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ABSTRAKT

Odrida, podminky péstovani, sbér a technologie zpracovani listi ovliviiuje celkovou
kvalitu cajovych listkli a kone¢ného nalevu. Disertacni prace se zaméfuje na
stanoveni obsahu zakladnich nutri¢nich a biologicky aktivnich latek v praskovém
matcha ¢aji a jeho vyluzich a také po jeho in vitro stravitelnosti. Obsah hrubé
bilkoviny byl stanoven v koncentracich od 20,3 % do 35,0 % a lipida od 4,12 do
8,23 %. Obsah chlorofylt 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 v rozmezi
od 14,1 do 34,4 mg.g?, od 8,06 do 19,4 pg.g'a od 0,14 do 0,27 mg.g?. Nejvyssi
mnozstvi z polyfenolti méla kyselina chlorogenova (az 3920 pg.g?). Mezi nejhojnéji
zastoupené prvky matcha Caje se fadi K, Mg, Mn, Ca, Fe a Zn. Vyssi teplota luhovani
Ma pozitivni vliv na vys$$i vyluhovani kofeinu, del$i doba luhovéani méla za nésledek
vys$si obsah celkovych polyfenolu a flavonoidi v nalevu matcha a tim také vyssi
hodnotu antioxidacni aktivity. Stravitelnost matcha ¢aje se pohybuje v susin¢ od
55,9 do 69,8 % a v organické hmot¢ od 59,4 do 71,3 %.

ABSTRACT

The variety, growing conditions, picking 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. Crude
protein content was determined in concentrations from 20,3 % to 35,0 % and lipids
from 4,12 to 8,23 %. The content of chlorophylls a and b varies from 1,10 to 4,32
mg.g-1 and 0,46 to 2,73 mg.g?, the concentrations of caffeine, theophylline and
theobromine were determined in the range from 14,1 to 34,4 mg.g™, from 8,06 to
19,4 ng.gt and from 0,14 to 0,27 mg.g™. Chlorogenic acid had the highest amount
of polyphenols (up to 3920 pg.g?). The most abundant elements in matcha tea
include K, Mg, Mn, Ca, Fe and Zn. A higher brewing temperature has a positive
effect on higher caffeine leaching, a longer brewing time resulted in a higher content
of total polyphenols and flavonoids in the matcha brew and thus also a higher value
of antioxidant activity. The digestibility of matcha tea varies for dry matter
digestibility from 55,9 to 69,8% and for organic matter digestibility from 59,4 to
71,3%.
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1 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Camellia sinensis L. je stale zeleny, 1-2 m vysoky kef, rostouci pievazné
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. Mladé listky jsou hladké
a maji kratké bilé chloupky na spodni strané. Tyto se sklizi pfednostné pro
vyrobu jemnéjSiho a kvalitnéjSiho Caje. Rozdilné staii list urcuje kvalitu
budouciho napoje i jeho chemické sloZeni. Cim jsou listky starsi, tim vice
tmavnou a chloupky se vytraci. Druh Camellia sinensis ma také stibtité Sed¢,
hedvabné pupeny, kvéty jsou Zluto-bilé o priméru 2—4 cm se 7-8 okvétnimi
listky. Pi1 vyrobé kvalitnéjsiho ¢aje jsou nejdiive sklizeny pupeny a prvni 2—3
mladé listy pro dalsi zpracovani (Hilal, 2017; Namita et al., 2012;
Wachendorfova, 2007).

Chemickeé slozeni cajovych listh vyznamné zavisi na klimatickych
podminkéach 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 polyfenol v ¢ajovych
listcich, stejné tak obsah popela miZze byt kvalitativnim znakem pro
uchovatelnost ¢aje (Muhammad et al., 2013). Chemicka analyza pupent a listt
sklizenych na jafe odhalila obecné vyS$§i koncentraci aminokyselin a
aromatickych sloucenin, ale nizsi hladiny celkovych polyfenola a kofeinu nez
Vv ¢ajovych listech sklizenych na podzim (Liu et al., 2015). Mezi hlavni
biologicky aktivni latky obsazené v cajich patii polyfenoly, alkaloidy,
aminokyseliny, chlorofyl, mineralni a stopové prvky a vitaminy (Nawab et al.,
2015; Bhutia Pemba et al., 2015; Cabrera et al., 2003).

Zeleny ¢aj ma diky bioaktivnim slozkam, véetné kofeinu, L-theaninu,
polyfenoli (z tfad flavonoidll), mnoho farmakologickych a fyziologickych
funkci. Byly studovany uU€inky antimutagenni, antikarcinogenni,
hypocholesterolemickeé, antibakterialni, antioxidacni a antialergenni, které
mohou pomoci pii sniZovani hladiny cholesterolu a cukru, snizit riziko
oxidacniho stresu a kardiovaskuldrnich chorob a muze stimulovat detoxikacni
procesy (Cooper, 2011; Aman et al.,, 2013; Saeed et al., 2017; Sielicka-
Rozynska et al., 2020). Japonsko spoleéné s Cinou ovlada 20 % jeho svétové
konzumace. Caj je jednim z nejoblibengjsich napoji hlavné diky své chuti a
podpirnym zdravotnim aéinktim (Topuz et al., 2014).

Vyroba zeleného Caje 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,
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theofylin), barviva (chlorofyly, karotenoidy), dale aminokyseliny (zejména L-
theanin), lipidy, polysacharidy, vitamin C a minerdlni a stopové prvky.
ucinky, 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 ¢aje je spojeno se snizenim hladiny glukdzy,
triglyceridi 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 zeleného Caje
muZze mit také negativni disledky pro konzumenta. Pokud se ptfekroc¢i limit
konzumace kofeinu, mize ve vyssi mife zptisobovat tes rukou, bolesti hlavy,
nevolnost ¢i buseni srdce (Hilal, 2017; Ravikumar, 2014).

Matcha je vysoce kvalitni Caj, ktery se ziskava diky ndro¢nému procesu
péstovani a dalSiho zpracovani. Pro vyrobu matcha caje jsou cajovniky
zastiiovany jiz z jara (v poloviné dubna), jakmile vyrasi nové pupeny, hustou
tkaninou zabranujici slunencimu svitu plsobit na listy. Zastinovani probiha po
dobu tii az Ctyt tydnt pred sklizni, a to az z 90 % po dobu 20 dnil, 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 kettli, a pomoci nich jsou zastinény
sitémi, které propusti jen 10 % slune¢niho svitu. Tento zplisob se nazyva tana.
Malopéstitele pouzivaji postup zvany dzikagise — tento je jednodussi, protoze
je latka ptehozena ptimo pies kefe Cajovniku (Heiss, 2016). Dopad slune¢nich
paprskii na ¢ajové plantaze je tady sniZzen na 60 az 75 %. Zamezeni piistupu
svétla zplisobi, Ze se v listcich zvysi obsah chlorofylu (listky jsou tmavsi), snizi
se koncentrace tfislovin a nalev bude mit slad$i, ale méné vyraznou chut’.
Zhruba po deseti dnech, kdy jsou plantaze zastinény rakosem, se piida vrstva
slamy. Dojde k dal§imu omezeni slune¢nich paprski na vice nez 90 %. Rostlina
ke svému rastu potiebuje svétlo a jeho nedostatek ptinuti listky rlst za svétlem,
takze jsou delsi, ten¢i a maji jasné zelenou barvu. Diky specialni kultivacni
metod¢ zastitovanim jsou cajové listy zvlasté bohaté na antioxidacni
slouc¢eniny. V pribéhu zastiiovani jsou rostliny schopny produkovat vyssi
mnozstvi kofeinu a aminokyselin (zvlasté L-theaninu) a dalSich bioaktivnich
sloucenin vcetné chlorofylu, odpovédnych za jedine¢nou, nehotkou chut’ a
charakteristickou zafivou barvu matchi. Zaroven klesa mnozstvi katechind,
které¢ maji trpkou a sviravou chut. Diky vysokému mnoZstvi chlorofylu a L-
theaninu je matcha vysoce cenéna pro svou kvalitu a je povazovana za
2020; ECA, 2016; Okakura, 2000; Pettigrew, 2001; Kaneko et al., 2006; Heiss,
2016).



