pohybovala v tomto poradi: K
(54,2-66,3 %), Mg (26,8-40,0 %), P (22,5-40,1 %), Mn (24,2-31,4 %) a Fe
(7,85-13,4 %). Podle Brzezicha-Cirocka et al. (2016) se procento vyluhovani Na
z listkti zeleného ¢aje pohybovalo v rozmezi 15,1-43,7 %. V této studii byl faktor
vyluhovani Na z matchi do roztokti ledovych ¢aju relativné nizky, maximalné 18
% u metody 3. Naopak procenta vyluhovani pro K a Mg byla 93 a 85 % u metod
2 a1l (Tab. 24). Vysledky této studie by mohly byt porovnany s vyzkumem
Dambiec et al. (2013), kde byl K extrahovan do infuze v nejvétsi mire, coz
kontrastovalo s nejniz§im procentem luhovani Na. Niz$i a srovnatelné procento
vyluhovéni v ledovych €ajich bylo zaznamenano pro Se, Fe a Mn (37,21 a 19 %
v metodé 3, v tomto potadi). Podle literatury byly ¢ajové nalevy charakterizovany
nizkym obsahem Cd, coz je v souladu se studii publikovanou Karak a Bhagat
(2010). Nizké vyluhovani Fe se vysvétluje tvorbou malo rozpustnych komplexd.
Kyselina tfislova, taniny a srazeni chelati skovovymi ionty také snizuji
koncentrace kovi v nalevech (Brzezicha-Cirocka et al., 2016). Koncentrace
kyseliny tfislové, fytové a taninu v ledovém caji matcha by mély byt
vyhodnoceny, protoZe tyto hodnoty koreluji s faktory vyluhovani, aby bylo mozné
posoudit procento vyluhovani konkrétnich prvkii do nalevii. Dale nékteré prvky
pienaSené do nalevll zavisi na tom, zda Sloucenina je slab¢ vazéna na organickou
matrici nebo je v roztoku méné rozpustna (Dalipi et al., 2018). Hodnoty Gi€innosti
extrakce jsou ovlivnény dalsimi faktory jako je pH, teplota vody, doba extrakce a
iontova sila.
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matcha a jejich vyluhovatelnost

Tab. 25 Vysledky obsahu mineralnich a stopovych prvka v ledovych ¢ajich

Prvky v matcha Japan bio tea Allnature Wolfberry Vyluhovatelnost
¢ajich
Na [ug.g™] 2,59+0,042A 3,35+0,05°4 1,95+0,05¢4 6—13
2,92+0,03%8 2,24+0,04"8 2,89:+0,04%8 7—-15
3,61£0,05%C 2,60+0,04°C 2,96+0,03%C¢ 9-18
Mg [mg.g™] 2,27+0,02 34 1,78+0,04 >A 1,64+0,02 A 81—85
1,97+0,03 2B 1,37+0,02°8 1,45+0,02 B 62—74
2,03+0,052C 1,44+0,04 € 1,58+0,04 € 65—81
K [mg.g?] 8,42+0,102A 8,55+0,10>A 8,40+0,08 24 87—90
8,68+0,12 2B 8,400,108 8,73+0,122B 87—93
8,80+0,102C 7,99+0,11°¢ 8,43+0,10%4 83—91
Calpg.g] 640+5 2A 572+50A 525+10 %A 84—85
515+528 515+7 2B 490+5 2B 68—80
630+102C 530+10°C 48045 € 78—83
Fe [pg.gl] 10,0+0,1 24 15,0+0,2 >A 15,2+0,2 bA 7—14
10,0£0,1 34 20,0+0,328 20,0+0,2 %8 9—14
15,0+0,22B 10,5+0,2°¢ 15,0£0,2 34 5—21
Mn [pg.g?] 250+103A 1704554 180+8%A 11—22
240+7 A 223+10°8 2254608 14—21
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Zn [pg.g’]

Se [ug.g™]

Cd [ng.g?]

Pb [ug.g™]

Hg [ng.g™]

3 2204828 224+8 2B 18244 DA 12—19
1 10,120,134 15,0+0,2°4 15,2+0,2 >A 34—50
2 20,440,228 15,2:£0,4 A 19,5+0,3 B 3768
3 15,2+0,3 %€ 10,6+0,228 10,4+0,3°C 26—51
1 0,20+0,02 &4 0,41+0,03 >4 0,42+0,02 >4 6—13
2 0,80+0,05 2B 0,75+0,03B 0,52+0,02 B 16—24
3 1,10£0,102C 1,25+0,12°C 1,20:£0,072PC 3337
1 <1,00 <1,00 <1,00

2 <1,00 <1,00 <1,00

3 <1,00 <1,00 <1,00

1 <1,00 <1,00 <1,00

2 <1,00 <1,00 <1,00

3 <1,00 <1,00 <1,00

1 120+£52A 154504 166+6 A 40—50
2 110+£3 28 1324408 145+5¢8B 36—46
3 123434 153+624 170+5¢A 41-51

Vysledky jsou uvedeny V susing jako prumér = SD, n=6 (pramér ze Sesti méfeni). Priméry v

ramci fadku s alespon jednim identickym malym hornim indexem (v pfipadé€ jednotlivych

vzorkll) se vyznamné nelisi (p=0,05), zatimco ¢ary s riznymi malymi hornimi indexy vykazuji

vyznamny rozdil (p<0,05). Priméry ve sloupci s alespon jednim identickym hornim indexem

velkym pismenem (v ptipad€ metod vyluhovani) se vyznamné nelisi (p>0,05), zatimco sloupce

s riznym hornim indexem velkym pismenem vykazuji vyznamny rozdil (p<0,05). LOQ: Cd a

Pb 1,00 pg.g™.
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4.4 Experimentalni ¢ast IV — stanoveni vybranych nutri¢nich a
biologicky aktivnich latek v nestraveném podilu matcha caje

po procesu simulace traveni procesem in vitro

4.4.1 Stanoveni susiny, popela a stravitelnosti

Obsah susiny a popela a hodnoty stravitelnosti technikou in vitro ¢aji matcha
jsou uvedeny v Tab. 25 Obsah susiny se pohyboval od 95,4 do 96,9 %. Podle
Vyhlasky 330/1997 Sb. by obsah vlhkosti zeleného ¢aje nemél piekrocit 10 %.
Pokud jde o obsah popela, ISO 11287 stanovuje minimalni a maximalni obsah
popela na 4 a 8 %. Obsah popela v této studii kolisal mezi 4,64 a 4,99 %. Topuz
et al. (2014) uvedl pozitivni vztah mezi kvalitou zeleného ¢aje a mnozstvim
popela a navrhl, Ze u kvalitniho Caje by obsah popela mél tvotit méné nez 5,54 %.
Obsah suSiny a popele bylo nutno stanovit pro vlastni vypocet hodnot
stravitelnosti.

I kdyZ jsou udaje hodnotici hodnoty stravitelnosti ¢ajii matcha vzacné, jsou tyto
vysledky srovnatelné se studii Kolackova et al. (2020a), kde jsou uvedeny
hodnoty stravitelnosti ¢aji matcha od 59,4 do 69,7 %. Je znamo, Ze nizké hodnoty
stravitelnosti pozitivné koreluji s vysokym obsahem vldkniny. Vysoky obsah
vlakniny navic snizuje stravitelnost bilkovin a Skrobu. Bylo také popsano, Ze
hodnoty stravitelnosti bilkovin vyznamné snizuji taniny (Rehman et al., 2002).

Tab. 26 Obsah susiny a popele a hodnoty stravitelnosti in vitro ¢aji matcha

Matcha Susina Popel Stravitelnost
[%0] [%0] [%6]

JT 96,9+0,32 4,99+0,052 65,8+0,32

AT 96,2+0,3? 4,85+0,05° 64,9+0,5

WT 95,4+0,4" 4,64+0,05° 61,2+0,4°

Vsechny vysledky jsou uvedeny jako primér + SD, n=3. Priméry ve sloupci s alespon jednim
identickym malym hornim indexem se vyznamné nelisi (p>0,05). JT — japonsky bio ¢aj, AT —

¢aj Allnature, WT — Wolfberry caj.

Vyznamnym parametrem, ktery byl v této Casti studie stanovovan byl tzv.
faktor retence (RF, %). Faktor retence udava, jaké mnozstvi analytu zstava stale
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zachyceno v nestraveném podilu vzorku po jeho digesci technikou in vitro. Faktor
retence RF je vyjadien v % a vypocita se dle nasledujiciho vzorce:

CAnestraveny podil X (100—stravitelnost)

RF = (4)

CAnativni forma

kde CA je koncentrace analytu v nestraveném podilu vzorku a nativni formé vzorku.

4.4.2 Vliv stravitelnosti na uvoliiovani polyfenolickych latek

Koncentrace fenolickych kyselin a flavonoidt stanovené v nativni a nestravené
form¢ praskovych matcha ¢aji jsou uvedeny v Tab. 26. Z fenolickych kyselin
méla ve vzorcich nativniho ¢aje matcha nejvyssi podil kyselina chlorogenova
(2090-2460 pg.g?l), nasledovana kyselinami ellagovou (181-236 png.g?l),
sinapovou (63,7-85,1 ng.g?), gallovou (37,9-91,1 pg.g), skoficovou (23,6-67,4
ng.gl) a protokatechinovou (24,9-54,1 pg.gt). Kyseliny gallova a chlorogenova
se obecné nachdzeji jako hlavni fenolové kyseliny v zelenych ¢ajich (He et al.,
2015; Damiani et al., 2014). Nejvyssich koncentraci vSak dosahovaly flavonoidy
epigallokatechin-3-gallat (EGCG), epikatechin (EC), epigallokatechin (EGC) a
epikatechin-3-gallat (ECG) v rozmezi 7610—16 900, 5140-14500, 4210-5390 a
1520-1790 ug.g?, v daném poiadi. Rozsah koncentraci rutinu byl vy$si nez u
katechinu (Tab. 26). Je znamo, Ze katechin je nachylny k degradaci v disledku
n¢kolika faktort jako jsou hodnota pH, teplota, koncentrace kysliku a
antioxidantd, ptitomnost kovovych iont atd. (Kim et al., 2020). Koncentrace
epikatechinu v zelenych &ajich byly naméfeny v rozmezi 4,29-8,61 mg.g™ pi
extrakci vodou pii 80 °C po dobu 20 minut (He et al., 2015). Navic obsah
epigallokatechinu a zejména katechinu v listech ¢ajovniku z mladych vyhonki
pestovanych ve stinu byl niZsi. Bylo také prokazano, ze hladiny epikatechinu se
zvySovaly smérem 0d pupenu po druhy list (Song et al., 2012; Horie a Sumikawa,
2017). Koncentrace katechinu je vysoce ovlivnéna i riznymi podminkami
skladovani (Kim et al., 2020).

