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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva netradicnim zpiisobem analyzy theaninu pomoci plynové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii. Pfitomnost této aminokyseliny byla zkoumana
v ruznych druzich ¢ajii a vzorkl bylin.

Nezbytnou soucasti zpracovani vzorkii byl proces derivatizace, ke kterému bylo
pouzito ¢inidlo methylchlorformiat. Ke kvantifikaci theaninu ve vybranych vzorcich byly
zvoleny dvé metody, metoda vnitiniho a vnéjSiho standardu. Jako vhodné&jsi byla zvolena
metoda vnitiniho standardu. Zjisténé koncentrace theaninu se v Pu-Erh, zelenych a ¢ernych
Cajich pohybovaly od 1,010 do 2,356 mg/g, pficemz nejvice theaninu obsahovala Matcha.
U bylinnych ¢ajii nebyla tato aminokyselina detegovdna, vyjma maty, kde byl theanin

obsazen ve velmi malém mnoZstvi.



SUMMARY

In this study an unconventional analysis of theanine by gas chromatography with
mass spectrometry is used. The presence of this amino acid was investigated in different
kinds of teas and samples of herbs.

Derivatization was the necessary part of sample preparation with methyl
chloroformate as derivatization reagent. The methods of internal and external standard were
used for theanine quantification in selected samples. Using the method of internal standard
the concentration of theanine in Pu-Erh, green and black teas was from 1,010 to 2,356 mg/g.
Matcha tea contained the most theanine. This amino acid wasn’t detected in herbal teas

except for mint tea which contained very small quantity of theanine.
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1 UVOD

Caj, po celé Asii znamy jako jeden z nejvétsich &inskych pokladi, je hned po vodé
druhym nejuzivanéjSim napojem na svété. Od pocatku byl ¢aj spojovan se
zdravim a uznavan pro svou schopnost zahanét inavu, stimulovat psychicke sily a zvySovat
hladinu energie. Stimulujici vliv ¢aje harmonizuje dva zdanlivé protikladné elementy nasi
psychiky — bd¢€lost a uvolnéni.

Dnes mame na trhu velké mnozstvi bylinnych &aj, které byly samoziejmé v Ciné vzdy
tradici, vice ov§em v roli 1¢ku nezli napoje. [1]

Teoreticka Cast této bakalarské prace je zamétena na typické latky obsaZené v Cajich.
Experimentalni ¢ast je vénovdna aminokyseliné theaninu a jeji analyze plynovou

chromatografii.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Péstovani Caje

Cajovnik je stale zelena rostlina s malymi bilymi kvéty. Je domovem v Tibetu, Cing
a severni Indii. Odrad ¢ajovnikii je pouze nékolik, zatimco druhii ¢aje je bezpocet. Rozdily
mezi nimi jsou dany odrtidou rostliny, metodami zpracovani, ale i topografii, druhem ptdy
a podnebim ¢ajovych oblasti, z nichz pochazeji.

Mista vhodna k péstovani ¢ajovniku obepinaji Zemi v Sirokém pasmu po obou stranach
rovniku. Nejvyhodnéjsi oblasti pro jeho péstovani lezi v horskych oblastech v nadmoiské
vySce do 1800 metri. Velkd vyska chrani rostlinu pfed nadmérnym slune¢nim svitem
a vytvari vlhkost a teploty, v nichz se listy a vyhonky vyvijeji pomalu a zGstavaji mekke.

Péstovanim rostlin za téchto podminek se zvySuje obsah kofeinu, aminokyselin a silic. [1]

2.2 Druhy ¢aje dle zptlisobu zpracovani

Ackoli se pro vyrobu zelené¢ho a erného ¢aje hodi jin¢ odriidy ¢ajovnikii, pochazeji oba
druhy caje ze stejné rostliny. Rozdil je ve zpisobu zpracovani, tedy v procesu nepiesné
oznacovaném jako fermentace. Fermentace znamena kvaseni, coZ je proces, ktery v ¢aji ani
zdéanlivé neprobiha. Ve skutecnosti se jedna o oxidaci polyfenold, kterd vede k chemickym

zméndm v Cajovych listcich a zplsobuje jejich tmavnuti. [1,4]

2.2.1 Zeleny ¢aj

Pfi ruéni vyrobé zeleného caje se nechavaji listy nejdiive zavadnout. Poté se
deenzymuji prazenim na panvi, aby se enzymy obsazené v buiikdch umrtvily a nedochazelo
tak k fermentaci. Nasleduje suSeni na bambusovych platech, béhem n¢j se listy
nacechravaji, obraceji a nékolikrat se pfi tom ru¢né svinuji. [1]