2 CIL DISERTACNI PRACE

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

Dil¢i cile s jednotlivymi stanovenimi:

a) Stanoveni nutri¢nich a biologicky aktivnich latek u matcha ¢aji v praSkové
form¢ (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.

b) Stanoveni biologicky aktivnich latek v pfipravenych vodnych vyluzich
matcha ¢aju (experimentalni ¢ast II):

- stanoveni antioxida¢ni aktivity spektrofotometricky metodami se zhaSenim
radikald ABTS a DPPH,

- stanoveni obsahu celkovych polyfenolu a flavonoidl spektrofotometricky,
- stanoveni fenolického profilu pomoci HPLC.

c) Stanoveni biologicky aktivnich latek ve vybranych ledovych matcha Cajich
(experimentalni ¢ast I1T):

- stanoveni antioxida¢ni aktivity spektrofotometricky metodami se zhasenim
radikala ABTS a DPPH

- stanoveni obsahu celkovych polyfenoli a flavonoidl spektrofotometricky,
- stanoveni kofeinu, L-theaninu, theobrominu a theofylinu pomoci HPLC.

d) stanoveni vybranych biologicky aktivnich latek v nestraveném podilu
matcha ¢aji po procesu simulace traveni procesem in vitro (experimentalni
cast IV):

- stanoveni suSiny, popela a stravitelnosti,

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



3 ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

3.1 Pouzité vzorky matcha Caju

K analyzdm byly pouzity vzorky matcha Caji riznych zemi plvodu
(Japonsko, Cina, Korea). Vzorky byly zakupovany ve specializovanych
obchodech s prodejem ¢ajii nebo v 1ékarnach. Ctyfi vzorky byly dodany firmou
Oxalis, spol. sr.0., se kterou se vramci diSertaéni prace spolupracovalo.
Vzorky byly uchovavany v klimatizované laboratoii pii 2342 °C a bez ptistupu
slune¢niho zafeni. Baleni matcha ¢aji bylo rtiznorodé — od jednoporcovych
baleni (2 g) az po 1000 g.

Tab. 1 Charakteristika analyzovanych vzorkt

Vzorky Oznaceni Zemé puvodu

Bio matcha Shao Xing* Shao Xing Cina

Bio matcha Jeju* Jeju Korea
Bio matcha Hisui* Hisui Japonsko
Bio matcha Asagiri* Asagiri Japonsko
100% Organic green Matcha tea Khoisan Japonsko
Organic Japanese matcha tea No. 82 Whittard Japonsko
Mo Cha Fen Mo Cha Fen Japonsko
Matcha Japonsko Don Matcha Japonsko
Bio Matcha Tea Bio matcha Japonsko
Bio original matcha tea Royal pharma Japonsko
Matcha tea Focus No. 10 Kissa Japonsko
Matcha premium Moya Japonsko
Premium Japan bio matcha Japan bio Japonsko
Premium matcha tea Allnature Cina

Bio matcha tea Wolfberry Cina

* Vzorky poskytla firma Oxalis, spol. s r.o.
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3.2 Priprava vzorkiu

Pro dané experimenty a ndasledné analyzy byly vzorky matcha ¢aji
pfipravovany individudlné.

3.2.1 Praskova forma matcha ¢aje

Vzorky matcha ¢ajii v praskové podobé byly pfimo vdzeny na analytickych
vahach s pfesnosti na 0,1 mg. U téchto vzorkd bylo provedeno stanoveni
zakladnich nutri¢énich hodnot (suSina, celkovy popel, hrubé bilkovina a celkové
lipidy), dale stanoveni stravitelnosti v podminkach in vitro, hrubé a neutralné-
detergentni vlakniny, chlorofylu a a b, kofeinu a stopovych a mineralnich
prvki.

3.2.2 Priprava vyluhii matcha Caje

Pro ptipravu napoje byly vzorky matcha Cajii navaZeny na analytickych
vahach s piesnosti na 0,1 mg a zality destilovanou vodou o teploté¢ 70 °C a
michany na magnetickém michadle po dobu 5 minut. Déle byly vzorky
filtrovany pfes filtracni papir a nasledné pies nylonovy filtr (13 mm; 0,45 pm).
U téchto vzorkih bylo provedeno stanoveni vyluhovanych celkovych
polyfenolt a flavonoidu, antioxida¢ni aktivity metodami s ABTS a DPPH a
fenolického profilu pomoci HPLC.

3.2.3 Priprava ledovych matcha ¢aju

Byly provedeny rizné zplsoby pfipravy ice-tea matcha extrakti vzorkl
(Tab. 2). U ledovych ¢aju byly provedeny 3 metody s pridavkem ledu,
rozdilnou teplotou vody, navazkou vzorku a dobou luhovani. Kone¢ny objem
byl 250 ml. Nasledné byl kazdy vzorek filtrovan ptes skladany papirovy filtr
KA4 (Smith Filters, UK). Takto ptipraven¢ vzorky byly dale pouZity pro
stanoveni antioxidacni aktivity (s ABTS, s DPPH), celkovych polyfenolu a
flavonoidu, kofeinu, L-theaninu, theobrominu, theofylinu, fenolického profilu,
mineralnich a stopovych prvki.

Pozn.: Pokud byly piipravovany vzorky pro naslednou prvkovou analyzu
pomoci ICP-MS, 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. 2 Ptiprava ledovych matcha Caji

Metoda Navazka Objem Teplota Navazka Doba
vzorku vody [ml] [°C] ledu [g] luhovani
[a]
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 pfi 8

°C

3.3 Stanoveni suSiny

5 g praSkového vzorku s presnosti na 0,1 mg bylo navazeno do predsusen¢ho
kelimkq. Vzorky byly suSeny 6 hodin v susarné pi1 103+£2 °C. Byla pouzita
norma CSN ISO 1572.

3.4 Stanoveni popela

Do ptedem vyzihanych a zvaZenych porcelanovych kelimki bylo navazeno
5 g praskového vzorku s presnosti na 0,1 mg. Vzorky se palily 5,5 hodiny pti
teploté¢ 550420 °C. 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 piepotem na obsah hrubé
bilkoviny byla pouzita metoda dle Kjeldahla s mineralizaci vzorku mokrou
cestou a naslednou destilaci amoniaku po pridavku nadbytku 30 hm.% NaOH.
Vysledny obsah dusiku byl nasledné nasoben ptepocitdvacim faktorem (6,25)
a vyjadien jako hrub4 bilkovina. Byla pouzita norma CSN EN ISO 20483.

3.6 Stanoveni obsahu lipidi

Celkovy obsah lipidta v praskové formé matcha ¢aji byl stanovovan pomoci
metody dle Soxhleta s hexanem jako extrak¢nim ¢inidlem. Extrakce probihala

na zatizeni Soxtherm Gerhard po dobu 2 hodin a 22 minut (Kolackova et al.,
2020a).
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3.7 Stanoveni hrubé a neutralné-detergentni vlakniny

Pfi stanoveni hrubé vlakniny (CF, crude fibre) bylo nejprve navazeno 0,5 g
(s presnosti na 0,1 mg) praskového vzorku matcha ¢aje do filtra¢nich sacki (typ
F57, Ankom Technology, USA) a pokracovalo se dle studie Sumczynski et al.,
2015a.

Neutralné-detergentni  vlaknina (NDF, neutral-detergent fibre) byla
stanovena pomoci neutrdlné-detergentniho Cinidla. Filtra¢ni sacky F57 byly
promyvany v acetonu po dobu 3 minut a poté ponechany pti cca 20 °C a déle
se pokracovalo dle Kolackova et al., 2020a.

3.8 Stanoveni stravitelnosti technikou in vitro

Analyza se stanovila dle MiSurcova, 2008. Stravitelnost byla vypoctena
podle vzorcu Kolackova et al. (2021).

3.9 Stanoveni celkovych polyfenoli spektofotometricky

Obsah celkovych polyfenolii byl stanoven metodou s pomoci Folin-
Ciocalteuho cinidla. Vysledky byly vyjadieny jako ekvivalentni mnoZstvi mg
kyseliny gallové na 1 g vzorku (Cicoo et al., 2009).

3.10 Stanoveni celkovych flavonoidia spektofotometricky

Obsah celkovych flavonoidi byl stanoven spektrofotometricky pomoci
tvorby barevného komplexu s chloridem hlinitym. Vysledky byly vyjadfeny
jako ekvivalentni mnozstvi mg rutinu na 1 g vzorku (Kotaskova et al., 2016a).

3.11 Stanoveni chlorofyli spektofotometricky

Bylo odvazeno 0,05 g praSkoveého vzorku s pfesnosti na 0,1 mg, ktery se
rozetiel ve tfeci misce s 20 ml 80% acetonu spolu s CaCOj3 (na Spicku 1zicky)
pro zabranéni tvorby feofytinu. Smés se nechala 15 minut stat v temnu. Poté
byla zfiltrovana pies filtraéni papir smoceny 80% acetonem. Extrakt byl
pteveden do 25ml odmérné baiiky a doplnén 80% acetonem po rysku. Méfila
se absorbance extraktu pti vinovych délkach 649 a 665 nm oproti 80% acetonu
jako blanku. Na zdklad¢é vzorci 1 az 3 (Vernon, 1960) byl vypocten obsah
chlorofyl a a b i celkovy chlorofyl:

Chla (%) = 11.63 (Aggs) — 2.39 (Agao) (1)
Chlb (%) = 20.11 (Agso) — 5.18 (Aggs) )
Celkovy chl (%) = 6.45 (Aggs) + 17.72 (Agao) ®)
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3.12 Stanoveni antioxidacni 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. Dale byla piipravena
reakéni smes, ktera se ponechala reagovat po dobu 30 minut v temnu. Po
uplynuti 30 minut byla zméfena absorbance na spektrofotometru Lambda 25
pti vinové délce 734 nm (Sumczynski et al., 2015D).