ProtoZze matcha ¢aj je konzumovan ve form¢ suspenze, tzn. jako nalev s listy,
je nezbytné védét nejen to, kolik polyfenolickych a jinych biologicky aktivnich
latek se uvolni do nalevu, ale také kolik téchto latek ztstane jesté ptistupno pii a
po procesu traveni praveé ze samotnych listll. Proto byl pfipraven nestraveny podil
matcha Caje, ktery byl déle analyzovan stejné jako nativni forma praSku matcha.
Jednotlivé koncentrace polyfenolovych slou¢enin naméfené po in vitro digesci v
nestravenych castech listi matcha ¢aje byly pouzity pro vypocet faktoru retence
(RF, %) sloucenin (Tab. 26). Z vysledkt je vidét, ze kyseliny ferulova, ellagova
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a kavova byly v této studii nejmén¢ uvolnénymi fenolickymi kyselinami. Jejich
faktory retence byly vysoké, a to 84, 80 a 76 %. Zda se, Ze kyselina
protokatechinova,  4-hydroxybenzoova, nechlorogenova a  ethylester
protokatechinové Kkyseliny jsou potencialné dostupnéjSimi slouceninami v
lidském travicim traktu. Vzhledem k nedostatku studii tykajicich se biologické
dostupnosti jednotlivych fenolickych sloucenin analyzovanych v ¢aji matcha, at’
uz v nativni nebo nestravené Casti, bylo velmi obtizné porovnat vysledky ziskané
v této studii s jinymi zjiSténimi. Se zaméfenim na obiloviny Se¢czyk et al. (2021)
kumarové (az 93 %) a kyseliny gallové (24 %), Drawbridge et al. (2021) popsal
niz§i nachylnost kyseliny vanilové k degradaci béhem traveni v porovnani
s kyselinami sinapovou a p-kumarovou. V nestravené ¢asti vzorkd ¢aje matcha
zustalo pouze max. 9 % neuvolnéné kyseliny vanilové. Teoreticky by kyselina
vanilovd mohla byt k dispozici pro vstiebani z lidského traviciho traktu z vice nez
90 %. Jeho biologicka dostupnost ze zrn je¢mene byla 85 % (Drawbridge et al.,
2021).
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Tab. 27 Fenolické kyseliny a flavonoidy stanovené v nativnich a nestravenych ¢astech ¢aji matcha [ug.g™]

Fenolické Nativni Nativni AT Nativni Nestraveny Nestraveny Nestraveny RF [%0]
kyseliny JT WT JT AT WT

GA 60,4+2,02 37,9+0,3" 91,141,0° 8,11+0,204 19,7+0,58 19,5+0,58 5-18
PA 43,2+2,02 54,1+1,0° 24,9+1,0° 0,25+0,02* 0,310,028  0,12+0,0° <1

VA 2,58+0,10°  1,47+0,05°  1,31+0,03° 0,51+0,02"  0,36+0,028  0,22+0,01¢ 79
SA 4,34+0,06°  1,98+0,04°  4,36+0,05*  1,38+0,05"  1,24+0,02®8  1,29+0,02¢  11-22
PAEE 9,22+0,30°  8,80+0,12°  426+0,13° 0,06£0,01*  0,05+0,01"  0,10+0,018 <1

EA 236+52 184:5P 181+4° 452+10° 401+78 359+7¢ 66—80
4-hBA 12,9+0,12 13,3+0,2° 14,6+0,2° 0,14+0,014 0,14+0,014 0,17+0,018 <1
trans-p-

cA 9,11£0,04*  13,9+0,3° 13,340,2°  2,57+0,104  5,35+0,208  4,23+0,10¢  10—13
CA 2,31+0,10°  2,46+0,12°  4,09+0,20°  5,12+0,10"  526+0,038  7,17+0,10°  68—76
FA 12,7+0,22 14,4+0,2° 12,6+0,32 25,6+0,5 32,9+0,68 27,2+0,2¢ 69—84
SiA 63,7+1,1° 65,4+2,0P 85,1+2,52 24,8+0,24 21,0+0,1¢ 26,7+0,3" 11—-13
ChA 2310+502 2460+40P 2090+40° 512+10° 526+78 517+107 7—10
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NeoChA  27,0+0,5*  12,5+0,3°  14,4+£02°  0,60+0,02*  0,12+0,01®  0,52+0,05¢  1-3

0-CA 6,33£0,20°  6,80+0,03°  7,00£0,10° ND ND ND -

CiA 67,4£2,0°  23,6£1,0°  60,7+1,2°  26,5+1,0 12,5+0,48 35,2+0,7¢ 14-23

T-PAs 2870+50° 2900+40*  2610+40°  1060+20° 1030+108 1000+10° 12—15

Flavonoidy Nativni JT  Nativni AT Nativni WT Nestraveny Nestraveny Nestraveny RF [%0]
JT AT WT

EGC 5390+50? 4210+40° 4850+40° 15,0+0,47 12,6:+0,28 14,1+0,1° 68—76

C 10,2+0,52 23,1+1,20 17,8+0,5¢ 1,01+0,024 1,300,058 1,95+0,05¢ 69—84

EC 89404402 14500+100° 5140+30°  650+10° 320+108 160+10° 11-13

EGCG 15300£100°  7610+£50°  16900+100° 51,6+0,4" 28,9+0,68 44,8+0,3¢ 7-10

ECG 1640+40? 1790+40° 1520+40° ND ND ND 1-3

R 303+10? 479+20° 356+15° 7254107 1060+308 746+10° —

Q 11,0+0,3? 9,2240,12°  8,02+0,20°  25,0+0,5* 16,1+0,38 15,2+0,3¢ 14—23

T-FLs 31600+150° 28600+150° 28800:+140° 1470+10° 1440+308 982+10° 12—15

Total Phe  34500+150%°  31500+150° 31400+100° 2530+20° 2470+308 1980+20°
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Vsechny vysledky jsou uvedeny v susin¢ jako pramér + SD, n=5 (primér z péti méteni). Priméry v faddku s alespon jednim shodnym malym
hornim indexem (nativni matcha) se vyznamné nelisi (p>0,05), priméry v fadku s alesponi jednim shodnym velkym hornim indexem (nestravené
Casti matcha) se vyznamné nelisi (p>0,05 ). JT — Japonsky bio ¢aj, AT — Allnature ¢aj, WT — Wolfberry ¢aj, RF — Reten¢ni faktor, GA — kyselina
gallova, PA — kyselina protokatechinova, VA — kyselina vanilova, SA — kyselina syringova, PAEE — ethylester kyseliny protokatechinové, EA —
kyselina ellagova, 4-hBA — kyselina 4-hydroxybenzoova, trans-p-CA — kyselina trans-p-kumarova, CA — kyselina kavova, FA —kyselina ferulova,
SiA — kyselina sinapova, ChA — kyselina chlorogenova, NeoChA — Kyselina neochlorogenova, 0-CA — kyselina o-kumarova, CiA — kyselina
skoticova, EGC — epigallocatechin, C — katechin, EC — epikatechin, EGCG — epigallokatechin-3-gallat, ECG — epikatechin-3-gallat, R — rutin, Q
— kvercetin, T-Pas — celkové fenolové kyseliny, T-FLs — celkové flavonoidy, Total Phe — celkové jednotlivé fenoly. LOQ: kvercetin 0,02 g.g™,
epikatechin-3-gallat 1,00 g.g™
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Nejméné potencidlné stravitelnymi/uvoliiovanymi flavonoidy byly Vv nasi studii
rutin a kvercetin, naopak nejlépe potencialné stravitelnym flavonoidem byl
epigallokatechin (EGC) nasledovany epigallokatechin-3-gallatem (EGCG),
epikatechinem (EC) a katechinem (C) (Tab. 26). Je tieba poznamenat, ze kyselina
0-kumarova a epikatechin-3-gallat nebyly detekovany v nestravenych castech
Caji matcha. Lze pouze predpokladat, ze mohou byt zcela uvolnény z matrice
Cajovych listki a mohou byt absorbovany zazivacim traktem nebo naopak zcela
zdegradovaly pfi procesu traveni. Tento predpoklad podporuje i studie Dai et al.
(2020), ktera potvrdila nizkou stabilitu EGCG v tenkém stfevé a navrhla jeho
suplementaci prostfednictvim nanocastic ke zlepsSeni biologické dostupnosti. Je
obecné znamo, Ze biologickd dostupnost polyfenolli a dalSich biologicky
aktivnich sloucenin je velmi dalezita. Vzhledem k jejich biologickému vyznamu
maji interakce latek s polyfenoly v potravinové matrici velmi slozitou povahu.
Béhem traveni mnoho biochemickych (pfitomnost enzymi, elektrolyti) a
fyzikalné-chemickych (pH, teplota) faktori ovliviiuje jejich uvoliiovani z
potravinové matrice (Seczyk et al., 2021). Biologicka dostupnost katechinli ze
zeleného cCaje byla pozitivné ovlivnéna piidanim [-laktoglobulinu mléka
z divodu snizeni interakce protein-katechin (Qie et al., 2021). Pro pfipravu
zeleného Caje je pouzivano louhovani horkou (70-80 °C) a studenou vodou (25
°C). Rozhodujici vyznam na uvoliiovani polyfenol z matrice ¢ajovych listi ma
nejen teplota a mnoZstvi vody, ale také mnozZstvi ¢aje samotného. Kromé toho
existuji dalsi faktory, ktere je tfeba vzit v tivahu, jako je doba louhovani, velikost
castic atd. Kromé toho je fytochemické sloZeni Caje ovlivnéno podminkami
kultivace, jako jsou zemédé€lské postupy, umisténi, kultivar, Zivotni cyklus
Cajovych listkt, trvanlivost pfi skladovani atd. (Venditti et al., 2010; Farooq a
Seghal, 2018).

Zelené Caje byly rozsahle studovany na obsah flavonoidi, fenolickych kyselin
a antioxidacni aktivitu (Venditti et al., 2010; Jakubczyk et al., 2020; Fu et al.,
2020), ale existuje jen malo tidajui o nestravené ¢asti Caje matcha. Podle této studie
se potvrdilo, Ze jak n€které flavonoidy, tak fenolické kyseliny stale zlstaly v
nestravené ¢asti ¢aje matcha a mohly by tak prechazet az do tlustého stieva.