Pfi mechanizovaném zpusobu zpracovani se pouzivaji dva postupy, které maji
zabranit fermentaci ¢ajovych listkil, a sice metoda napafovani a metoda prazeni. U prvni
metody se na listy kratce ptsobi horkou vodni parou nebo se listy na kratkou dobu ponofi

do vrouci vody. Pfi druhé z uvedenych metod se listy prazi ve velkém bubnu, ktery ma uvnitt



nékolik vyhiivacich ty¢i. Stalym ota¢enim bubnu s proudem horkého vzduchu, jehoz teplota

dosahuje zhruba 90 °C, se listy ususi. [2]

2.2.2  Cerny ¢aj

Cerny &aj je zoxidovan nejvice a obsahuje tedy jak okysli¢ené, tak i neokysli¢ené
polyfenoly. Oba maji v ¢aji svou podstatu. Okyslicené vytvaii aroma a barvu ¢erného caje,
zatimco neokysli¢ené polyfenoly dodévaji napoji charakteristickou trpkost.

Metoda zpracovani ¢erné¢ho Caje se skladd ze Ctyt kroki: zavadnuti, svinovani,
fermentovani a suSeni (deenzymace). Listy se rozprostfou na bambusovych platech a nechaji
se uschnout na vzduchu. Tim ztrati asi 30 % vlhkosti a ziskaji potiebnou poddajnost. Poté
nasleduje svinovani, jehoz cilem je narusit povrch listi a rozbit membrany, aby doslo ke
spojeni katechinii s enzymem polyfenoldzou, ktery spousti jejich oxidaci. Listy se
rozprostfou na chladném misté a fermentace pokracuje nékolik dalSich hodin. Pti fermentaci
listy absorbuji kyslik, ktery aktivuje enzymy vytvaiejici silice a ptsobici dalSi chemické
zmény, jako napiiklad oxidaci nékterych polyfenoll. Plivodni zelend barva listli se méni na
tmaveé hnédou. Poslednim krokem je suSeni, které se provadi na velkych kovovych panvich
na prudkém ohni. Timto procesem se zastavuje ¢innost enzymil, sterilizuji se listy a dochazi

k ukonceni fermentace. Nakonec se listy prosévanim rozd¢li podle velikosti. [1]

2.2.3 Oolong

Caje oolong jsou polofermentované, tvoii tedy prechod mezi zelenymi a ¢ernymi
¢aji. Jejich vyroba je dosti narocnd. Natrhané ¢ajové listky se rozprostrou na kusy latky a na
rozdil od ostatnich ¢ajii se nechavaji zavadnout na ptfimém slunci. Poté se listy naplni do
bubntl, kde se znovu susi a pretiasaji, aby se bunééné membrany na povrchu listl rozrusily
a mohlo dojit k oxidaci. Horké¢ listy se zabali do kust bavinéné latky, baliky se pievazou
$iirou a zabalené listy se hnétou a valcuji. Poté jsou znovu susSeny ve vyhiivaném bubnu.
Vyhoda této metody spociva v tom, ze oxidace zasahuje jen okraje ¢ajovych listkd, zbytek
neporusené bunééné struktury si zachovava ptirodni polyfenoly. Oxidace je ukoncena ve
chvili, kdy se okraje listl zbarvi do Cerna, ale stfed listli zlstava zeleny. Po takovémto
zpracovani jsou listy pevné a svinuté. Nakonec jsou jesté jednou zahiivany, aby se zvysila

jejich trvanlivost. [2,4]
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2.2.4 Bily ¢aj

Bily ¢aj se zhotovuje ze zvlastnich ,bilych® ¢ajovnikli. Na jafe se sbiraji jesté
nerozvinuté bilé pupeny cajovnikli a mladé stiibtité listky, které se nesméji zahftivat,
svinovat ani lisovat. Pupeny se nechavaji zavadnout a pfetfdsdnim na platech se mirné
pomackaji. Tim dojde k naruseni bunééné membrany, coz vede ke slabé oxidaci, brzy

prerusené susenim. [2,4]