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 pfipravil roztok pracovni. Pii vlastnim méfeni vzorkl bylo
pipetovano do zkumavky vzdy 8,55 ml pracovniho roztoku DPPH a 450 nl
extraktu vzorku. Vzorek byl ponechan 60 minut v temnu a nasledné se

spektrofotometricky proméfila absorbance pii vinové délce 515 nm (Ferri et
al., 2013).

3.13 Stanoveni polyfenolickych kyselin pomoci HPLC

Pripravené extrakty vzorkt dle kap. 3.2.2 se nastfikovaly na kolonu v
mnozstvi 10 pl, s dobou analyzy 45 minut, pfi teploté kolony 30 °C. Mobilni
fazi A byla voda a kyselina octovd v poméru 99:1, mobilni fazi B pak voda,
acetonitril a kyselina octova v poméru 67:32:1. Eluce probihala gradientové.
VInova délka detekce byla 275 nm (Kotaskova et al., 2016b).

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

Vzorky matcha ¢aji byly ptipravovany dle kapitoly 3.2. Piipravené ledové
caje (kap. 3.2.3) pak byly filtrovany ptes nylonovy filtr (13 mm, 0,45 um) a
nastfikovany do chromatografu Dionex Ultimate 3000. Mobilni fize sestavala
ze dvou sloZek. Faze A byla tvofena smési vody a 0,05% H3PO4 a mobilni fazi
B byl acetonitril. Eluce probihala gradientové. Méteni byla vyhodnocovana pii
vinovych délkach 210 nm pro L-theanin a 275 nm pro theobromin, kofein a
theofylin (Boros et al., 2016).
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3.15 Stanoveni mineralnich a stopovych prvki metodou ICP-

MS

3.15.1 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,0O,. Pro rozklad
se pouzil mikrovinny systém Milestone Ethos One (Sorisole, Italie). Byl pouzit
program pro ¢ajové listy s parametry dle Kolackova et al., 2020b. Stejnym
postupem byl mineralizovan vzorek nestraven¢ho podilu, ktery byl pfipraven
digesci technikou in vitro.

3.15.2 ICP-MS instrumentace

Analyza se provadéla pomoci hmotnostniho spektrometru s indukcéné
vazanym plazmatem (ICP-MS). Jako kolizni plyn bylo pouzito hélium.
Nastaveni konkrétnich pracovnich parametr bylo dle Koubova et al., 2018 a
Sumczynski et al., 2018.

3.15.3Kalibrace a presnost méreni

Byly pouzity certifikované referencni materialy ze zelenych fas Metranal®
8 (Analytica Ltd., Jilové, CR), NIST RyZova mouka 1568b (Narodni ustav 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). Certifikované
materidly byly pfipraveny stejnym zplsobem, jako probihala mineralizace
prasku matcha Caje.

3.16 Statistika

Naméiené vysledky jsou vyjadieny jako stfedni hodnota v susiné vzorku +
smérodatna odchylka. Vysledky byly vyhodnoceny na hladin¢ vyznamnosti 5
% a zpracovany dle programu StatK25. Pro statistické vyhodnoceni se pouzil
Dean Dixontv test (Q-test), jez vylucuje odlehly vysledek, Shapirtv-Wilkav
test pro zjiSténi normality, parametricky Studentliv t-test srovnavajici stredni
hodnoty dvou nezavislych soubori, dale neparametricky Wilcoxondv test
srovnavajici sttedni hodnoty dvou nezévislych soubori a Tukeyiiv test pro
mnohonasobné porovnavani. Pro zjisténi linedrni zavislosti mezi dvéma
veli¢inami byl pouzit Pearsonliv koeficient (Burika et al., 2008; Kiiz et al.,
2007).
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4 VYBRANE DOSAZENE VYSLEDKY PRACE

4.1 Experimentalni ¢ast I — nurtri¢ni analyza praskové formy

matcha Caje

4.1.1 Vysledky stanoveni zakladnich nutri¢nich parametri

Vysledky stanoveni vybranych nutri¢nich parametri jsou prezentovany
v Tab. 3. Pii stanoveni suSiny v matcha cCajich se jeji obsah pohyboval
v rozmezi 95,2 az 97,5 %. Podle platného natfizeni by mnozstvi suSiny pro
zeleny ¢aj nemélo byt nizsi nez 90 %. Vyssi vlhkost mize poukazovat na Spatné
technologické zpracovani a Spatn¢ podminky pro uchovavani a skladovani,
tedy celkovou kvalitu ¢aje (VyhlaSka ¢. 330/1997 Sb.).

Obsah popela se signifikantné liSil vyyma vzorki Khoisan a Bio matcha.
Pohyboval se v rozmezi od 5,23 do 8,73 %. Dle ISO 11287 (2012) je u zeleného
¢aje minimalni a maximalni obsah popela, jako ukazatele mineralnich latek,
stanoven na 4 a 8 %. Z naméfenych vysledkii tuto maximalni hodnotu
piekroc€ily tfi vzorky. Norma udavajici obsah popela pro matcha Caje neni.
Nicméng, pro udrzeni dobré kvality Caje nckteti autofi védeckych studii
doporucuji 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 naméfenych dat je vidét, Ze matcha
¢aje obsahuji 10x vys$i hodnoty v obsahu bilkovin. To je pfisuzovano jejimu
péstovani pomoci zastinovani, kdy se ¢ajovniku nastavi stresové podminky,
které¢ maji vliv na metabolické drahy. Obsah bilkovin v zelenych €ajich neni
udéan Zadnou normou.

Koncentrace lipidd se v matcha ¢ajich pohybovaly od 4,12 do 8,23 %.
Vyrobci €i distributofi matcha ¢aji poskytuji ptibliznou hodnotu obsahu lipida
kolem 5 %. Je to asi 3-5x vice nez v listech klasického zeleného cCaje
(Muhammad et al.,, 2013). Oxida¢ni stabilita je dalezitym parametrem
urcujicim kvalitu caje. Poskytuje také informace o dlouhodobé stabilité
piirozené obsazenych antioxidantii a tim o stabilité produktu.
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Tab. 3 Vysledky stanoveni nutri¢nich parametrt

Matcha Susina Popel Hruba Lipidy
[%] [%6] bilkovina [%6]
[%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° 22,340,7¢ 6,68+0,1°
Whittard 96,9+0,42 6,55+0,2f 34,6+0,2¢ 6,53+0,2°
Mo Cha
- 95,8+0,3° 5,23+0,19 20,3+0,3f 4,12+0,1¢
en
Don
Match 96,3+0,4%P 5,60+0,1" 27,340,19 7,10+0,1¢
alCha
Bio
Match 96,8+0,5%P 6,01+0,1° 25,2+40,5P 8,23+0,2f
atcha
Royal .
on 96,2+0,4%P 5,44+0,1' 26,340,3° 6,01+0,19
arma
Kissa 95,2+0,3° 6,72+0,1) 34,7+0,7¢ 6,25+0,1¢
Moya 95,4+0,3" 7,19+0,2K 28,9+0,52 6,23+0,3¢
Japan Bio
97,3+0,42 5,23+0,032
tea
Allnature 96,4+0,3° 4,73+0,05°
Wolfberry 96,2+0,4° 4,58+0,04°

Vysledky jsou prezentovany jako stfedni hodnota £ SD v suging (n=3). Ciselné hodnoty ve
sloupcich se stejnymi hornimi pismennymi indexy se vyznamné nelisi (p>0,05), zatimco

hodnoty s riznymi hornimi indexy vykazuji statisticky vyznamny rozdil (p<0,05).
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Tab. 4 uvadi vysledky stanoveni in vitro stravitelnosti praskové formy
vzorku, ktera byla vyjadfena jako hodnota stravitelnosti suSiny (DMD) a
organické hmoty (OMD). DMD hodnoty se pohybovaly v rozmezi od 55,9
do 69,8 % a stravitelnost OMD od 59,4 do 71,3 %. Udaje z vyzkumu, které
hodnoti stravitelnost c¢ajovych listi, jsou omezené. Nizké hodnoty
stravitelnosti jsou doprovazeny vysSimi obsahy vlakniny, a to jak CF, tak i
NDF. Zajimavou skutecnosti je spiSe nizkd pozitivni korelace mezi vysokym
obsahem bilkovin a stravitelnosti v matcha cajich (r=0,2995) (Kolackovaetal.,
2020a). Je obecné znamo, ze vys$i mnozstvi vldkniny ma vliv na snizovani
stravitelnosti. Rehman et al. (2002) vysvétlili, ze stravitelnost proteint byla
vyrazng snizena, pokud byly do stravy zahrnuty taniny, protoZe tyto sniZuji
sekreci enzymil v tenkém stieve a také inhibuji amylazy a glukosidazy (Zhang
et al.,, 2018). Obsah CF, ktery je prezentovan celuléozou a ligninem, se
pohyboval v rozmezi od 10,7 do 17,5 %. Jelikoz pouzita metoda stanoveni CF
umoznuje stanovit pouze celulozu a lignin (nerozpustné hemiceluldzy
pronikaji ze saCku 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 ¢aji do 10,7 % a uvedl, Ze obsah CF je vyrazn¢ ovlivnén
faktory, jako jsou dobaraseni pupenti a Uroven zastinéni. Obsah CF je
vyssi zaroven S vyssimi davkami pouzitého hnojiva (Venkatesan a Ganapathy,
2004). Smiechovska a Dmowski (2006) poté upfesnili, Ze obsah hrubé vlakniny
by nemél byt vyssi nez 16,5 % za ucelem udrzeni vysoké kvality ¢aje béhem
jeho skladovani. Tato hodnota byla ptekro¢ena pouze u jednoho vzorku.
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Tab. 4 Vysledky stanoveni vlakniny a stravitelnosti technikou in vitro