4.4.3 Vliv stravitelnosti na uvoliiovani xantinovych alkaloidi a L-theaninu

Koncentrace kofeinu, theobrominu, theofylinu a L-theaninu v nativnich a
nestravenych ¢astech ¢aji matcha jsou uvedeny v Tab. 27. Kofein byl pfitomen v
nejvyssi koncentraci, a to v rozmezi od 14,1 do 16,1 mg.g?, zatimco theofylin
vykazoval nejniz§i koncentraci (v rozmezi 8,06-19,4 pg.gl). Koncentrace
kofeinu vyluhované do ledovych matcha ¢ajt byly vyznamné ovlivnény teplotou
vody. Vysoké teploty louhovani davaji vyssi vytéznost kofeinu. Velmi dalezitym
faktorem je také stafi zelenych listli, protoze mladé¢ listy obsahuji vyssi obsah
kofeinu ve srovnani se starymi listy (Reto et al., 2007; Song et al., 2012; Venditti
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et al.,, 2010). L-theanin, identifikovany jako hlavni volna neesencialni
aminokyselina v zeleném ¢aji, se podili na chuti umami zelenych ¢aja (Das et al.,
2019). Pokud jde o vzorky nativniho ¢aje matcha, obsah L-theaninu se pohyboval
mezi 4,22-9,85 mg.g* a pomér kofein/L-theanin byl mezi 1,63-3,43. Vyssi
hodnotu L-theaninu ve vzorku japonského bio &aje (9,85 mg.g?t) lze piicist
technologii zastinovani, ktera umoznila syntézu vysokého mnozstvi L-theaninu i
kofeinu (Jakubczyk et al., 2020; Sano et al., 2018; Adhikary a Mahdal, 2017).
Prestoze interakce mezi kofeinem a L-theaninem neni zatim blize definovana, lze
konstatovat, ze vzorky s niz§im pomérem kofein/L-theanin maji méné vyrazny
stimulacni ucinek (Boros et al., 2016). Vysoky obsah L-theaninu a kofeinu a nizky
obsah katechinu maji za nasledek prohloubeni umami chuti ¢aje (Jakubczyk et al.,
2020). Friedman et al. (2005) zaznamenali koncentrace theobrominu v listech
zeleného ¢aje v rozmezi 0,04-1,90 mg.g*, pokud byly listy vyluhovany horkou
vodou 95 °C po dobu 10 minut. Hladiny theobrominu naméfené v této studii byly
srovnateln€ s uvedenym vyzkumem, i kdyz zde byla technika luhovani za studena.
Krom¢ toho Friedman et al. (2005) publikovali, ze primérny obsah theobrominu
byl ptiblizné na 1/10 obsahu kofeinu, coz nebylo v této studii potvrzeno. Podobné
Azevedo et al. (2019) naméfili obsah theobrominu v zeleném c¢aji mezi 3,95-8,39
mg.g?, kdyz byly listy extrahovany pii 80 °C po dobu 3 minut. Existuji omezené
udaje tykajici se extrakce theobrominu za studena. Variabilita hladin kofeinu mezi
vzorky byla vyznamné mens$i nez u hladin theofylinu (8,06-19,4 pg.g?).
Theofylin, ktery je ve stopovém mnozstvi obsazen v Cajich, ma podobny
fyziologicky ucinek jako kofein (De Paula Lima a Farah, 2019). Extrémn¢ vysoké
mnozstvi theofylinu (az 1,99 mg.g?) bylo detekovano v zeleném ¢aji Sullulah
pochazejiciho z Indie (Sharma et al., 2005).

Vysledky ukazaly, Ze v nestravenych cCastech vzorkli Caje matcha byla
detekovana nizka mnozstvi kofeinu a stopova koncentrace L-theaninu. Nejvyssi
retenci v matrici matcha ¢ajovych listd mél kofein, a to 13 %. Theobromin a
theofylin nebyly detekovany v nestravenych ¢astech matcha prasku. Mohly tak
byt zcela uvolnény a absorbovany nasledné travicim traktem, nebo podlehly
degradaci pfi procesu traveni. Vzhledem k omezenym udajim vénovanym
stravitelnosti a biologické dostupnosti alkaloidli z caje matcha je sloZzite
porovnavat vysledky ziskané v této studii.
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Tab. 28 Xantinov¢ alkaloidy a L-theanin stanovené v nativni a nestravené ¢asti ¢aje matcha

Sloudenina Nativni JT Nativni AT Nativni WT  Nestravena Nestravena Nestravena RF
JT AT WT [9%6]
[mg.g]
Kofein 16,14+0,3% 14,1+0,2¢ 15,340,1° 5,26+0,12A 3,66+0,108 4,99+0,15¢ 9-13
L-theanin 9,85+0,102 4,22+0,05°¢ 4,46ﬂ:0,10b 0,15+0,01% 0,09+0,01B ND <1
Theobromin 0,14+0,02°¢ 0,27+0,022 0,23&:0,02b ND ND ND -
[ng.g™]
Theofylin
8,06+0,15°¢ 19,4+0,22 13,0+0,2°¢ ND ND ND —
Pomér kofein/
_ 1,63 3,34 3,34
L-theanin

Vsechny vysledky jsou uvedeny v susiné jako pramér + SD, n=5 (pramér z péti méteni). Vysledky v ramci a fadek s alespon jednim identickym
malym hornim indexem (v pfipad€ nativni matcha) se vyznamné nelisi (p=0,05), znamend v ramci fadku s alesponl jednim identickym hornim
indexem velkym (v pfipadé nestravené ¢asti matcha) do se vyznamné nelisi (p>0,05). JT — Japonsky bio ¢aj, AT — ¢aj Allnature, WT — Wolfberry

¢aj, RF — retenc¢ni faktor. LOQ: L-theanin a theobromin 0,05 ug.g?, theofylin 0,02 pug.g™.
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4.4.4 Stanoveni mineralnich a stopovych prvkii v nestravené ¢asti matcha
caji

Koncentrace prvki v listech odrazi enviromentalni podminky vcetné ristové
taze, sloZeni plidy, hnojeni a postupy zpracovani (Erdemir, 2018; Karak a Bhagat,
2010; Koch et al., 2018; Brzezicha-Cirocka et al., 2016b). Vzhledem k tomu, ze
se konzumuji vSechny casti listii Caje matcha, je tfeba pfi hodnoceni jeho
dietetick¢ho pifijmu vzit v tivahu mnoho faktori, vCetné¢ procest luhovani
minerdlnich a stopovych prvkl, stravitelnosti a biologické dostupnosti
(Kolackova et al., 2020b; Dalipi et al., 2018). Pro hodnoceni obsahu mineralnich
a stopovych prvka v nestravitelnych castech matcha prasku bylo provedeno
stanoveni prvkl pied a po stravitelnosti in vitro. Hodnoty obsahu mineralnich a
stopovych prvkil zjisténé v praSkové forme vzorkli matcha a jejich nestravitelné
¢asti jsou uvedeny v Tab. 28. Koncentrace Na v matcha prasku byly 30,5 pg.g?,
coz bylo mnohem méné nez 123 pg.g* publikované Kochem et al. (2018) a 160
ug/g predlozeny Yiiksel et al. (2017). Obsah K (9,38-9,71 mg.g!) v matcha je
vy$3i nez hodnota Mg (2,68 mg.gt), zatimco hodnota Mg je vyssi nez Mn (1,96—
1,55 mg.g?). Vysledky vyzkumu ukazuji, Ze obsah K v matcha miize dosdhnout
10,7 mg.g* (Koch et al., 2018). U zelenych ¢ajii byly zaznamenany koncentrace
Mn az 1,4 mg.g? (Szymczycha-Madeja et al., 2015), coZ je v souladu s na$i studii
(1,16-1,55 mg.g?). Tato studie ukazuje vysoké obsahy Mg, coz je v souladu s
vysledky publikovanymi Koch et al. (2018) a Erdemir (2018). Potencialné toxické
prvky, jako je Pb, Cd a Hg, pochazejici ze znecisténi zivotniho prostiedi, se
mohou hromadit v listech a dale pokracovat do lidského organismu. Cd je
povazovano za nefrotoxin a Pb je Skodlivé pro nervovy systém (Dalipi et al.,
2018). Je tfeba zdiraznit, Zze koncentrace Cd a Pb byly pod jejich LOQ.
Literarnitdaje o hodnotach Hg v matcha jsou omezené. Kabata-Pendias (2010)
nicmén¢ identifikoval rozsah koncentrace Hg v cajovych listech od 34,0—-46,0

ng.g.

95



Tab. 29 Stanoveni mineralnich a stopovych prvki pted stravenim a v nestravené ¢asti matcha ¢aju

Prvky Japan bio Allnature Wolfberry Prvky v Japan bio Allnature Wolfberry RF [%0]
v matcha tea nestravené tea

¢ajich ¢asti matcha

Na [pg.g™] 20,0£0,1°  30,1+0,2° 30,5+0,2° Na (ng.g?) 5,010,042 6,63+0,05" 6,40+0,03° 8-9
Mg [mg.gY] 2,68+0,08%  2,21+0,05° 1,96+0,04°¢ Mg (mg.g™Y) 0,50+0,032 0,41+0,03° 0,84+0,02° 6-17
K [mg.g] 9,71+0,20*°  9,63+0,10° 9,38+0,12° K (mg.g?) 1,02+0,052 0,96+0,052 0,88+0,04° 34
Ca[ug.gl 760 £20°  680+12° 615+10° Ca (pg.g?) 87,2+1,22 80,3+1,0° 85,2+1,22 4-5
Fe [ug.g'] 70,0£1,08  220+5° 165+5° Fe (pg.g?) 35,4+1,5° 120+5° 90,1+2,0° 17-21
Mn [mg.g] 1,16£0,01*  1,55+0,03° 1,50+0,10° Mn (ng.g?) 200202 220+10° 205+102 5-6
Zn [pg.g'] 30,0+£0,18  40,5+0,2° 30,4+0,2° Zn (ug.g?) 17,4+0,32 20,0+0,3" 18,9+0,4° 17-24
Se [ug.g'] 3,33+0,10*  3,37+0,10 3,320,107 Se (ug.g™h) 2,57£0,10? 2,70+0,04° 2,61£0,10? 26-31
Cd [pg.g?] <1,00 <1,00 <1,00 Cd (ng.gt) <1,00 <1,00 <1,00 -

Pb [ng.g?] <1,00 <1,00 <1,00 Pb (ng.g?) <1,00 <1,00 <1,00 -

Hg [ug.g] 240+1,10°  310+20° 410+30° Hg (pg.g?) 36,1+0,3? 38,4+1,0 40,8+1,0° 3-5

Vysledky jsou uvedeny V susin€ jako primer + SD, n=6 (priamér ze Sesti mefeni). Vysledky na fadku s alespon jednim identickym hornim indexem
se nelisi vyznamné (p=>0,05), zatimco priméry s riznymi hornimi indexy vykazuji vyznamny rozdil (p<0,05). LOQ: Cd a Pb 1,00 ng/g. RF-

Retencni faktor.
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Je obecné zndmo, ze biologicka dostupnost prvkl hraje dulezitou roli (Dalipi
et al., 2018). ProtoZe matcha nalev obsahuje vSechny casti listl, je dulezité hlidat
vyluhovani jednotlivych prvki nejen do nalevu, ale i jejich obsah v listech a
nestraveném podilu. Udaje o mnozstvi mineralnich a stopovych prvka v
nestravitelnych castech matchi jsou rovnéz omezené. Tento vyzkum ukazal, ze
koncentrace prvki v nestravitelnych ¢astech matchi klesaly v nasledujicim
potadi: K > Mg > Mn > Fe > Ca > Zn > Na > Se > Hg. Je dillezité vzit v uvahu,
ze zbytkové obsahy jednotlivych prvki v nestravitelnych ¢astech matchi zavisi na
schopnosti vyluhovani a traveni lidskym traktem a také na jejich piivodnich
koncentracich v praSkové formé pted stravitelnosti. Rozdily ve vyslednych
obsazich mineralnich a stopovych prvki siln€ odrazeji geograficky ptivod vzorkt
¢aje a podminky jejich péstovani (Brzezicha-Cirocka et al., 2016).