2.2.5 Pu-Erh

Tento druh caje vznikd zvlastnim postupem a nejcastéji byva slisovan do cihel,
kolact nebo misek. Nejprve se atypicky Siroké Cajové listky z jarni sklizné oSetfuji parou
a kulturami specidlnich hub, nasledné se volné plni nebo lisuji do malych forem. Poté se
skladuji v chladu nékolik mésicli, let nebo dokonce desetileti. Pii dlouhém skladovani

ziskava €aj své osobité a zemité aroma. [2]

2.3 Dalsi druhy ¢aja

2.3.1 Caj maté

Caj maté neni ¢ajem v pravém slova smyslu, nebot’ ptedstavuje jiny botanicky druh,
a to suSené listy stromu Cesminy paraguayské. Pfi sklizni se sekaji celé vétve a listy jsou
,preparovany* mavanim vétvi nad ohném, tim listova pokoZzka praska a list se Castecné susi.

Posléze se listy drti a bali. [4]

2.3.2 Matcha

Pod timto ndzvem se ukryva unikétni zeleny praSkovy ¢aj. Vyrabi se z nejkiehcich
Cajovych listkli, které se pii zpracovani nesvinuji, ale po usuSeni se znich specidlnim
zpusobem vypreparuji zilky. Zbylé listové trzky se rozemelou na ¢ajovy pudr jasné zelené

barvy. [4]
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2.4 Chemické latky obsaZené v ¢ajich

Suché¢ listky ¢aje obsahuji fadu substanci. Nejdilezitéjsi jsou alkaloidy, polyfenoly
a aminokyseliny. Pfi chemické analyze se kromé suSiny a vody zjistila pfitomnost dalSich
latek jako naptiklad minerald, vitamint a silic.

Pii spafovani €aje dochazi k extrakci u¢innych chemickych latek v zdvislosti na jeji

délce. Prvni minuty se vylucuje kofein, pozdéji tanin. [3]

2.4.1 Alkaloidy

Alkaloidy jsou pifirodni dusikaté latky bazického charakteru. VéEtSinou se jedna o bilé
krystalické latky nerozpustné ve vodé. U rostlin plni pfedevS§im ochranou funkci, odpuzuji
bylozravce a ldkaji opylovace. Cajové alkaloidy piiznivé ovliviiuji &innost centralni nervové
soustavy. Mezi alkaloidy pfitomné v Cajich patii tzv. purinové alkaloidy, a to kofein,

theobromin a theofylin. [4]

Kofein

Nejvyznamnéji se v ¢aji uplatituje thein. Tento xanthinovy alkaloid, objeveny v ¢aji
v roce 1827, je chemicky identicky s alkaloidem kofeinem (Obr. 1) objevenym o osm let
diive v kavé. Kofein je velice cenény a dobfe znamy hlavné diky stimula¢nim ucinkiim na
centralni nervovy sytému. Dokaze oddalit inavu, zlepsit pozornost a zbystfit mysleni. [6,7]

Zatimco kofein v kavé je pfitomen ve volné formé, v ¢aji je vazan ve formé soli na
organické kyseliny. Dal$im divodem odlisného fyziologického plisobeni kofeinu v kave
a ¢aji na clovéka je pfitomnost aminokyseliny theaninu, kterd je pro ¢aj jedine¢na. Diky
obsahu katechinl je ucinek kofeinu v €aji sice mirnéjsi, le¢ trvalejsi nez u kavy. Zeleny
a ¢astecné oxidovany €aj nemaji niz$i obsah kofeinu nez ¢aj Cerny, jak je Casto uvadéno.
Nicméné uvoliuji jej pomaleji, takze Salek zeleného caje ¢i oolongu obsahuje mensi
mnozstvi kofeinu. Jeden Salek cerného Caje obsahuje stejné mnozstvi kofeinu jako jeden

a pul salku oolongu ¢i tfi Salky zeleného ¢aje. [7,15]
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Obr. 1 Strukturni vzorec kofeinu

Theobromin a theofylin

Theobromin (Obr. 2) (3,7-dimethylxanthin) patfi mezi xanthinové alkaloidy
a navzdory svému jménu neobsahuje zadny brom. Tento hotky alkaloid je obsaZen zejména
v kakau. V ¢aji se vyskytuje v mnohem mensim mnozstvi nez kofein a nema prakticky zadny
stimula¢ni G¢inek na centralni nervovou soustavu. [16]

Theofylin (Obr. 3) (1,3-dimethylxanthin) je pfirodni alkaloidni derivat xanthinu
izolovany z ¢ajovniku ¢inského a kavovniku. Na rozdil od theobrominu mé diuretické

ucinky a také stimula¢ni u€inky na srdecni a centralni nervovy systém. [17]

0 CH, 0
HN N AN §
A A A AV
0" N N 0~ "N N

CHs CHs

Obr. 2 Strukturni vzorec theobrominu Obr. 3 Strukturni vzorec theofylinu

2.4.2 Polyfenoly

Polyfenoly jsou obrovskou skupinou latek vyskytujici se v rostlinach. Jsou to
ptirodni nebo syntetické aromaty substituované jednou ¢i vice hydroxylovymi skupinami.