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

Shao Xing 11,640,22 37,3+0,32 61,2+0,5° 64,9+0,5°
Jeju 16,1+0,3° 41,3+0,4° 55,9+0,4° 59,440,4P
Hisui 17,540,3¢ 42,8+0,4° 56,3+0,4° 60,0+0,5°
Asagiri 13,0+0,2¢ 37,740,329 59,2+0,6° 62,8+0,4°
Khoisan 16,4+0,3° 40,7+0,4° 56,1+0,5" 59,940,4°
Whittard 12,6+0,1° 36,0+0,3¢ 66,0+0,5¢ 69,7+0,4¢
Mo Cha Fen 13,4+0,1° 30,7+0,4° 63,240,3¢ 65,8+0,4¢
Don Matcha 12,4+0,2¢ 35,3+0,4f 60,7+0,42 63,7+0,5°
Bio Matcha 12,5+0,3¢ 34,6+0,49 61,2+0,4° 64,5+0,42
Royal Pharma 11,9+0,22h 32,6+0,2" 65,120,5 68,3+0,49
Kissa 10,7+0,29 35,8+0,3f 62,4+0,59 64,8+0,5°
Moya 12,0+0,1" 37,9+0,29 58,7+0,4° 60,4+0,4°
Japan Bio tea 67,2+0,3? 68,7+0,12
Allnature 69,3+0,3" 70,8+0,4°
Wolfberry 69,8+0,5° 71,3+0,5P

Velky diiraz je kladen na zachovani zelené barvy listti ¢aje matcha. Odhaduje
se, ze asi 4,09 mg.g* chlorofyl aa 1,42 mg.g chlorofylu b jsou v matcha &ajich
(Kohata et al., 1998a), zatimco pramérny celkovy obsah chlorofylu v
oby&ejném zeleném ¢&aji je v mnozstvi 1,20 mg.g* (Loranty et al., 2010). Z
vysledk je patrné, Ze obsah chlorofylu a a b se pohybuje v rozmezi 1,10-4,32
a 0,46- 2,73 mg.gt. Nizké koncentrace chlorofylu a mohou pochazet z

4.1.2 Stanoveni chlorofyli aab
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nevhodného vyrobniho procesu protoze chlorofyl a mohl byt snizen teplem
snadn¢ji (Kohata et al., 1998b).

Tab. 5 Vysledky stanoveni chlyrofyld v matcha ¢ajich

Vzorky Chlorofyl a Chlorofyl b Celkovy chlorofyl
[mg.g] [mg.g7] [mg.g]
Shao Xing 2,64 £ 0,032 1,42 £0,04° 4,06 + 0,04°
Jeju 3,21+0,01° 2,13 £0,03° 5,34 +0,02°
Hisui 3,74 +0,02° 2,54 + 0,04 6,28 + 0,03°
Asagiri 4,32 +0,03¢ 2,73 £ 0,04¢ 7,05 + 0,049
Khoisan 1,10 + 0,02° 0,46 £ 0,02° 1,56 £ 0,02°
Whittard 3,23 +0,04° 1,73 £ 0,02 4,96 + 0,03f
Mo Cha Fen 1,47 £ 0,02 0,56 = 0,019 2,03 + 0,029
Don Matcha 2,61 + 0,042 1,41 + 0,022 4,02 + 0,032
Bio Matcha 3,94 + 0,049 1,63 +0,02" 5,57 +0,02"
Royal Pharma 1,75 £ 0,02" 0,63 = 0,02 2,38 £ 0,02
Kissa 2,37 £ 0,04 1,13 + 0,04 3,50 + 0,04/
Moya 2,42 +0,03' 1,24 £ 0,02 3,66 + 0,03K

Vysledky jsou uvedeny jako pramér £ SD Vv su$iné vzorku (n=5). Priméry ve sloupci s
alespoil jednim identickym hornim indexem se vyznamné nelisi (p=>0,05), zatimco priméry

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

4.2 Stanoveni mineralnich a stopovych prvki pomoci ICP-MS

Vseobecné se obsah prvkil v rostlinnych surovinach ptipisuje podminkdm
prostiedi (klimatické, piidni) a vyrobnim procesiim (Erdemir, 2018; Koch et
al., 2018). Mezi hlavni prvky obsazené v ¢ajich patii Al, Ca, K, Mg, Mn, Na, P
a S, které jsou pifitomny obvykle v pg koncentracich na gram caje. N&které
prvky jako napt. B, Ba, Co, Cr, Cu, Fe, Ni, Rb, Sr, Ti a Zn nejsou
Vv koncentracich pg, ale spise ng.g™!. Koncentrace toxickych prvki (As, Cd, Hg
a Pb) jsou obvykle nizké a jejich obsahy se mohou u riiznych druhti ¢aji 1isit
(Szymczycha-Madeja et al., 2015). Cerné ¢aje maji vyssi obsah stopovych
prvkll a obsahuji vyss§i koncentrace kovi, a to diky procesu jejich vyroby
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(Brzezicha-Cirocka et al., 2016a). Obsahy mineralnich a stopovych prvkai,
radove se vyskytujicich v ug v 1 g vzorku ¢aje, jsou uvedeny v Tab. 6, vyskyty
prvki fadove odpovidajici ng jsou prezentovany v Tab. 7. Obsah sodiku u dvou
vzorkil dosahl hodnoty 185 ug.g™, coZ je 0 50 % vice, nez bylo publikovano ve
studii Koch et al. (2018). Sodik ovliviiuje krevni tlak a reguluje rovnovéhu
vody Vv téle (Derun, 2014). Ve vysokych koncentracich byl stanoven hoicik (az
do 2400 pg.g?), coz je v souladu s dalsi publikovanou studii (Erdemir et al.,
2018). Jeho nedostatek mize zplisobovat svalovou slabost a nervové poruchy
(Derun, 2014). Vyssich koncentra¢nich hodnot v matcha ¢ajich dosahl fosfor
(az 4180 pg.gt). Kromé zpeviiovani kosti hraje fosfor dilezitou roli i
Vv transportu bunécné energie. Draslik, ktery ptsobi jako reguldtor v osmotické
rovnovaze bunc¢k a reguluje pozitivné srdecni rytmus (Derun, 2014), je uvadén
jako nejvice zastoupeny prvek v 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?, a to souhlasi s literarnimi udaji (Koch et al., 2018). Nizsi
koncentracni zastoupeni v porovnani s vapnikem ma mangan. Hodnoty jeho
koncentraci byly od 17,1 do 68,4 ug.g*. Nami namé&fené hodnoty koncentraci
pro tento prvek byly nizsi v porovnani se studii Brzezicha-Cirocka et al.
(2016b), kde byl obsah manganu az 1380 pug.g. Mangan se podili na tvorbé
kosti a ptisobi jako aktivator enzymovych komplexti. V hemovych bilkovinach
je detekovana vétSina Zeleza jako zdkladniho prvku pro tvorbu cervenych
krvinek (Derun, 2014). MnozZstvi dostupného Zeleza z rostlin je ovSem nizké
v dusledku ptitomnosti kyseliny fytové jako jeho antagonisty. Obsah zeleza
Vv zelenych ¢ajich byl stanoven v rozmezi od 63,6 do 150 pg.g? (Symczycha-
Madeja et al., 2015), u matcha ¢aje byl jeho obsah 138-172 ug.g* (Koch et al.,
2018), coz se shoduje s vysledky naSeho métfeni. Méd a zinek spolu
metabolicky spolupracuji, a to tak, ze pfi nadmérné spotiebé zinku dochazi ke
snizeni koncentrace médi v lidském téle. Nedostatek zinku mlze zplsobovat
vypadavani vlasl a sniZovat hojeni ran. Naptiklad Koch et al. (2018) stanovil
obsah zinku v matcha ¢ajich 3x niz$i, nez bylo naméfeno v této praci. Zda se,
Ze v matcha ¢ajich jsou 1 v porovnani s ¢aji ernymi vySsi koncentrace médi.
Obsah médi ve vzorcich matcha ¢aji dosahoval 25,3 pug.g™, v ¢erném ¢aji byl
jeho obsah o néco nizsi, dosahl 19,4 pg.g* (Brzezicha-Cirocka et al., 2016a;
Symczycha-Madeja et al., 2015). V metabolizmu glukézy hraje vyznamnou
ulohu chrom (Derun, 2014), selen plsobi zase jako vyznamny bunécny
antioxidant. Obsah chromu v matchi byl mezi 2,12 az 21,1 ng.g™, koncentrace
selenu nepiesahla hodnotu 17,6 ng.g™.