4.4.5 Vysledky méreni antioxidacni aktivity

Vliv stravitelnosti in vitro na hodnoty antioxidacni aktivity je uveden v Tab.
29. Infuze ¢aje matcha ptipraveného studenou cestou maji vyznamny antioxida¢ni
potencial. Nejvyssi hodnoty AOA byly naméfeny jak pro nativni, tak pro
nestravitelnou ¢ast u vzorku ¢aje Wolfberry, a to pfi zhaseni radikalt ABTS i
DPPH. Pokud jde o metodu stanoveni AOA pomoci PCL, hodnoty ACW ve vodé
rozpustnych antioxidantti byly mezi 194-209 a 1,10-1,33 mg AAE.g™ pro nativni
a nestravitelné casti matcha. Podobné se hodnoty ACL pohybovaly v rozmezi
162-179 a 6,25-7,12 mg TE.g*. Pro vyhodnoceni antioxida¢ni kapacity jako
parametru IAC (integral antioxidant capacity) byla méfena aktivita ve vodé
rozpustnych sloucenin (ACW) také v ekvivalentech troloxu. Vysledky ukazaly,
ze ve vodé¢ rozpustné antioxidanty ¢aje matcha (ACW) vykazuji vy$si hodnoty
antioxidacni aktivity v ptipad€ nativnich vzorki matcha. Co se ty€e nestraveného
zbytku ¢ajovych listt, vyssi hodnoty antioxida¢ni aktivity vykazovala frakce ACL
antioxidanti (antioxidantd lipofilnich). Celkové hodnoty TAC nativniho caje
matcha dosahly 467 mg TE.g™, v piipad& nestravitelné ¢asti 12,7 mg TE.gL. Tyto
vysledky potvrdily, Ze biologicky aktivni latky zlstaly jeSt¢ vazany
V nestraveném podilu listi a mohou tak vykazovat jesté zbytkovou hodnotu
antioxidacni aktivity. Pfi vyhodnoceni vSech metod stanovujicich antioxidaéni
aktivitu byly po simulaci procesu traveni in vitro jesté vazany antioxidanty, se
zbytkovou 4% antioxidacni aktivitou oproti nativni form¢ cajového prasku.
Antioxidacni vlastnosti jsou ovlivnény mnoha faktory, jako je doba louhovani,
teplota louhovani a vytéznost béhem extrakce ¢ajovych sloucenin, a nelze je
pfesné¢ popsat pouze jednou metodou. Bylo potvrzeno, ze pouziti nizSich
extrakénich teplot v kombinaci s delSi dobou extrakce mlize zvysSit antioxidacni
aktivitu tim, Ze se chrani specifické fenolické frakce rostlinného materialu
(Jakubczyk et al., 2020; Damiani et al., 2014; Venditti et al., 2010). Vzhledem k
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nedostatku dat poskytujicich informace o ucincich in vitro gastrointestinalniho
traveni na fenolické latky, xantinové alkaloidy, L-theanin a antioxida¢ni aktivitu
vzorkil ¢aje matcha je obtizné porovnavat ziskané hodnoty s jiz publikovanymi
studiemi. Protoze antioxidanty jsou rozpustné bud’ ve vodé nebo v tucich, vyzkum
v potravindiském primyslu zaznamenal rostouci zajem o test antioxidacni
aktivity pomoci PCL. Vysledky ziskané z PCL navic mohou byt vyjadieny jako
IAC parametr, coz ptedstavuje souhrn antioxidac¢nich kapacit hydrofilnich a
lipofilnich antioxidantii. Nékteré z nich totiz maji sviij vlastni biologicky tc¢inek
bud’ v hydrofilnich nebo lipofilnich télesnych kompartmentech télnich bunék ¢i
organu (Besco et al., 2007). Obecné plati, ze vyssi hodnoty ACW v ovoci a €ajich
jsou obvykle pfipisovany vysokému obsahu kyseliny askorbové, katechini a
dalsich flavonoidii a aminokyselin, zatimco tokoferoly, tokotrienoly, karotenoidy
jsou hlavnimi ptispévateli k hodnoté¢ ACL. Vzhledem k tomu, ze v ¢ajich matcha
byl naméfen nejen vysSsi obsah polyfenolovych kyselin a flavonoidi, ale také
vitaminu C a chlorofylu (Kolackova et al., 2020a), I1ze predpokladat, ze i tyto
biologicky aktivni latky ptispivaji k hodnotdam ACW a ACL.
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Tab. 30 Hodnoty antioxidacni aktivity (AOA) stanovené v nativni a nestravené ¢asti ¢aji matcha

Antioxidaéni Nativni JT  Nativni AT Nativni WT Nestraveny JT  Nestraveny AT  Nestraveny WT RF [%0]
aktivita

10,5+0,24 3,82+0,158 13,4+0,3¢ 1-2
ABTS [mg TE.g!] 187+10%  249+5P 305+12¢

-94% -98% -96%

7,00+0,20% 3,14+0,058 8,89+0,20 ¢ 1-2
DPPH [mg TE.g?] 121+42 134+5° 176£10¢

-94% -98% -95%

1,26+0,034 1,10+0,018 1,33+0,03 ¢ 0,2
ACW [mg AAE.g?1]  202+72 194+6° 209+7¢

-99% -99% -99%

5,55+0,15% 4,97+0,128 5,670,144 1
ACW [mg TE.g}] 288492 276+7° 2934102

-98% -98% -98%

7,12+0,204 6,47+0,208 6,25+0,30°¢ 1
ACL [mg TE.g?] 179+£52 162+7° 169+6°

-96% -96% -96%

12,7j:0,3A 1 1,4i0,25 11,94+0,3 ¢ 1
IAC [mg TE.g"Y] 467+10°  438+10° 462412¢

-97% -97% -97%

Vsechny vysledky jsou uvedeny jako pruméry v susin€ £ SD, n=5 (prumér z péti méfeni). Priméry v ramci fadku s alespoii jednim shodnym malym
hornim indexem (v pfipad€ nativni matchi) se vyznamné nelisi (p>0,05), priméry v fadku s alespon jednim shodnym velkym hornim indexem (v

ptipadé€ nestravené ¢asti matcha) se nelisi se vyznamné 1isi (p>0,05). Pokles hodnot antioxidacni aktivity po zpracovani gastrointestinalnim traktem
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je uveden v procentech (ptiklad vypoctu: 100-((10,5/187) x 100)). JT — japonsky bio ¢aj, AT — ¢aj Allnature, WT — ¢aj Wolfberry, ABTS —
antioxida¢ni aktivita méfena pomoci radikalu 2,2 -azinobis(3-ethylbenzo-thiazolin-6-sulfonové kyseliny), DPPH — antioxida¢ni aktivita méfena
pomoci 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylovy radikal, ACW — antioxida¢ni kapacita ve vodé rozpustnych slouc¢enin, ACL — antioxida¢ni kapacita

sloucenin rozpustnych v tucich, TE — ekvivalent Trolox, AAE — ekvivalent kyseliny askorbové, IAC — integralni antioxida¢ni kapacita, RF—
Retenéni faktor.
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Vsechny testy antioxida¢ni aktivity pouZzité v této studii vyuzivaji sviij vlastni
mechanismus chemické reakce (Besco et al., 2007). Je znamo, Ze fenolické latky,
zejména katechiny v zelenych cCajich, maji antioxidacni vlastnosti (Reto et al.,
2007; Jakubczyk et al., 2020; Kim et al., 2020; Esposto et al., 2021). Existuje v§ak
malo informaci o pfispévku jednotlivych fenolickych latek k jejich celkové
antioxidacni aktivité v nestravené ¢asti ¢aje matcha po metod¢ traveni simulované
in vitro. Kazda fenolicka sloucenina vykonava odlisnou aktivitu v zavislosti na
poctu aromatickych a hydroxylovych skupin a jejich distribuci v jejich
molekulach a je ovlivnéna chemickou formou, na kterou jsou véazany. Typ
interakce velmi zavisi na modelovém systému a podminkach analyzy (napf. in
vivo nebo in vitro stépeni, biologické dostupnosti, teplote, typu extraktu). Urcité
polyfenoly v testovanych potravinovych matricich by mohly byt spotfebovany
jako glykosidy a sou¢asné mohou byt pfitomny dalsi faktory, jako je enzymova
aktivita, travici faktory a dal$i potraviny, které zaroven ovliviuji interakce.
(Kolackova et al., 2020a; Heo et al., 2007; Reber et al., 2011). Pokud jde o0 metody
se zhaSenim radikdli ABTS a DPPH zd4a se, Ze hlavnimi pfispévateli k
antioxidacni aktivit¢ v nativni formé caje matcha jsou kyseliny 4-
hydroxybenzoova > kavova > sinapova > 0-kumarova > gallova > katechin >
epigallokatechin-3-gallat > rutin a kyselina syringova. Pokud jde o nestravenou
¢ast vzorkli matcha, mezi hlavni piispévatele k antioxidacni aktivité se fadi
kyseliny sinapova > skoficova > ethylester kyseliny protokatechinové >
neochlorogenova > epigallokatechin-3-gallat > 4-hydroxybenzoova > kavova >
epigallokatechin > katechin a kyselina syringova. Tyto vysledky lze porovnat
s nasi predchozi studii Kolac¢kové et al. (2020a) uvadeéjici kyseliny ellagovou,
protokatechinovou, chlorogenovou a p-hydroxybenzoovou jako hlavni
ptispévatele k hodnotdm antioxidacni aktivity ve vzorcich nativniho ¢aje matcha.
Pokud jde o antioxidanty rozpustné ve vodé (ACW) U nativnich vzorkt, hlavnimi
ptispévateli k hodnotdm antioxida¢ni aktivity jsou kyseliny gallova, syringova a
skoficova, epigallokatechin, sinapova, kavova, 4-hydroxybenzoova a
neochlorogenova. Epigallokatechin, neochlorogenova, ellagova, skoficova,
vanilova, syringova, epigallokatechin-3-gallat a kvercetin se zdaji byt silnymi
antioxidanty v lipofilni frakci (ACL) nativnich vzorkli. Z hlediska nestrdvené
casti Cajovych listll se na hodnotach ACW podileji predevsim kyseliny skoficova
a neochlorogenova, epigallokatechin-3-gallat, epigallokatechin, ethylester
kyseliny protokatechinové a kyseliny syringova a 4-hydroxybenzoova. Podobné
co se tyCe hydrofobnich antioxidantii (ACL) V nestravenych ¢astech listi matcha
Caje, potadi vyznamnych poskytovatelli antioxidacni aktivity je nasledujici:
epikatechin > kvercetin > kyseliny ellagova > vanilova > syringova >
epigallokatechin > epigallokatechin-3-gallat. Prestoze teoretické korelace
naznacuji pfitomnost polyfenolickych latek, které by mohly pfispivat k hodnotdm
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antioxidacni aktivity nestravenych cajovych listki, musime vzit v tuvahu, ze
hodnota zbytkové antioxida¢ni aktivity nestravené ¢asti je velmi nizka (Tab. 29).