Dle vlastnosti je mizeme d¢lit na chutové latky (taniny), barviva (flavonoidy,
xanthony), pfirodni antioxidanty (flavonoidy), vonné latky (nékteré benzochinony,

kumariny). [15,21]
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Katechiny

24

(EC), epigallokatechin (EGC), epikatechin galdt (ECG) a epigalokatechin galdt (EGCG)
(Obr. 4). [5]

Maji mnoho zdravi prospéSnych ucinkd, plisobi jako antioxidanty a proti zanétim.
Katechiny, obsazené zejména v zeleném caji, blokuji plsobeni nékterych
karcinogent a snizuji jejich obsah v krvi az 0 90 %. Obsah katechinil v zeleném c¢aji je az
trojnasobné vyssi nez v ¢erném caji kvili fermentaci. Nejrozsifengj$Sim katechinem je
EGCQG, ktery tvoii az 65 % z celkového mnozstvi katechinti pfitomnych v ¢aji. Tyto latky

jsou hlavnimi nositeli chuti a barvy napoje. [4,6,23]

OH OH
OH OH
HO [ T HO o_ . ok
“OH ~o—cC OH
]
OH OH O
o ) oH
(-)-Epicatechin (-)-Epicatechin gallate
OH OH
OH OH
HO O HO O >
OH on PH
“~oH “o—(.l* OH
|
OH OH (8]
e 5 22 % OH
(-)-Epigallocatechin (-)-Epigallocatechin gallate

Obr. 4 Struktury katechinl obsaZenych v ¢aji

Trisloviny (taniny)

Ttisloviny jsou rostlinné polyfenoly vyznacujici se trpkou chuti. Pisobi predevsim
jako ochrana pted bylozravci, ale také jako pesticidy ¢i regulatory riistu rostlin. [12]

Z chemického hlediska se déli do dvou hlavnich skupin hydrolyzovatelné
a kondenzované. Hydrolyzovatelné tfisloviny se skladaji ze sacharidu spojeného esterovou

vazbou s fenolickou kyselinou, zejména kyselinou gallovou (Obr. 5) a jejimi derivaty. VéEtsi
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skupinu tvofi kondenzované taniny, které¢ neobsahuji ani sacharidovou slozku, ani fenolické
kyseliny. Jsou odvozeny od zdkladniho skeletu flavanu (Obr. 6), ktery je substituovan
alkoholickymi skupinami v poloze 3 (3-flavanol) nebo 3 a 4 (3,4-flavandiol). Spojenim

téchto monomerti vznikaji kondenzované tiisloviny. [11,14]

HO COOH

HO
OH

Obr. 5 Struktura kyseliny gallové Obr. 6 Struktura flavanu

2.43 Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou karboxylové kyseliny substituované vesmées jednou primarni
aminoskupinou, méné Casto sekundarni aminoskupinou védzanou v cyklu. Na stavbé bilkovin
se podili jen 20 zékladnich aminokyselin, které se oznacuji jako kédované. V biologickych
materidlech je naprostd vétSina aminokyselin vazana v bilkovinach, jen maly podil je ve

volné formé. [11]

Theanin

Kromé jiz zminéného kofeinu obsahuje ¢aj i dalSi biologicky aktivni latky s
povzbuzujicim u¢inkem jako naptiklad theanin (Obr. 7). L-theanin je derivatem L-glutaminu
(L-y-glutamylethylamid nebo N°-ethyl-L-glutamin). Je to bezbarva, lehce sladké a ve vodé
rozpustna sloucenina s molekulovou hmotnosti 174,2 g/mol. Teplota tani této latky
je 214-215 °C a je fazena mezi neesencialni aminokyseliny. Poprvé byl nalezen na pocatku
devadesatych let v Cajovych listcich (Camellia sinensis). Dal§im pfirodnim zdrojem
theaninu je hiib Xerocomus basius, ktery se v pfirodé vyskytuje vzacné. Primérny obsah
theaninu v Cerstvych cajovych listcich tvofi 1,2—6,2 mg/g, obsah této aminokyseliny v
ususSenych listech je 1-2,5 % z celkové hmotnosti. [22,34]