4.2.1 Toxické prvky

Toxické prvky jako Pb, As, Cd, Hg, Al, Ni a Sn mohou pronikat do rostliny
diky zneciSténi Zivotniho prostiedi, prostfednictvim kotfenového systému z
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pudy nebo z povrchové kontaminace listd (Dalipi et al., 2018). Tézké kovy maji
neptiznivé zdravotni ucinky na lidsky organizmus, napt. vykazuji cytotoxicitu,
oxidacni stres, endokrinni disrupci ¢i mitochondridlni dysfunkci. Nékteré
toxické prvky v lidském téle se mohou akumulovat a zplsobit dlouhodobé
poskozeni organizmu (Schwalfenberg et al., 2013). Neurotoxicita by mohla byt
spojena s potencialni toxicitou hliniku. Pfestoze mnoho vyzkumi poukézalo na
souvislost mezi Alzheimerovou chorobou a hlinikem, nebyl dosud nalezen
ptimy vztah. Jelikoz je Camellia sinensis jednou z rostlin, ve kterych mize byt
siln¢ akumulovéan hlinik, je tento prvek v ni monitorovan (Street et al., 2006).
Nejnizsi a nejvyssi koncentrace hliniku v ¢ajich matcha byly 5,42 a 113 pg.g
1. Ve srovnani se zelenym ¢ajem klasickym je jeho obsah v matcha &ajich
n¢kolikanasobné vyssi (Szymczycha-Madeja et al., 2015). Otazkou je, zda-li
jeho akumulaci v rostlin¢ napomaha zastinovani, coz je jedna z hypotéz, ktera
by méla byt védecky podlozena. Kadmium je povaZovano za nefrotoxin, a
proto by mélo byt taktéZ monitorovano (WHO, 2013). S arsenem patii mezi
vyznamné kontaminanty, které se do Caji dostdvaji pies rGzné piisady,
ptipadné hnojiva (Milani et al., 2016). Koncentrace kadmia u matcha ¢aji byla
stanovena do 1,52 ng.g%, pficemz 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.gt. Mnozstvi cinu bylo stanoveno do 1,51 ng.g™. Literarni udaje analyzujici
obsah cinu v matcha cajich jsou vzacné. Hodnoty cinu stanovené u riznych
druht ¢aji se pohybovaly az do hodnot 47,6 ng.g? (Lagad et al., 2013).
Hromadéni cinu v tkanich je ponékud omezené vzhledem k jeho pohybu
zazivacim traktem. Cin vSak muiZze zpUsobit akutni obtiZe gastrointestinalniho
traktu (WHO, 2006). Mezi ptiznaky nadmérného piijmu rtuti patii
neurologicka 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 nalevech. V nélevu nebyla
pritomnost rtuti detekovana, ovSem v Cajovych listech byla zjiSténa
koncentrace rtuti az 20 ng.gt. Zda se tedy, Ze rtut’ je v listu vazéana tak, Ze se
obtizn€¢ dostava do c¢ajového vyluhu. Hodnoty koncentraci olova byly
stanoveny jen u dvou vzork{ ¢aji matcha nad 1 ng.g. Olovo Vv nejvyssi mife
postihuje nervovou soustavu. I nikl patfi mezi karcinogenni kovy a ptispiva
K iniciaci epigenetické alterace. Koch et al. (2018) stanovil koncentraci niklu
v matcha ¢ajich fadové v pg.g?, v nasi praci byly stanoveny niz§i obsahy,
tadové ng.g™t. Udaje o hladinach piijmu prvkd ziskanych z matchi ve stravé
jsou omezené. Pii hodnoceni trovné piijmu matcha ve stravé je tieba vzit v
uvahu mnoho faktorli, jako je proces vyluhovani, stravitelnost a biologicka
dostupnost mineralii, protoZe matcha je konzumovana jako vSechny ¢asti listi
(Dalipi et al., 2018; Kolackova et al., 2020a).
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Tab. 6 Vysledky stanoveni obsahu mineréalnich a stopovych prvkii v matcha ¢ajich pomoci ICP-MS [ug.g?]

Prvek Mo Cha Whittard Shao Asagiri Bio Jeju Don Royal
Fen Xing Matcha Matcha Pharma
2’Na 13022 160+8P 135+2¢ 125+2¢ 161£3P 185+2¢ 13122 185+1°
%4Mg 18904202 2290+20° 1850+20° 1760+10¢ 2400+30° 2090+20" 2080+30° 2090+20°
2IA| 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+0,1f
31p 38504202 4070+20° 4160+30° 3740+30¢ 4040+20° 3740+30° 3770+20° 3740+30°
¥K 29704202 4150+30° 4290+30° 2750+20¢ 29704102 4190+30° 2980+20? 4190+30°
“Ca 1980+202 1650+20P 2090+10° 2310+20¢ 2640+208 2650+208 1760+20f 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°
SFe 89,4+1,52 87,5+1,4° 94,1+2,8° 112+3¢ 96,4+2,5° 115+2¢ 83,6+1,5¢ 87,5+1,82
3Cu 19,6+1,22 6,21£020°  6,12+0,10°  23,6+2,09¢  22,9+0,6° 20,1+1,02 25,3+1,0¢ 6,69+0,20f
67n 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
13'Ba 4,424+0,08%  4,40+0,10°  2,2140,10°  7,02+£0,10°  3,84+0,10%  5,33+0,10°  2,22+0,1° 4,41+0,12

Vysledky jsou uvedeny jako stfedni hodnota + SD v suSin¢ (n=5). Hodnoty v fadku s alespoi jednim identickym hornim indexem se vyznamnég

nelisi (p>0,05), zatimco hodnoty s riznym hornim indexem vykazuji statisticky vyznamny rozdil (p<0,05).
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Tab. 7 Vysledky stanoveni obsahu stopovych prvkil v matcha ¢ajich pomoci ICP-MS [ng.g™]

Prvek Mo Cha Whittard Shao Xing Asagiri Bio Matcha Jeju Don Royal

Fen Matcha Pharma
Li 15,4+0,3? 24.8+1,0P 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 12,240,42 3,80+0,10P 15,540,2° 5,30+0,10¢ 2,40+0,08¢ 12,240,12 6,21+0,11f 12,240,202
48Tj 771+102 421+8P 621+6° 658+9¢ 459+10° 663+7f 3704109 380+6f
52Cr 10,9+0,32 5,60+0,10P 18,940,1° 21,140,5¢ 4.80+0,10° 20,3+0,2° 9,610,209 7,93+0,20/
%Co 32,6+1,07 30,4+1,0° 31,6+0,8? 22.3+0,5° 31,8+1,12 29,0+0,5¢ 35,5+1,08 23,741,2°
B0Nj 268+32 205420 326+2¢ 22824 366+4¢ 2964 343+209 281+3
1Ga ND ND ND ND ND ND ND ND
SAs 30,1+1,02 31,5+1,22 31,2+0,42 24.2+0,4° 14,240,3° 30,0+1,32 21,2+0,7¢ 28,0+0,5¢
7Se 12,5+0,22 17,6+0,3° 8,92+0,12°¢ 15,9+0,3¢ 16,3+0,3¢ 14,3+0,4¢ 8,83+0,20" 10,2+0,2"
88gy 233422 288420 195+2°¢ 255+34 388428 194+2°¢ 205+3f 408+59
07 ag 17,3+0,52 14,2+0,3° 25,6+1,0° 30,4+0,5¢ 31,440,4° 18,2+0,5 25,8+0,4° 23,8+0,4"
icq 1,3140,102 1,12+0,10° 1,0340,10° 1,41+0,102 1,52+0,10¢ 1,11+0,10P 1,0340,02° 1,11+0,10P
118G 1,12+0,10? 0,81+0,10° 0,6240,10° 0,62+0,08¢ 0,53+0,10%¢ 1,5140,10¢ 0,42+0,03° 1,10+0,10?
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Prvek

133CS
140Ce
165H0
181Ta
202Hg
205T|

208Pb

238U

Mo Cha

Fen
27,4+1,12
21,4+0,32
0,92+0,10?
ND
1,32+0,102
1,01£0,10?
1,82+0,10?

ND

Whittard

22,8+0,4°

43,8+1,0°

0,91+0,102
ND

1,41+0,102

2,23+0,10P
ND

ND

Shao Xing

27,6+0,12
37,5+1,2°
1,32+0,10P
ND
2,14+0,05"
2,03+0,10°
0,07+0,01°

ND

Asagiri

36,5+1,5°
41,3+0,9¢
1,63+0,11%¢
ND
1,710,10°
1,02+0,102
0,05+0,01°

ND

Bio Matcha

38,9+1,0¢
44,6+1,4¢
1,010,119
ND
1,72+0,10°
1,210,104
0,07+0,01°

ND

Jeju

27,6+0,32

36,9+1,0°

1,5240,05°
ND

1,31+0,10°

2,20+0,10P
ND

ND

Don
Matcha

54,3+0,4°
25,6%0,3"
1,54+0,02¢
ND
2,63+0,10¢
1,90+0,05%¢
1,040,059

ND

Royal

Pharma

25,1+0,2f

22,3+0,4"

2,22+0,04f
ND

1,50+0,10°

1,8140,10°
ND

ND

Vysledky jsou uvedeny jako stfedni hodnota + SD v suSin¢ (n=5). Hodnoty v fadku s alespoi jednim identickym hornim indexem se vyznamné

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™.