4.4.6 Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM)

SEM snimky nativniho ¢ajového prasku matcha (prvni fada shora), vodniho
extraktu pti 37 °C (druha fada shora), vodniho extraktu pii 70 °C (tieti fada shora)
a ¢aje matcha po in vitro traveni (¢tvrty fadek shora) ziskané pti urovnich zvétSeni
1500x (prvni sloupec), 3500x (druhy sloupec) a 10000x (tfeti sloupec) jsou
znazornény na Obr. 4. Vzhledem k tomu, ze nebyla pozorovana zadna vyznamna
degradace (¢i zmény ve struktufe povrchu listll) u nativniho prasku matcha a
prasku po extrakci vodou pii 37 °C, byl pfipraven i prasek, ktery se predtim
vyextrahoval pfi teploté 70 °C. Podobné rozkladné procesy vedouci ke vzniku
specifickych struktur oznacenych Cervenymi Sipkami byly tak pozorovany jen u
prasku po extrakci vodou pii 70 °C a po procesu traveni in vitro. (Obr. 4). Pomoci
SEM tak lze pozorovat povrch ¢aje matcha a nasledné i tfeba vliv velikosti ¢astic
na extrak¢éni procesy nebo in vitro traveni. Vyzkum tykajici se vlivu velikosti
Castic Caje matcha na stravitelnost a biologickou dostupnost polyfenolovych
sloucenin je nedostate¢ny. Shu et al. (2019) vsak uvedl, ze velikosti ¢astic listi
zeleného Caje (hodnoty D50 byly 564, 75 a 35 pm) vyznamné ovlivnily hodnoty
biologické dostupnosti polyfenolovych sloucenin (zejména katechinového
flavonoidu) po simulaci in vitro traveni. Biodostupnost polyfenolovych slouc¢enin
se vyrazn¢ zvysila se snizenim velikosti castic. Tento jev byl dan do spojitosti
s vyssi degradaci (rozruSenim) celuléozy a hemiceluléz béhem procesu mleti.
Podobné ptedpoklady by mohly byt u€inény pro vzorky c¢aje matcha v dal§im
vyzkumu (Kolackova et al., 2022).

Nativni matcha caj
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Extrakce ve vodé 37 °C

Extrakce ve vodé 70 °C

Po stravitelnosti in vitro

Obr. 4. SEM snimky nativniho ¢ajového prasku matcha (prvni fada shora),
vodného extraktu pii 37 °C (druha fada shora), vodného extraktu pii 70 °C (tieti
fada shora) a Caje matcha po in vitro digesci (¢tvrty tadek shora) ziskané pfi
urovnich zvétSeni 1500x (prvni sloupec), 3500x (druhy sloupec) a 10000x (treti
sloupec)
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5 PRINOS PRO VEDU A PRAXI

Matcha ¢aj je unikatni v konzumaci celych casti ¢ajovych listkii spole¢né s
nalevem. Pro svou unikatnost konzumace je prace zameétena na analyzu nutri¢nich
a biologicky aktivnich latek, a to nejen v samotném prasku — nativni form¢ matcha
Caje, ale jejich stanoveni probihalo i ve vodném vyluhu. Dale byly vyuzity tii
odlisné metody vyroby ledovych matcha ¢aji, u kterych taktéz probihaly analyzy.

Dale byla matcha analyzovana pied a po straveni in vitro.

Ptinosy disertacni prace pro védu a praxi:
- validace metod pro stanoveni L-theaninu, theobrominu a theofylinu na HPLC,
- validace stanoveni vitaminu C V matrici matcha ¢aje na HPLC,

- nastaveni podminek pro mikrovinny rozklad matcha ¢aji pro nasledné

stanoveni mineralnich a stopovych prvkii pomoci ICP-MS,

- diky této studii byly sepsany bakalaiské a diplomové prace na téma matcha
caju,

- nové poznatky a data dosud neuvéiejnénych analyz v matcha ¢ajich zejména

uvoliovani analytd po stravitelnosti byly publikovany v ¢asopisech s vysokou

hodnotou impakt faktoru

- aplikace stanoveni faktori retence po simulaci procesu traveni v podminkach

in vitro pro dalsi potravinové matrice v ramci analyz na UACHP (UTB ve Zling)

- spoluprace s firmou Oxalis, spol. s r. o. a ziskani vzorki pro diserta¢ni praci.
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6 ZAVER

Diserta¢ni prace se zabyva vyrobou matcha Caje a charakteristikou jeho
obsazenych nutri¢nich a biologicky aktivnich latek. Samotna analyza probihala
ve Ctyfech oddélenych experimentalnich ¢astech, kdy byl analyzovan praSek
matcha Caje, pfipravené vyluhy matcha ¢aje, ledové matcha Caje a byl analyzovan
i nestraveny podil po simulaci traveni v podminkach in vitro. Ve vzorcich matcha
¢aju bylo stanovovano zakladni nutri¢ni sloZeni, hruba a neutralné-detergentni
vlaknina, stravitelnost in vitro, vitamin C, obsah vybranych alkaloidi jako
kofeinu, theofylinu a theobrominu, obsah chlorofyld a a b, stanoveni mineralnich
a stopovych prvkd, volnych a vazanych aminokyselin. Dale byly stanoveny
celkové flavonoidy, polyfenoly a polyfenolicky profil, hodnoty antioxida¢nich
aktivit. Soucasti prace byla teoreticka evaluace piispévki konzumace matcha Caje
k referencnim hodnotdm pfijmu pro esencialni aminokyseliny a minerealni a
stopové prvky. Nové byla aplikovana simulace procesu traveni v zaludku a
tenkém stfevu v podminkach in vitro, kdy byl evaluaovan tzv. retencni faktor
predstavujici mnozstvi analytu, ktery ziistava stale navazan v nestraveném podilu

vzorku.

Obsah popele, reprezentujici obsah mineralnich latek, se u matcha caji
pohyboval v rozmezi 4,58 az 8,32 %. Matcha Caje, ve srovnani s listy klasickych
zelenych c¢ajl, obsahuji vysoké koncentrace bilkovin, a to az 35 %. Praskova
forma matcha ¢aje je bohata na podil lipidi, ktery mtize piesahovat i 5 %, cozZ je
nutno zohlednit pfi samotném baleni a skladovdni z diivodu potencialniho
Zluknuti (hlavné oxidacniho). Co se tykd obsahu hrubé a neutrdlné-detergentni
vlakniny, tyto se pohybovaly v rozmezi od 10,7 do 17,5 % a od 30,7 do 42,8 % v
daném potadi. Hodnoty stravitelnosti organické hmoty vzorku byly naméteny
v rozsahu od 59,4 do 71,3 %. V porovnani s klasicky péstovanymi listy zeleného

¢aje ma matcha Caj vyss§i obsah chlorofylu a i b, a obsahuje témét dvakrat vyssi
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hladinu vitaminu C. Dle vysledkti méfeni se jevi, ze chlorofyl b je silnéjSim
prispévatelem k antioxida¢ni aktivité nez chlorofyl a. Diky technice zastinovani
maji matcha ¢aje i vy33i obsah kofeinu (az 34,1 mg.g™). Caj matcha je bohaty na
prvky Mg, P, K, Ca, Fe, Zn, Mn a Cu. Konzumace 5 g matcha ¢aje denné pro
vékovou kategorii Zen a muzt ve vélu 31-50 let prispiva k hodnotam RDA nebo
Al v nasledujcicim potadi: Mn (15a 19 %) > Cu > Fe >Mga Mn >Cu > Zn >
Mg (do 3 %). Z hlediska piispévku konzumace matcha ¢aje k prozatimnim
hodnotam ptijmu toxickych prvkia (PTWI a PTMI) pro vdhovou kategorii Zena 65
kg a muz 80 kg bylo zjiSténo, Ze ¢aj matcha nepredstavuje zadne¢ zdravotni riziko.
L-theanin nasledovany Glu, GABA, Thr a Met byly nejhojnéji zastoupenymi
volnymi aminokyselinami, mezi nejvice zastoupené vazané aminokyseliny
matcha Caje se fadi Glu, Asp, Leu, Lys, Arg, a Val. Jako limitujici aminokyseliny
byly vyhodnoceny Ile a Thr, aminokyselinové skore proteinu matchi dosahuje
38,4 % a index esencialnich aminokyselin 5,4 %. Hodnota aminokyselinového

skore matchi se blizi slune¢nicovému proteinu (39 %).