Theanin je chiralni sloucenina, vyskytuje se tedy ve form¢ dvou enantiomert. V ¢aji

je pfitomen pfevazné L-theanin, D-isomer se v tomto napoji vyskytuje jen ve velmi malém
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mnozstvi. Ukézalo se, Ze mezi témito enantiomery jsou znacné rozdily. D-theanin je ihned
vylu€ovan moci, zatimco L-theanin je nejdiive metabolizovan na ethylamin a kyselinu
glutamovou a poté je vyloucen ven z téla. Dale bylo zji§téno, ze L-theanin je 1épe absorbovan
v téle a pokud jsou oba enantiomery podavany soucasné, pusobi jako antagonisté. Z téchto
rozdild je patrné, Ze enantiomery této aminokyseliny nejsou bioekvivalentni. JelikoZ jsou
potravinové dopliiky obvykle smési enantiomert, muize byt jejich pisobeni rozdilné
v zavislosti na jejich enantiomernim slozeni. [7,20,22,34]

Dlouho se o této aminokyselin€ nic nevéde€lo, pied par lety se objevily védecké studie
prokazujici jeho pozitivni vliv na emocni stav, kvalitu spanku, kardiovaskuldrni choroby,
rakovinu a obezitu. Déle L-theanin zvySuje produkci dopaminu a serotoninu v mozku, ¢imz
vyvolava relaxacni G€inky. Bylo také zjiSténo, ze L-theanin plsobi proti stimulacnimu
ucinku kofeinu. Kombinace L-isomeru této aminokyseliny s kofeinem zvySuje schopnost
soustiedit se. [7,9]

Izolace theaninu z ¢aje a dalSich zdroji je velmi komplikovand a drahd. Pfedevs$im
kvili jeho pfiznivym ucinkim bylo provedeno mnoho pokust tykajicich se jeho
biochemické a chemické syntézy. Naptiklad v publikované préaci Tachiki a kolektiv [35] byl
theanin syntetizovan z glutamatu a ethylaminu v pfitomnosti pekai'skych kvasnic jako zdroje
ATP a bakteridlni glutamin syntetdzy. Kvuli nizké reaktivit¢ glutamin syntetdzy
s ethylaminem nebyl vytézek reakce uspokojivy.

L-theanin nejenZze zvySuje chut a kvalitu caje, ale také hraje vyznamnou
fyziologickou roli v ¢ajovniku. Tato latka je syntetizovana zkyseliny glutamové a
ethylaminu pomoci theanin syntetazy v kofenech ¢ajovniku, odkud je transportovan do novée
rostoucich listkl, kde slouzi jako zdroj dusiku. Po vystaveni slune¢nimu zareni se L-theanin
hydrolyzuje na své prekurzory a uvoliiuje glutamin a ethylamin, které dale slouzi jako
prekurzory syntézy katechinu. V téle se L-theanin neshromazd’uje, ale je metabolizovan
v krvi, jatrech a mozku. Do 24 hodin je kompletné eliminovan z téla moci. [24, 34]

V experimentech na opicich bylo zjisténo, ze L-theanin tlumi abstinen¢ni ptiznaky
opiatd. V dalsi zkouSce na mysich byly zjistény jeho anxiolytické ucinky. Vysledkem téchto
experimentll bylo zjisténi, Ze tato aminokyselina je vhodna pro zmirnéni abstinen¢nich

ptiznakii u lidi a je také vhodna pro 1é¢bu poruch souvisejicich s tzkosti. [8]

16



NH,
N OH
H-C N
3 N
(0] 0]

Obr. 7 Strukturni vzorec theaninu

2.4.4 Mineraly a vitaminy

Caje obsahuji také Sirokou 8kalu vyznamnych mineralt, jako naptiklad draslik,
hlinik, hoicik, vapnik, zinek, zelezo, fosfor, sodik, fluor a mangan. Dale v tomto népoji
nalezneme vitaminy. NejvySe na seznamu je vitamin C, jehoz obsah v zeleném caji je
desetkrat vyssi nez v ¢aji cerném. Z dalSich vitamint se v ¢aji nachazi vitamin D, K a Bs.