25



4.3 Experimentalni ¢ast II — stanoveni biologicky aktivnich

latek ve vodnych a methanolovych vyluzich matcha ¢aju

4.3.1 Stanoveni celkovych flavonoidu, polyfenolii a antioxida¢ni aktivity

Matcha ¢aj je pfipravovan ve vode ve forme ,,nasSlehaného* prasku, takze se
tento ¢aj konzumuje cely, tzn. ve formé¢ listl i s nalevem (Weiss a Anderton,
2003). Mimo polyfenoly uvolnéné do nalevu se musi také pocitat s tim, Ze ty,
které zlistanou vazané v listech naSe télo dokdze taktéz teoreticky vyuzit
V prib¢hu procesu traveni. V laboratornich experimentech se tento proces
simuluje pomoci extrakce biologicky aktivnich latek (BAL) do methanolu, coz
bylo provedeno i v diserta¢ni praci. Této problematice se vénuje nasledné i
experimentalni Cast IV disertaéni prace, kde je proces traveni simulovan
vV podminkéch in vitro a byly stanovovany retencni faktory pro vybrané¢ BAL.
Jak je vidét v Tab. 8, obsahy celkovych flavonoidl (TFC) a polyfenolt (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 (Kolackova et al., 2020a). Polyfenoly matcha ¢aje mohou zvysit
biologickou aktivitu glutathioperoxidazy a superoxidismutazy, ¢imz maji
vyznamny potencial v ochran€ proti oxidacnimu poskozeni bunék lidského
organismu (Bhutia Pemba et al., 2015).

26



Tab. 8 Vysledky stanoveni celkovych flavonoidd, polyfenold a
antioxidac¢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+0,44 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
alespoil jednim identickym hornim indexem se vyznamné nelisi (p=0,05), zatimco vysledky
s ruznymi 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.

4.3.2 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,
epikatechin-3-gallat, epigallokatechin a epigallokatechin gallat (Nishitani a
Sagesaka, 2004; Reto et al., 2007; Dietz et al., 2017). Protoze predchozi
jmenované jsou v oblasti analyzy matcha €aji dostatecné zdokumentovany,
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dale byly v praci stanovovany hlavné rutin, kvercetin a kaempferol. Mnozstvi
¢ajové hmoty pouzité na dané mnoZstvi vody ma zdsadni vyznam, stejné jako
teplota a doba luhovani. Mnozstvi polyfenolickych latek v matcha ¢ajich tak
bylo pfepocteno na gram pouzitého praSkového vzorku. Matcha se péstuje z 90
% zastinéna (Topuz et al., 2014). V disledku toho se oCekava, ze mnozstvi
dostupnych fenolii v matcha ¢ajich bude v odlisSnych koncentracich ve srovnani
s klasickymi zelenymi Caji. Jak je uvedeno v Tab. 9, obsah rutinu dosahoval
Sirokych rozpéti koncentraci (361 az 1590 pg.g?), kaempferol byl detekovan v
mnozstvi 1,72 az 16,2 pg.g™ a koncentrace kvercetinu v rozmezi 10,5 az 84,9

neg.gh

Tab. 9 Vysledky stanoveni koncentraci rutinu, kaempferolu a kvercetinu ve
vodném vyluhu

Flavonoidy Rutin Kaempferol Kvercetin
[ne.g']

Shao Xing 1190+152 4,6140,12 13,340,22
Jeju 787+10P 12,7+0,3° 10,5+0,3°
Hisui 662+10° 7,2240,2° 12,6+0,2°
Asagiri 827+10¢ 16,2+0,3¢ 12,4+0,3°
Khoisan 937+12° 10,6+0,3¢ 83,542,0¢
Whittard 998+10f 7,23+0,2° 84,9+2,0¢
Mo Cha Fen 361+109 8,55+0,2" 74,842 08
Don Matcha 386+10" 4,47+0,19 15,9+0,4

Bio Matcha 989+14f 1,72+0,1" 55,141,09
Royal Pharma 1180+122 5,62+0,2! 46,1+1,0"
Kissa 1590+15' 8,47+0,3" 24,4%1,2'

Moya 1170+122 6,94+0,2° 23,6%1,0'

Vysledky jsou uvedeny jako stfedni hodnota = SD v suSin¢€ (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).
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Udaje z literatury dosud nepopsaly dostateénd koncentrace fenolickych
kyselin v matcha ¢ajich. Nishitani a Sagesaka (2004) publikovali koncentraci
kyseliny chlorogenové kolem 170 pg.g?, kyselina gallova byla zaznamenana v
mnoha druzich ¢ajli 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 hlavné v ¢ernych ¢ajich. Profily jednotlivych fenolickych
kyselin v matcha cajich jsou uvedeny v Tab. 10. Jako dominantni byla
detekovana kyselina chlorogenova (2640-3920 pg.g?), nasledovaly kyseliny
sinapova (az 592 pg.g?), protokatechinova (az 291 ug.g?), ellagova (79,4246
ng.g?), gallova (39,4-184 pg.gt), p-hydroxybenzoova (az 167 pg.gt), dale
kyseliny ferulova (5,63-158 pg.g?) a kavova (9,35-82,2 ng.g). Pokud se
jedna o jednotlivé fenolické kyseliny, hlavnimi pfispévateli k antioxida¢ni
aktivité byly kyseliny ellagova > protokatechinova > chlorogenova > ferulova
> a p-hydroxybenzoova.
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Tab. 10 Vysledky stanoveni koncentraci fenolickych kyselin ve vodném extraktu

Kyseliny GA PA p-HBA ChlA CA FA SA EA

[ng.g]

Shao 184,043, 53,8+1,02 17,0+0,52 29102072 68,2+2,02 29,4+1,02 463,0+5,0 79,442,532

Xing 02 a

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°
b b

Hisui 89,6+1,0 68,7+1,0° 14,240,3° 3800+10° 13,540.3¢ 15,140,2° 247,0+5,0 94,7+3,0°
c b

Asagiri 118,0+3. 46,1+2,0¢ 33,0+1,0¢ 33504204 9,35+0,1¢ 5,63+0,2¢ 218,0+3,0 93,0+2,0%
Od c e

Khoisan 89,4+1,0 190,0+4,0% 89,7+2,0¢ 3560+10° 68,3+2,0° 158,0+2,0 592,0+5,0 101,0+2,0
c k e d d

Whittard 116,041, 278,0+4,0 158,0+2,0 3920+20f 76,1+2,08 21,8+0,5f 502,046,0 90,6+1,0°
Od f e

Mo Cha 100,042, 291,0+5,09 126,0+1,0 33504201 38,2+0,5f 52,2+1,09 96,0+1,0f 246,0+2,0

Fen (0 9 "
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Kyseliny GA PA p-HBA ChlA CA FA SA EA

[ng.g?]

Don 39,4+0,5 187,0+4,08) 80,0+2,0" 3210+209 43,0:£1,09 112,0+3.0 89,2:+1,09 200,0+3,0

Matcha f K h 9

Bio 42.1£1,0 161,0+3,0" 70,6+2,0' 2930+10" 452+1,0" 171,0+4.,0 495,0+4,0 127,0+2,0

Matcha 9 i e h

Royal 106,042, 180,0+4,0" 28,5+0,5 3900+£10' 27,2+2.0' 64,14+2,0/ 536,0+5,0 168,0+2,0

Pharma o k h ‘

Kissa 137,042, 181,050 167,0+1,0 270020 78,3+1,0/ 51,8+1,59 483,0+5,0 101,0+3,0
Oi k i d

Moya 183,0+5,0K 155,0+3,0 26404204 82,242,0K 58,6+2,0K

83,5+2,0
j

f

342,0+3,0
j

122,0£2,0
j

Vysledky jsou uvedeny jako stiedni hodnota = SD v susin€ (n=5). Hodnoty ve sloupci s alespoii jednim identickym hornim indexem se vyznamné

neli$i ~ (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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4.4 Experimentalni ¢ast III — stanoveni biologicky aktivnich

latek ve vybranych ledovych matcha ¢ajich

4.4.1 Stanoveni kofeinu, theobrominu, theofylinu a L-theaninu

Kofein je zakladni slozkou ¢ajovych ndpoji a je zodpovédny za jejich
vyraznou a zddouci chut’. Zaroven je to silny antioxidant zvysujici antioxida¢ni
potencial napoje (Kochman et al., 2021). Jeho hladina mtize souviset s dobou
sklizné a stafim listti — ¢im starsi listy, tim nizs8i obsah kofeinu. Obsah kofeinu
také zavisi na odradé Caje, povetrnostnich podminkach béhem vegetace a také
na zpusobu varfeni. Matcha ma ve srovnéni s jinymi zelenymi ¢aji pomérné
vysoky obsah kofeinu, coZz mu dodava jedine¢né aroma a chut’. Obsah kofeinu
v zelenych &ajich 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 kavovych zrn obsahuje 10,0-12,0 mg kofeinu/g (Kolackova et al.,
2020a; Kochman et al., 2021). Nejvyssi nami stanovené hodnoty kofeinu (Tab.
11) vykazovala metoda 1 pfi vyluhovani 5 min, 70°C, az 18,1 mg.g™*. Kofein
tak byl vice vyluhovan pfi pouziti vyssi teploty.