Z divodu simulace procesu traveni byly mimo vodné extrakty pro stanoveni
polyfenoli analyzovany 1 metanolické extrakty, u kterych byly naméteny vyssi
obsahy celkovych polyfenold (169-273 mg GAE.g?) i flavonoidd (99-139 mg
RE.g?1), které korespondovaly s vy$§imi hodnotami antioxidacnich aktivit
méfenim s pomoci zhdseni radikali ABTS a DPPH. Mezi nejhojné&ji zastoupené
polyfenolické kyseliny matcha caji se fadi kyseliny chlorogenova, sinapova,
ellagova a gallova, ptficemz tadov€é daleko vysSSich koncentraci dosahuji

katechiny.

Pro simulaci cold brewing techniky byly zvoleny tf1 metody ptipravy ledovych
Caji. V navaznosti na stanoveni vyluhovatelnosti kofeinu, theofylinu,
theobrominu a L-theaninu pfi cold brewing technice byly nejlépe vyhodnoceny
metody piipravy pii extrakci 12 h v lednici a pfi teploté 70 °C po dobu 5 minut

s pfidavkem ledu. V ptipad¢ celkovych polyfenoli a polyfenolického profilu,
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byla jako nejlepsi extrak¢ni technika vyhodnocena teplota extrakce 70 °C po dobu
5 minut snaslednym pridavkem ledu. Vysledky stanoveni jsou v Korelaci
s hodnotami antioxidacnich aktivit. Analyzované ledové matcha ¢aje jsou bohaté

na prvky Mg, K a Mn, pficemz nejlépe byly vyluhovatelné prvky Se, Zn a Fe.

Analyzou nestraveného podilu vzorku po simulaci procesu traveni
vV podminkéch in vitro spole¢né¢ s provedenou analyzou stravitelnosti a také
analyzou nativni formy vzorku matcha ¢aje byly evaluovany reten¢ni faktory pro
jednotlivé analyty polyfenolickych latek a alkaloidd. Kyseliny ferulova, ellagova
a kavova byly nejvice zadrzovany v matrici ¢ajovych listt s hodnotami retence
84, 80 a 76 %, naopak Kkyseliny protokatechinova, 4-hydroxybenzoova,
nechlorogenova a ethylester protokatechinové Kyseliny jsou velmi dobie
uvolnény v pribéhhu traveni. Nestraveny podil matcha listli po procesu traveni
ma jiz velmi nizkou hodnotu antioxidac¢ni aktivity, a to pouze do 6 %. Z alkaloidi
zlstal po procesu simulace traveni v nestraveném podilu vazan prakticky pouze
kofein, a to z9-13 %. Vysledky méfeni ukazuji, ze nestraveny podil (ktery
pfechazi dale do tlustého stfeva) po simulaci traveni v Zaludku a tenkém stfevu
obsahuje jeSté stale vazané polyfenolickeé latky a nese si i nizkou hodnotu

antioxidac¢ni aktivity.

7 dosazenych vysledki 1ze shrnout, Ze matcha ¢aje maji vysokou antioxidaéni
aktivitu a jsou zdrojem chlorofylu, polyfenolti zejména z fady katechinti, kofeinu,
L-theaninu, mineralnich a stopovych prvki, maji vysoky obsah bilkovin. Matcha
Caj lze doporucit ke konzumaci ve formé napoje, jak teplého, tak i ve formé
ledovych caji. V dneSni dobé se matcha Caje pouzivaji také jako ochucucjici

surovinové slozky do mnoha potravin a jeji vyuziti v gastronomii je na vzestupu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AAA

AAE

AAS

AAS
ABTS
ACL

ACW

Al
AMK
AOA
BAL

CF
DAD
DMD
DPPH
EAAI

EC
ECG
EDTA

EGC

Automatic Amino Acid Analyzer (Automaticky analyzator
aminokyselin)

Ascorbic Acid Equivalents (Ekvivalenty kyseliny L-
askorbové)

Atomic Absorption Spectrometry (Atomova absorpéni
spektrometrie)

Amino Acid Score (Aminokyselinové skore)
2,2"-azinobis (3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonat)

Antioxidative Capacity of the Lipid (Antioxida¢ni aktivita
V tucich rozpustnych antioxidantt)

Antioxidative Capacity of the Water (Antioxida¢ni aktivita ve
vod¢ rozpustnych antioxidanti)

Adequate Intake (Adekvatni piijem)

Aminokyselina

Antioxidacni aktivita

Biologicky aktivni latky

Catechin (Katechin)

Crude Fiber (Hruba vlaknina)

Diode Array Detector (Detektor diodového pole)
Dry-matter digestibility (stravitelnost susiny vzorku)
1,1-difenyl-2-((2,4,6- trinitrofenyl)hydrazyl)

Essential Amino Acid Index (Index esencidlnich
aminokyselin)

Epikatechin
Epikatechin-3-gallat

Ethylenediaminetetraacetic Acid (kyselina
ethylendiamintetraoctova)

Epigallokatechin,
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EGCG
GABA
GAE
HPLC- UV

HPLC

IEC

LAA
NDF
OMD

PCL
PTMI

PTWI

RDA

RE
SEM

TE
TFAA

TFC
TPC

Epigallokatechin-3-gallat,
v-Aminobutyric acid (Kyselina y-aminomaselna)
Gallic Acid Equivalent (ekvivalent kyseliny gallové)

High-Performance Liquid Chromatography (Vysokoucinna
kapalinova chromatografie) s UV detekci

High-Performance Liquid Chromatography (Vysokoucinna
kapalinova chromatografie)

lon-Exchange Chromatography (Iontoménicova
chromatografie)

Limiting Amino Acid (Limitujici aminokyselina)
Neutral-Detergent Fiber (Neutralné-detergentni vlaknina)

Organic-Matter Digestibility (stravitelnost organické hmoty
vzorku)

Fotochemiluminiscen¢ni metoda

Provisional Tolerable Monthly Intake (Prozatimni tolerovany
meésicni piijem)

Provisional Tolerable Weekly Intake (Prozatimni tolerovany
tydenni prijem)

Recommended Dietary Allowance (Referencni hodnota
ptijmu)

Rutin ekvivalent

Scanning Electron Microscope (Skenovaci elektronova
mikroskopie)

Trolox

Total Free Amino Acid (obsah celkovych volnych
aminokyselin)

Total Flavonoid Content (Celkovy obsah flavonoidi)
Total Phenolic Content (Celkovy obsah polyfenolii)
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PRILOHY
PRILOHA PI: KALIBRACE PRO STANOVENI ANTIOXIDACNI
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PRILOHA P II: VYSLEDNE HODNOTY CERTIFIKOVANYCH
MATERIALU MERENYCH POMOCI ICP-MS

Referenc¢ni material Prvky Analyzované Referen¢ni Vytéznost
hodnoty? hodnoty?P [%0]
Metranal ® Zelena fasa AS 40+1 4143 97,6
Ca 1362+20 1380+80 98,7
Cd 0,024+0,003 0,023+0,004 104,3
Co 18,1£1,0 18,0£1,6 100,6
Cu 33,1+£1,1 34,0£1,6 97,4
Fe 287+10 290420 99,0
Hg 0,018+0,020 0,017+0,010 105,9
Mg 1593+25 1580+12 100,8
Mn 42,342,8 43,0+3,4 98,4
Ni 0,82+0,20 0,80+0,10 102,5
Pb 0,22+0,04 0,21+0,01 104,8
Zn 37+2 38+3 97,4
NIST 568b Ryzova mouka Al 4,23 +£0,27 4,21 +0,34 100,5
As 0,289 + 0,021 0,285+ 0,014 101,4
Cd 0,0222 £0,0008 0,0224 +£0,0013 99,1
Co 0,0179 £ 0,0007 0,0177+0,0005 101,1
Cu 2,31+£0,10 2,35+0,16 98,3
Fe 7,28 £0,25 7,42 £ 0,44 98,1
Hg 0,00575 + 0,00591 + 97,3
0,00027 0,00036
K 1245 + 14 1282 + 11 97,1
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Cajové listky (INC-TL-1)

Mg  539+9 559 + 10 96,4
Mn 19,5+ 16 192+ 1,8 101,6
Na  6,61+0,14 6,74+ 0,19 98,1
P 1550 + 35 1530 + 40 101,3
Pb 0,0083 = 0,0040  0,0080 +0,0030 103,8
Se 0,359+0,015  0,365+0,029 984
Sn 0,005+0,002  0,005+0,001  100,0
Zn 1935 +0,16 19,42 + 0,26 99,6
Al 2240+ 15 2290 + 28 97,8
Ca  5805+25 5820 + 52 99,7
K 1650 + 80 1700 + 120 97,1
Mg 2160 +20 2240 + 17 96,4
Mn 1525+ 10 1570 + 11 97,1
Ba  445+12 432+3.9 103,0
Cr 1,85+0,14 1,91 +£0,22 96,9
Cs 3,55+ 0,14 3,61 +0,37 98,3
Cu  202+0,7 204+ 1,5 99,0
Na  23,5+27 247+32 95,1
Ni 6,16+ 0,41 6,12+ 0,52 100,7
Pb 1,75 £0,22 1,78 + 0,24 98,3
Sr 20,5+ 0,9 20,8 £1,7 98,6
Zn 344+ 1,9 34,7427 99,1
As  01101+0,017  0,106+0,021 952
Cd  0,0301+0,0050 0,0302+0,0040 99,7
Ce  0,794+0,057  0,790+0,076  100,5

133



Co  0,390+0,040  0387+0,042 1008
Hg  0,00488 + 0,00492 + 99,2
0,00055 0,00074
Tl 0,0624 +0,0051  0,0628 + 0,0054 99,4
Lisejnik (IAEA-336) As  0,65+0,04 0,63 + 0,08 103,2
Ba  6,140,9 6,4+1,1 95,3
Ce 1,32+0,08 1,28+0,17 103,1
Co  0,31+0,04 0,29 + 0,05 106,8
Cs 0,107+0,015 0,110+0,013 97,2
Cu  3,440,07 3,6+0,5 94,4
Fe 445425 430 + 50 103,5
Hg  0,19+0,02 0,20 + 0,04 95,0
K 1795+120 1840 + 200 97,6
Mn 60,543 63+7 96,0
Na  337+20 320 + 40 105,3
Se 0,23+0,04 0,22 + 0,04 104,5
Sr 8,9+1,0 9,3+ 1,1 95,7
Zn 31,142,4 30,4 + 3,4 102,3

4 Pramér (stfedni hodnota z péti méfeni) + standardni odchylka

b Interval spolehlivosti 95 %
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PRILOHA P 111: JEDNOTLIVE HODNOTY RDA A SLOZENI
STANDARDNIHO PROTEINU PODLE WHO/FAO/UNU (2007)

Aminokyselina Aktualni hodnoty RDA pro Standardni sloZeni
dospélé [mg.kg? za den] bilkovin [g.16 g N]

His 10 -

Ile 20 4,0

Leu 39 7,0

Lys 30 54

Met + Cys 15 3,5

Met 10 -

Cys 4 -

Phe + Tyr 25 6,1

Thr 15 4,0

Trp 4 1,0

Val 26 50

Celkové nezbytné aminokyseliny 184 36,0

RDA — doporucena denni davka.
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PRILOHA P IV: CHROMATOGRAM VITAMINU C A KOFEINU

Ahsorbance mau]

200 1
D——J N

HPLC chromatogram analyzy vitaminu C v ¢aji matcha ,,Whittard” 1 — Vitamin C

(0,88 min, detekce pii vinové délce 254 nm)

HPLC chromatogram analyzy kofeinu v ¢aji matcha ,,Whittard“ 1 — Kofein

(3,98 min, detekce pii vinové délce 280 nm)
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PRILOHA P V: OBRAZEK STANOVENI DENNICH PRiJMU MINERALNICH A STOPOVYCH PRVKU

V MATCHA CAJICH
Daily intake estimations for essential minerals and trace elements in matcha.
Analyte Range Daily intake RDA or AI* (F) RDA or AI* (M) RDA or AI* (F) RDA or AI* (M)
neg/g mg/day mg/day mg/day % %
Mg 1760-2400 8.8-12.0 320 420 3.0-4.0 2.0-3.0
P 3740-4180 18.7-20.9 700 700 2.7-3.0 2.7-3.0
K 2750-4730 13.8-23.7 4700* 4700% 0.3-0.5* 0.3-0.5%
Ca 1650-2650 8.3-13.3 1000 1000 0.8-1.3 0.8-1.3
Na 124-185 0.6-0.9 1500* 1500* < 0.1* < 0.1*
Mn 17.1-68.4 0.09-0.34 1.8* 2.3* 5.0-19.0* 4.0-15.0*
Fe 83.6-115.0 0.42-0.58 18 8 2.3-3.2 5.3-7.3
Cu 6.21-25.3 0.03-0.13 0.9 0.9 3.3-14.0 3.3-14.0
Zn 21.5-73.0 0.11-0.37 8 11 1.0-5.0 1.0-3.0
Cr 0.0021-0.0210 0.00001-0.00010 0.025* 0.035* 0.1-0.4* 0.1-0.3*
Se 0.0078-0.0176 0.00005-0.00009 0.055 0.055 0.1-0.2 0.1-0.2

RDA - Recommended daily allowance is written in ordinary type without an asterisk; AI* — Adequate intake is followed by an asterisk (*), M — male 31-50 years old,
F - female 31-50 years old. A daily serving size of matcha tea was set to 5g.

Intake estimations for toxic elements in matcha.

Analyte Range Daily intake Weekly/Monthly* PTWI, PTMI* PTWI, PTMI* PTWI, PTMI*
Hg/g ng/day intake pg ug/kg (F, 65kg) % (M, 80kg) %

Al 5.42-113.0 27.1-565.0 190-791 2000 0.2-0.6 0.1-0.5

cd 0.0010-0.0015 0.005-0.008 0.15-0.24 25% < 0.1* < 0.1*

Sn 0.0004-0.0015 0.002-0.008 0.014-0.056 14000 < 0.01 < 0.01

Hg 0.0013-0.0026 0.006-0.013 0.042-0.091 4 < 0.03 < 0.02

PTWI - Provisional tolerable weekly intake, PTMI - Provisional tolerable monthly intake is followed by an asterisk (*), F - female, 65kg, M — male, 80 kg. A daily

serving size of matcha tea was set to 5g.

KOLACKOVA, T., SUMCZYNSKI, D., ZALESAKOVA, L., SENKAROVA, L., ORSAVOVA, J., a LANCZOVA, N.
Free and bound amino acids, minerals and trace elements in matcha (Camellia sinensis L.): A nutritional evaluation. Journal
of Food Composition and Analysis. 2020b, 92. ISSN 08891575. Dostupné z: doi:10.1016/j.jfca.2020.103581
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PRILOHA P VI: KONCENTRACE VOLNYCH AMK ANALYZOVANYCH V MATCHA POMOCI IEC

Analyt Mo Cha Fen  Whittard Shao Xing Asagiri Harmony Jeju Don Matcha Royal
[mg.g] Pharma
Asp 0,680,020 0,640,042 0,71£0,05°¢ 0,76+0,05° 0,47+0,04¢ 0,58+0,04¢ 0,50+0,05° 0,310,079
Glu 1,2340,10? 1,00+0,05° 1,45+0,10°" 1,57+0,03¢ 0,74+0,05¢ 0,88+0,07° 0,410,059 0,72+0,05¢
hPro 0.11£0.022¢ 0,130,022 0,08+0,01° 0,07+0,01° 0,11£0,012¢ 0,110,014 0,120,012 0,100,011
Ser 0,320,022 1,03+0,02° 0,330,022 0,55+0,02° 0,41+0,03¢ 0,61£0,05° 1,23+0,10° ND

Gly 0,090,012 0,24+0,02° 0,06+0,01° 0,06+0,01° 0,11£0,01¢ 0,090,012 ND 0,37+0,05¢
His 0,240,022 0,47+0,03° ND ND ND ND ND ND

Arg 0,160,022 ND ND 0,12+0,01° 0,33+0,05° 0,31:£0,04° 1,17+0,10¢ ND

Thr 0,30:£0,052¢ 0,55+0,05° 0,32+0,07%¢ 0,13+0,01° 0,34+0,06° 0,32:+0,04% 0,25+0,03¢ 0,10+0,01°
GABA 0,210,022 0,330,02° 0,46:+0,05° 0,09+0,01¢ 0,19+0,022 0,16+0,01¢ 0,15+0,02¢ 0,17+0,02¢
Ala 0,45+0,07 0,03+0,01° ND 0,18+0,02° 0,08+0,01¢ 0,72+0,06¢ 0,59+0,04 0,110,019
Pro 0,060,012 0,120,01° 0,10+0,01° ND 1,06+0,10¢ ND 0,070,012 1,45+0,07¢
Theanine 5,42+0,207 15,5+0,30P 3,42+0,20° 5,300,207 6,28+0,30¢ 13,8+0,30¢ 18,5+0,20° 10,0+£0,05"
Tyr 0,11£0,012 0,23+0,01° 0,12+0,012 0,06+0,01° 0,12+0,012 0,14+0,01¢ 0,26+0,03¢ ND

Cys 0,080,012 ND ND 0,14+0,01° 0,11£0,01° 0,090,012 0,080,012 ND
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Val 0,08+0,01% 0,24+0,03° 0,14+0,02° 0,04+0,01¢ 0,57+0,05¢ 0,12+0,02° 0,20+0,02f 0,08+0,01%

Met 0,08+0,012 1,93+0,10° 0,72+0,08°¢ 0,59+0,06¢ 0,21+0,02¢ 1,37+0,05° 1,81+0,10° ND

Phe <0,01 ND 0,03+0,01% ND 0,16+0,01° ND ND 1,28+0,10¢
lle 0,09+0,012 0,31+0,03° 0,09+0,017 ND ND ND 0,25+0,04°¢ 0,10+0,017
Lys 0,08+0,012 0,32+0,05° 0,13+0,01°¢ 0,11+0,01¢ 3,92+0,20° 0,32+0,04° 0,37+0,05f 1,10+0,07"
Leu 0,09+0,01% 0,29+0,04° 0,10+0,012 0,09+0,01% 0,14+0,01°¢ 0,18+0,01¢ 0,39+0,05¢ 0,12+0,019
Ornithine 0,09+0,01% 0,24+0,04° 0,17+0,02°¢ ND ND ND 0,40+0,05¢ 0,11+0,029
Trp 0,14+0,02% 0,33+0,04° 0,21£0,04° ND ND 0,21£0,02°¢ 0,31+0,07° ND
Met+Cys 0,16x0,02% 1,93+0,10° 0,72+0,07¢ 0,73+0,08° 0,320,044 1,46+0,10° 1,89+0,10° ND
Phe+Tyr 0,12+0,01? 0,23+0,02° 0,15+0,01° 0,06+0,01¢ 0,28+0,02¢ 0,14+0,01° 0,26+0,03° 1,28+0,10"
EAAs 0,70+0,1? 3,97+0,2° 1,74+0,05¢ 0,96+0,10¢ 5,34+0,20° 2,52+0,20" 3,58+0,109 1,68+0,10°
NEAAs 9,40+0,20? 19,9+0,2° 6,90+0,10° 8,90+0,20¢ 10,1+0,3° 17,5+0,3" 23,5+0,2¢ 14,4+0,1)
TFAASs 10,1+0,22 23,9+0,2° 8,64+0,10° 9,86+0,20? 15,4+0,3¢ 20,0+0,3° 27,1£0,2f 16,1+0,11

Vysledky jsou uvedeny v suché hmotnosti jako primér = SD, n=5 (stfedni hodnota z péti méfeni). Priméry v ramci fadku s alespon jednim
identickym hornim indexem se vyznamné nelisi (p>0,05), zatimco priméry s riznymi hornimi indexy vykazuji vyznamny rozdil (p<0,05). EAA —

esencialni aminokyseliny, NEAA — neesencialni aminokyseliny, TBAA — celkové vazané aminokyseliny.
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PRILOHA P VII: KONCENTRACE VAZANYCH AMK ANALYZOVANYCH V MATCHA POMOCI IEC