Pomérné vysoky obsah L-theaninu v ¢aji matcha je zodpovédny za jeho
jedine¢nou nehotkou chut’ a v kombinaci s kofeinem poskytuje chutovy vjem
umami charakteristicky pro tento druh ¢aje. Kombinace L-theaninu a kofeinu
miuiZze zvysit koncentraci, bdélost a ii€innost ve vyssi mife nez pouZziti jedné ze
sloucenin samostatné, navic zmirnuje stres (Kochman et al., 2021). Podle
Kaneko et al. (2006) je obsah L-theaninu v ¢ajovych nalevech matcha 6,1 mg/I,
zatimco Unno et al. (2018) nasli ve vzorcich ¢aje matcha az 44,6 mg.g* této
slouceniny.

Z vysledkl stanoveni theobrominu a theofylinu je ocividné, ze nejvySsi
hodnoty koncentraci byly vyluhovany pii metodach 2 a 3. To znamena, a
potvrzuje to 1 literatura, Ze tyto aktivni latky jsou lépe luhovatelné a stabilng;si
pti nizSich teplotach (Friedman et al., 2005).
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Tab. 11 Vysledky stanoveni obsahu kofeinu, theobrominu, theofylinu a L-theaninu

Kofein [mg.g]

Vzorek

Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3
Japan bio matcha 18,120,234 15,6 + 0,5°A 17,0 £ 0,1¢A
Allnature 14,5+0,7%B 14,0 £ 0,18 14,5 +0,3*8
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*B 4,66 +0,10*B
Wolfberry 4,61 +0,012B 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 + 0,124 0,14 +0,0124
Allnature 0,26 +0,01%8B 0,28 +0,01%B 0,27 +0,01%B
Wolfberry 0,22 +0,01%8 0,22 +0,01%B 0,22 +0,01%8

Theofylin [ng.g?]
Vzorek

Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3
Japan bio matcha 4,47 £ 0,02%A 7,82 +0,1°A 8,70 £ 0,10°*
Allnature 20,7 +0,15%8 18,9 + 0,148 13,3+ 0,108
Wolfberry 18,5 + 0,013¢€ 12,5+ 0,15°C 14,5 + 0,09%¢

Vysledky jsou uvedeny jako pramér £ SD, n=5 (primérna hodnota z péti méfeni) v susiné vzorku.
Priméry v ramci fadkd s alespon jednim identickym malym hornim indexem (v pfipadé metod
vyluhovani) se vyznamneé 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 ptipadé jednotlivych vzorkt) se vyznamné nelisi (p>0,05), zatimco sloupce s riznym

hornim indexem velkym pismenem vykazuji vyznamny rozdil (p<0,05).
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4.4.2 Stanoveni antioxidacni aktivity (ABTS, DPPH) a celkovych

polyfenola a flavonoidii v ledovych matcha cajich

Vysledky stanoveni antioxidacnich aktivit pro metody se zhdSenim
radikalt DPPH a ABTS metody jsou zapsany do Tab. 12. Provedenou analyzou
s ABTS bylo zjisténo, Ze antioxida¢ni aktivita u ledovych matcha cajl je
nejvyssi u pfipravy 3 metodou. Z hlediska hodnot AOA lze tuto metodu
ptipravy doporucit. Pfi stanoveni s pouzitim DPPH vysla jako vyhodnéjsi
metoda 1. Zalezi tedy na zhaSeném radikdlu. V soucasné dobé nejsou v
literatuie moc dostupna data o méieni AOA u ledovych matcha ¢aji. Hodnoty
s vyuzitim radikalit ABTS a DPPH koreluji se studii Farooq a Seghal (2018).

Jak je vidét v Tab. 12, 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 miZzeme domnivat, Ze na obsah celkovych
polyfenoli a flavonoidi ma vliv vyluhovatelnost, a tim souvisi 1 moznost vySsi
redukce volnych radikali.

Tab. 12 Vysledky antioxidaéni aktivity a celkovych polyfenolt a flavonoida

Vzorek ABTS [mg TE.g?]
Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3
Japan bio matcha 40,6 + 0,28A 29,1 +0,7°A 48,3 + 0,9°A
Allnature 42,6 + 0,828 37,0 £ 0,98 52,7 +1,4°B
Wolfberry 34,4 +0,92C 28,0 + 0,64 42,7 +0,9¢C
Vzorek DPPH [mg TE.g}]
Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3
Japan bio matcha 351 + 18~ 239 + §bA 160 + 6°A
Allnature 335+ 1628 285 + 8B 175 + 4¢B
Wolfberry 307 + 10*¢ 289 + 9bB 179 + 4°B
Vzorek TPC [mg GAE.g?]
Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3
Japan bio matcha 83,6 + 3,28A 86,7 + 2,504 90,8 + 2,8%A
Allnature 74,9 + 1,228 79,1 + 3,208 78,3 + 3,208
Wolfberry 72,2 +1,13¢ 72,0 +1,32¢ 78,3 + 2,68
Vzorek TFC [mg RE.g7]
Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3
Japan bio matcha 57,3 +1,5%A 52,0 + 1,624 61,5 +2,3°A
Allnature 50,4 + 1,728 49,3 + 1,228 49,7 + 1,228
Wolfberry 432 +1,13¢ 46,6 +1,3°¢ 474 +1,4°C

Vysledky jsou uvedeny jako primér = SD, n=5 (priimérna hodnota z péti métfeni) Vv susing
vzorku. Priméry v ramci fadku s alespon jednim identickym malym hornim indexem (v
ptipad€ 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
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identickym hornim indexem velkym pismenem (v pfipadé¢ jednotlivych vzorkl) se
vyznamné neli§i (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 polyfenold, GAE — ekvivalent kyseliny gallové, TFC — celkovy obsah

flavonoidu, RE — ekvivalent rutinu.

4.5 Experimentalni ¢ast IV — stanoveni vybranych nutri¢nich a
biologicky aktivnich latek v nestraveném podilu matcha

Caje po procesu simulace traveni procesem in vitro

4.5.1 Stanoveni suSiny, popela a stravitelnosti

Obsah susiny a popela a hodnoty stravitelnosti technikou in vitro ¢aji matcha
jsou uvedeny v Tab. 13. Obsah susiny se pohyboval od 95,4 do 96,9 %. Podle
Vyhlasky 330/1997 Sb. by obsah vlhkosti zelen¢ho ¢aje nemél prekrocit 10 %.
Pokud jde o obsah popela, ISO 11287 stanovuje minimalni a maximalni obsah
popelana 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 ¢aje by obsah popela m¢l tvofit méné nez 5,54
%. Obsah suSiny a popele bylo nutno stanovit pro vlastni vypocet hodnot
stravitelnosti.

I kdyZ jsou tidaje hodnotici hodnoty stravitelnosti ¢aji 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 zndmo, Ze nizké
hodnoty stravitelnosti pozitivné koreluji s vysokym obsahem vldkniny. Vysoky
obsah vldkniny navic snizuje stravitelnost bilkovin a Skrobu. Bylo také
popsano, ze hodnoty stravitelnosti bilkovin vyznamné snizuji taniny (Rehman
et al., 2002).

Tab. 13 Obsah susiny a popele a hodnoty stravitelnosti in vitro ¢aji matcha

Matcha Susina [%0] Popel [%] Stravitelnost [%0]
JT 96,9+0,32 4,99+0,05° 65,8+0,32
AT 96,2+0,32 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 alespoii
jednim identickym malym hornim indexem se vyznamné nelisi (p>0,05). JT — japonsky bio
¢aj, AT — ¢aj Allnature, WT — Wolfberry ¢aj.
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Vyznamnym parametrem, ktery byl v této ¢asti studie stanovovan byl tzv.
faktor retence (RF, %). Faktor retence udava, jaké mnozstvi analytu zustava
stale zachyceno v nestraveném podilu vzorku po jeho digesci technikou in
vitro. Faktor retence RF je vyjadien v % a vypocita se dle nasledujiciho vzorce
(Kolackova et al., 2022):

CAnestraveny podil X (100—stravitelnost)

RF =

(4)