Analyt Mo Cha Fen Whittard Shao Xing Asagiri Harmony Jeju Don Matcha  Royal
[mg.g] Pharma
Asp 9,92+0,142 20,6+0,2° 18,8+0,2° 20,540,2° 15,840,2¢ 16,8+0,3¢ 16,0+0,3¢ 14,9+0,29
Thr 4,73+0,032 8,46+0,12° 7,49+0,2°¢ 7,81+0,10¢ 7,20+0,12° 6,94+0,2" 6,76+0,14%" 6,61+0,10"
Ser 5,06+0,042 8,57+0,04° 7,79+0,3°¢ 7,95+0,13° 7,21+0,05¢ 7,01+0,02¢ 6,49+0,12" 6,48+0,12"
Glu 15,440,112 34,4+0,06° 27,2+0,2° 35,8+0,2¢ 23,3+0,1¢ 27,3+0,2° 24,1+0,2f 19,1+0,2"
Pro 5,81+0,052 8,97+0,10° 8,44+0,05¢ 9,08+0,20P 7,31+0,11¢ 7,77+0,10° 7,33+0,10¢ 6,93+0,10"
Gly 5,70+0,042 10,0+0,2° 9,62+0,12°¢ 10,5+0,2¢ 8,77+0,07¢ 9,06+0,12f 8,90+0,11°f 8,07+0,05"
Ala 5,91+0,122 10,6+0,1° 9,77+£0,11¢ 10,8+0,3° 9,18+0,09¢ 9,07+0,07¢ 9,08+0,20¢ 7,96+0,07¢
Val 6,28+0,102 11,340,2° 10,8+0,2°¢ 12,2+0,2¢ 9,55+0,12¢ 10,0+0,1f 10,2+0,1f 8,72+0,10'
lle 4,86+0,042 9,89+0,2° 8,67+0,12°¢ 8,97+0,2¢ 7,35+0,15¢ 7,29+0,10° 7,53+0,03" 6,71+0,10"
Leu 8,98+0,072 15,3+0,2° 14,9+0,3° 16,1+0,3°¢ 13,5+0,24 13,5+0,2¢ 13,9+0,2¢ 13,3+0,24
Tyr 3,87+0,042 6,26+0,20° 5,87+0,16° 6,37+0,11° 5,46+0,11¢ 4,93+0,10¢ 5,78+0,20° 4,73+0,059
Phe 6,010,112 10,2+0,1° 9,59+0,10° 10,5+0,2° 8,82+0,10° 8,84+0,13¢ 9,00+0,12¢ 7,980,041
His 2,72+0,022 5,01+0,10° 4,69+0,15°¢ 5,00+0,20P 4,55+0,10°¢ 4,28+0,08¢ 4,05+0,10¢ 4,00+0,10¢
Lys 7,41+0,032 14,440,1° 14,0+0,2°¢ 14,5+0,2° 11,7+0,3¢ 11,8+0,2¢ 12,140,2¢ 10,240,109
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Arg 6,01£0,10° 14,4+0,2° 13,60,2° 16,1+0,3° 11,2+0,2° 11,5+0,2° 10,7+0,2° 9,94+0,25"
CysH 2,75+0,05° 3,770,02° 3,84+0,12° 4,01+0,04° 3,290,10¢ 3,24+0,05¢ 3,00£0,04° 3,18+0,03¢
MetS 3,28+0,03° 5,490,03 5,20+0,04° 4,99+0,10° 4,32+0,08° 4,33+0,10° 4,33+0,06° 4,15+0,059
Met+Cys 6,03£0,04° 9,26+0,03 9,06+0,10° 9,00£0,06° 7,610,109 7,570,07¢ 7,33+0,05° 7,3340,04°
Phe+Tyr 9,88:0,06° 16,5+0,2° 15,5+0,2° 16,9+0,2¢ 14,3+0,1¢ 13,8+0,1f 14,840,29 12,740, 11
EAAS 41,6+1,07 75,0+1,0° 70,7+1,0° 75,11,0° 62,4+1,0° 62,7+1,0° 63,8+1,0° 57,7+1,0f
NEAASs 63,4+1,0° 123,0+1,0° 109,0+1,0° 126,0+1,0¢ 96,6+1,0° 101,0+1,0° 95,2+1,0° 85,31,0°
TBAAs 105+12 198+1° 180+1¢ 201+1¢ 159+1¢ 1641 159+1¢ 143+1"

Vysledky jsou uvedeny v suché hmotnosti jako primér + SD, n=5 (stfedni hodnota z péti méteni). Priméry v ramci fadku s alespon jednim

identickym hornim indexem se vyznamng nelisi (p>0,05), zatimco priméry s riznymi hornimi indexy vykazuji vyznamny rozdil (p<0,05). EAA —

esencidlni aminokyseliny, NEAA — neesencialni aminokyseliny, TBAA — celkové vdzané aminokyseliny.
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PRILOHA P VIII: OBRAZEK DENNI ODHADY PRiJMU
ESENCIALNICH AMK, HYSTIDINU A CYSTEINU V MATCHA
CAJICH

Daily intake estimations for the essential amino acids, histidin and cystein in

matcha.

Analyte Range (mg/g) Daily intake RDA RDA (%) RDA (%)
(mg/day) (mg/kg) F,65kg M, 80kg

His 2.96-5.48 14.8-27.4 10 2-4 2-3

Ile 4.95-10.20 24.8-51.0 20 2-4 2-3

Leu 9.07-16.20 45.4-81.0 39 2-3 1-3

Lys 7.49-15.62 37.5-78.1 30 2-4 1-3

Met + Cys 6.12-11.57 30.6-57.9 15 3-6 3-5

Met 3.29-7.42 16.5-37.1 10 3-6 2-5

Cys 2.83-4.15 14.2-20.8 4 6-8 4-7

Phe + Tyr 10.00-16.93 50.0-54.7 25 3-5 3-4

Thr 5.03-9.01 252-45.1 15 3-5 2-4

Val 6.36-12.24 31.8-61.2 26 2-4 2-3

RDA - Recommended daily allowance according to WHO/FAO/UN (2007), F -
female, 65 kg, M — male, 80 kg. A daily serving size of matcha tea was set to 5 g.

KOLACKOVA, T., SUMCZYNSKI, D. ZALESAKOVA, L,
SENKAROVA, L., ORSAVOVA, J., a LANCZOVA, N. Free and bound
amino acids, minerals and trace elements in matcha (Camellia sinensis L.): A
nutritional evaluation. Journal of Food Composition and Analysis. 2020b, 92.
ISSN 08891575. Dostupné z: doi:10.1016/j.jfca.2020.103581

142



PRILOHA P IX: KORELACE MERENYCH VELICIN

' Popel Hruba Lipidy CF NDF
bilkovina
DMD 0.5215 0.2995 0.1830 0.7305 0.8336
OMD 0.4747 0.3003 0.1428 0.6442 0.7691
Kofein Vitamin C Clorofyl a Chlorofylb  Celkovy chlorofyl
Vodny vyluh ABTS 0.5017 0.4768 0.2189 0.3308 0.2711
Vodny vyluh DPPH 0.3813 0.3841 0.2640 0.4303 0.3404
80% methanol ABTS 0.1806 0.4869 0.4847 0.6319 0.5567
80% methanol DPPH 0.0819 0.5133 0.5297 0.6791 0.6033
Vodny vyluh Vodny vyluh
TFC TPC
Vodny vyluh ABTS 0.9315 0.8687
Vodny vyluh DPPH 0.9254 0.7103
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80% 80%

Methanol Methanol

TFC TPC
80% methanol ABTS 0.9054 0.8786
80% methanol DPPH 0.9089 0.9187

I — Pearsonliv korelacni koeficient, CF — Hrubd vldknina, NDF-Neutralné-detergentni vlaknina, ABTS — antioxidacni
aktivita méfena pomoci 2,2 -azinobis(3-ethylbenzo-thiazolin-6-sulfonové kyseliny), DPPH — méfena antioxidacni aktivita

pomoci 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl, TFC — Celkovy obsah flavonoidi, TPC — celkovy obsah polyfenolu.
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Parametrr  TFC TPC ABTS DPPH TFC TPC ABTS DPPH
Vodny vyluh 80% methanolovy vyluh
rutin - 0.4639 - 0.6468 - 0.5852 - 0.4576 - 0.5355 - 0.6258 - 0.2669 -0.4135
kaempferol - 0.6069 -0.1414 -0.3719 - 0.6220 -0.1102 0.3076 - 0.2950 - 0.3030
quercetin 0.4505 0.3802 0.4047 0.4764 0.3035 0.5025 0.2414 0.3600
Vodny vyluh 80% methanolovy vyluh
GA * - 0.4063 -0.3742 -0.4039 * - 0.6525 -0.6320 - 0.8468
PA * 0.5347 0.6210 0.7317 * 0.2405 -0.6374 - 0.5510
p-HBA * 0.0483 0.0863 0.2800 * 0.1640 0.4496 0.4678
ChlA * 0.2610 0.4639 0.3517 * 0.3064 0.8680 0.8994
CA * -0.2628 - 0.2556 0.0129 * 0.3282 0.7918 0.9008
FA * 0.2668 0.3460 0.4029 * -0.0738 -0.5913 - 0.5874
SA * - 0.4036 -0.3247 -0.2074 * -0.1899 - 0.0686 0.0236
EA * 0.6999 0.8367 0.8210 * 0.0819 - 0.6640 - 0.6266

145



r — Pearsontiv korelacni koeficient, TFC — Celkovy obsah flavonoidt, TPC — celkovy obsah polyfenoli, ABTS — antioxida¢ni aktivita métena
pomoci 2,2 -azinobis(3-ethylbenzo-thiazolin-6-sulfonové kyseliny), DPPH — méfena antioxidaéni aktivita pomoci 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl,
GA — kyselina gallova, PA — kyselina protokatechinova, p-HBA — kyselina p-hydroxybenzoova, ChlA — kyselina chlorogenova, CA — kyselina

kavova, FA — kyselina ferulova, SA — kyselina sinapova, EA — kyselina ellagova
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PRILOHA P X: CHROMATOGRAMY STANOVENI
FENOLICKYCH KYSELIN VE VYLUZICH POMOCI HPLC

1 3
2 5

| Chromatogram stanoveni fenolick}’/ch kyselin v matcha ¢aji “Whittard” v 80%

methanolovém vyluhu. (vinova délka 275 nm) 1 — Kyselina gallova (1,98 min), 2 — Kyselina
protokatechinova (5,15 min), 3 — p-hydroxybenzoic kyselina (10,51), 4 — Kyselina
chlorogenova (13,61 min), 5 — Kyselina kavova (14,81 min), 6 — Kyselina ferulova (21,02
min), 7 — Kyselina sinapova (21,99 min), 8 Kyselina ellagova (23,25 min), 9 — Rutin (24,11
min), 10 — Kaempferol (27,97 min), 11 — Quercetin (31,84 min)
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Chromatogram stanoveni fenolickych kyselin v matcha ¢aji “Whittard” ve vodném vyluhu.

mn

(vlnova délka 275 nm) 1—Kyselina gallova (1,99 min), 2 — Kyselina protokatechinova (5,13
min), 3 — p-hydroxybenzoova kyselina (10,48), 4 — Kyselina chlorogenova (13,65 min), 5 —
Kyselina kavova (14,87 min), 6 — Kyselina ferulova (21,05 min), 7 — Kyselina sinapova
(22,04 min), 8 — Kyselina ellagova (23,20 min), 9 — Rutin (24,10 min), 10 — Kaempferol
(27,97 min), 11 — Quercetin (31,82 min)
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