CAnativni forma

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

4.5.2 Vliv stravitelnosti na uvoeliiovani xantinovych alkaloida a L-

theaninu

Koncentrace kofeinu, theobrominu, theofylinu a L-theaninu v nativnich a
nestravenych ¢astech ¢ajii matcha jsou uvedeny v Tab. 14. Kofein byl pfitomen
v nejvyssi koncentraci, a to v rozmezi od 14,1 do 16,1 mg.g™, zatimco theofylin
vykazoval nejniz$i koncentraci (v rozmezi 8,06-19.4 ng.g?). Koncentrace
kofeinu vyluhované do ledovych matcha c¢aji byly vyznamné ovlivnény
teplotou vody. Vysoké teploty louhovani davaji vyssi vytéznost kofeinu. Velmi
dilezitym faktorem je také stati zelenych listli, protoze mladé¢ listy obsahuji
vy$si obsah kofeinu ve srovnani se starymi listy (Reto et al., 2007; Song et al.,
2012; Venditti et al., 2010). L-theanin, identifikovany jako hlavni volna
neesencialni aminokyselina v zeleném ¢aji, se podili na chuti umami zelenych
¢ajui (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.gY) lze pficist technologii zastifiovani, kterda umoznila syntézu vysokého
mnozstvi L-theaninu i kofeinu (Jakubczyk et al., 2020; Sano et al., 2018;
Adhikary a Mahdal, 2017). Piestoze interakce mezi kofeinem a L-theaninem
neni zatim bliZze definovana, lze konstatovat, ze vzorky s niz§im pomérem
kofein/L-theanin maji méné vyrazny stimulac¢ni 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 srovnatelné s
uvedenym vyzkumem, i1 kdyZ zde byla technika luhovani za studena. Kromé
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 ¢aji mezi 3,95—
8,39 mg.g?, kdyz byly listy extrahovéany pfi 80 °C po dobu 3 minut. Existuji
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omezen¢ udaje tykajici se extrakce theobrominu za studena. Variabilita hladin
kofeinu mezi vzorky byla vyznamné mensi nez u hladin theofylinu (8,06-19,4
ng.gl). Theofylin, ktery je ve stopovém mnoZstvi obsazen v &ajich, ma
podobny fyziologicky ucinek jako kofein (De Paula Lima a Farah, 2019).
Extrémné vysoké mnozstvi theofylinu (az 1,99 mg.g?t) bylo detekovéano v
zeleném caji Sullulah pochazejiciho z Indie (Sharma et al., 2005).

Vysledky ukézaly, ze v nestrdvenych castech vzorkli ¢aje matcha byla
detekovana nizkd mnozstvi kofeinu a stopova koncentrace L-theaninu.
Nejvyssi retenci v matrici matcha c¢ajovych listi 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 pti procesu traveni. Vzhledem k omezenym
udajim vénovanym stravitelnosti a biologické dostupnosti alkaloidii z caje
matcha je sloZité porovnavat vysledky ziskané v této praci.
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Tab. 14 Xantinové¢ alkaloidy a L-theanin stanovené v nativni a nestravené ¢asti ¢aje matcha

Sloucenina Nativni JT Nativni AT Nativni WT  Nestravena Nestravena Nestravena RF
JT AT WT [%]
[mg.g?]
Kofein 16,1+0,3 14,1+0,2° 15,3+0,1° 5,26+0,12A 3,660,108 4,99+0,15¢ 9-13
L-theanin 9,85+0,108  4,2240,05°  4,46+0,10° 0,15+0,01* 0,09+0,018 ND <1
Theobromin 0,14£0,02°  0,27+0,02*  023+0,02° ND ND ND —
[ng.g™]
Theofylin
8,06+0,15° 19,440,2° 13,040,2¢ ND ND ND —
Pomér kofein/
_ 1,63 3,34 3,34
L-theanin

Vsechny vysledky jsou uvedeny v susing jako prumér = SD, n=5 (prumér z péti mefeni). Vysledky v radmci a fadek s alespon jednim identickym

malym hornim indexem (v pfipad€ nativni matcha) se vyznamné nelisi (p>0,05), znamena v rdmci fadku s alesponl jednim identickym hornim

indexem velkym (v pfipad¢€ nestravené ¢asti matcha) do se vyznamné nelisi (p=>0,05). JT — Japonsky bio ¢aj, AT — ¢aj Allnature, WT — Wolfberry

¢aj, RF — reten¢ni faktor. LOQ: L-theanin a theobromin 0,05 pg.g™, theofylin 0,02 pug.g™.
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5 PRINOS PRO VEDU A PRAXI

Matcha ¢aj je unikatni v konzumaci celych ¢asti ¢ajovych listkli spolecné s
nalevem. Pro svou unikatnost konzumace je prace zaméiena 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. Déle byly vyuzity tfi odlisné

metody vyroby ledovych matcha ¢ajl, u kterych taktéz probihaly analyzy.

Ptinosy vysledkil pro védu a praxi:
- validace metod pro stanoveni L-theaninu, theobrominu a theofylinu na HPLC,
- diky této studii byly sepsany bakalaiské a diplomové prace na téma matcha Cajt,

- nové poznatky a data dosud neuvéiejnénych analyz v matcha Cajich zejména
uvoliovani analyti po stravitelnosti byly publikovany v ¢asopisech s vysokou

hodnotou impakt faktoru

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

Disertatni prace se zabyva vyrobou matcha caje a charakteristikou jeho
obsazenych nutri¢nich a biologicky aktivnich latek. Samotna analyza probihala ve
ctyfech oddélenych experimentalnich Castech, kdy byl analyzovan praSek matcha
Caje, pripravené¢ vyluhy matcha cCaje, ledové matcha Caje a byl analyzovan i

nestraveny podil po simulaci traveni v podminkach in vitro

Obsah popele, reprezentujici obsah mineralnich latek, se u matcha ¢aji pohyboval
v rozmezi 4,58 az 8,32 %. Matcha Caje, ve srovnani s listy klasickych zelenych Cajt,
obsahuji vysoké koncentrace bilkovin, a to az 35 %. Praskova forma matcha Caje je
bohata na podil lipidd, ktery mlze presahovat 1 5 %, coZ je nutno zohlednit pii
samotném baleni a skladovani z dlivodu potencialniho Zluknuti (hlavné oxidacniho).
Co se tyka obsahu hrubé a neutrdlné-detergentni vldkniny, tyto se pohybovaly
v rozmezi od 10,7 do 17,5 % a od 30,7 do 42,8 % v daném poradi. Hodnoty
stravitelnosti organické hmoty vzorku byly naméfeny v rozsahu od 59,4 do 71,3
%. V porovnani s klasicky péstovanymi listy zeleného ¢aje ma matcha ¢aj vyssi
obsah chlorofylu a i b. Diky technice zastinovani maji matcha ¢aje i vyssi obsah
kofeinu (az 34,1 mg.g™?). Caj matcha je bohaty na prvky Mg, P, K, Ca, Fe, Zn, Mn a
Cu.

Mezi nejhojnéji zastoupené polyfenolické kyseliny matcha Caji se fadi kyseliny

chlorogenova, sinapova, ellagova a gallova.

Pro simulaci cold brewing techniky byly zvoleny tfi metody ptipravy ledovych
¢aji. V navaznosti na stanoveni vyluhovatelnosti kofeinu, theofylinu, theobrominu
a L-theaninu pii 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 piipad¢ celkovych polyfenolit a polyfenolického profilu, byla jako nejlepsi
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extrak¢éni technika vyhodnocena teplota extrakce 70 °C po dobu 5 minut

s naslednym piidavkem ledu.

Theobromin a theofylin nebyly detekovany v nestravenych Céastech matcha
prasku. Mohly tak byt zcela uvolnény a absorbovany nasledné travicim traktem,
nebo podlehly degradaci pfi procesu traveni. Z alkaloida zlistal po procesu simulace

traveni v nestraveném podilu vazan prakticky pouze kofein, a to z 9—13 %.

Z dosazenych vysledki l1ze shrnout, Ze matcha Caje maji vysokou antioxidacni
aktivitu a jsou zdrojem chlorofylu, polyfenoli zejména z fady katechini, kofeinu,
L-theaninu, mineralnich a stopovych prvki, maji vysoky obsah bilkovin. Matcha ¢aj
Ize doporucit ke konzumaci ve formé napoje, jak teplého, tak i ve formé ledovych
¢ajii. V dnedni 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

AAE
ABTS
AMK
AOA
BAL
CF
DAD
DMD
DPPH
GAE
HPLC- UV

HPLC

NDF
OMD

RE
TE
TFC
TPC

Ascorbic Acid Equivalents (Ekvivalenty kyseliny L-askorbové)
2,2"-azinobis (3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonat)
Aminokyselina

Antioxidacéni aktivita

Biologicky aktivni latky

Crude Fiber (Hruba vlédknina)

Diode Array Detector (Detektor diodového pole)

Dry-matter digestibility (stravitelnost susiny vzorku)
1,1-difenyl-2-((2,4,6- trinitrofenyl)hydrazyl)

Gallic Acid Equivalent (ekvivalent kyseliny gallové)

High-Performance Liquid Chromatography (Vysokouc¢inna
kapalinova chromatografie) s UV detekci

High-Performance Liquid Chromatography (Vysokoucinna
kapalinova chromatografie)

Neutral-Detergent Fiber (Neutralné-detergentni vlaknina)

Organic-Matter Digestibility (stravitelnost organické hmoty
vzorku)

Rutin ekvivalent

Trolox

Total Flavonoid Content (Celkovy obsah flavonoidi)
Total Phenolic Content (Celkovy obsah polyfenoli)
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