[4,10]

2.4.5 Silice

Silice neboli éterické oleje jsou slozité smesi vonnych tékavych latek obsazenych
v pfirodnich rostlinnych materidlech. VétsSina silic obsahuje zna¢ny podil terpenovych
(monoterpenovych a seskviterpenovych) uhlovodiki. Tyto terpenové uhlovodiky jsou Casto
pfi¢inou zhorSeni kvality silic, protoze na vzduchu snadno oxiduji nebo podléhaji
polymeraci. Pro vonny a chutovy charakter silic nemaji terpenové uhlovodiky zasadni
vyznam, hlavni nositelé chuti a vlin€ jsou kyslikaté latky (alkoholy, aldehydy, ketony, estery,
atd).

Charakteristickymi slozkami riznych silic jsou acyklické monoterpenové alkoholy.
Z béznych alifatickych alkoholl je nejvyznamnéjsi linalool (3,7-dimethylokta-1,6-dien-3-
ol). Vyznamnou aromatickou slozkou silice $alvéje je bicyklicky monoterpenovy alkohol
borneol  (1,7,7-trimethyl-bicyklo[2.2.1]heptan-2-0l).  Slozkou aromatu caje je
seskviterpenovy alkohol farnesol ((2E,6E)-3,7,11-trimethyldodeca-2,6,10-trien-1-ol). [38]
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Obr. 8 Strukturni vzorec linaloolu Obr. 9 Strukturni vzorec borneolu
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Obr. 10 Strukturni vzorec farnesolu

2.5 Metody pouzité pri analyze theaninu

2.5.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je metoda urcend k separaci a identifikaci plynti, kapalin
i pevnych latek. Jednotlivé slozky se déli mezi dvé faze, fazi pohyblivou — mobilni a fazi
nepohyblivou — stacionarni.

Zpracovani nékterych vzorkd pro analyzu plynovou chromatografii vyzaduje proces
zvany derivatizace. Napfiklad vysokomolekularni latky s funkénimi skupinami -OH, -NHo,
-COOH nelze analyzovat ptimo, protoze jsou vlivem téchto skupin znacné polarni a mélo
tékavé. Obvykle tak dochazi k jejich adsorpci v koloné a tim k chvostovani piki. Ptipravou
vhodnych derivati lze tyto potize odstranit. Hlavnim cilem derivatizace v plynové
chromatografii je zvySeni tékavosti, zlepSeni u€innosti separace, zvySeni tepelné stability
latek a citlivosti detekce. Tento proces mize umoznit separaci latek, které¢ se jako volné

nedaji viibec oddélit.
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Derivaty jsou obvykle pfipraveny oddélené¢ od chromatografického systému. Méné
béznym zplsobem je ptiprava derivati piimo v davkovacim prostoru nebo Vv
chromatografické koloné¢ davkovanim vzorku a derivatiza¢niho ¢inidla za sebou v rychlém
casovém sledu, nebo soucasnym davkovanim. Takovou pfipravu derivatd lze pouzit jen
v ptipadé, kdy derivatiza¢ni reakce probihd dostatecné rychle. [30]

Pii derivatizaci je aktivni vodik, ktery je soucasti polarni skupiny, nahrazen alkylovou,
silylovou nebo acylovou skupinou. Z hlediska reakci, které probihaji pii tvorbé derivatd,
mizeme tento proces rozdé€lit na silylaci, alkylaci/esterifikaci a acylaci. Silylace slouzi ke
tvorbé vysoce tE€kavych a tepelné¢ stabilnich derivati. Nejcastéjsi reakce jsou
trimethylsilylacni, pii kterych je aktivni vodik nahrazen trimethylsilylovou skupinou. Pfi
alkylaci dochéazi k zdméné¢ aktivniho vodiku za alifatickou nebo alifaticko — aromatickou
skupinu. Derivaty jsou stabilnéj$i a méné polarni nez ptivodni latky. Mezi ¢asto pouzivana
alkyla¢ni ¢inidla patii alkylbromidy a alkyljodidy. Esterifikaci se rozumi kondenza¢ni
reakce karboxylové skupiny s hydroxylovou skupinou alkoholu nebo fenolu za tvorby
esteru. Kvili nejvyssi tékavosti ze vSech esterti a vysokym vytézkiim maji nejvétsi vyznam
methylestery. Derivaty charakteristické niz8i polaritou, vysokou té€kavosti a stabilitou
vznikaji acylaci. Pfi této reakci je vodik na polarni skupiné vyménén za skupinu acylovou.

U latek obsahujicich dvé a vice polarnich funkénich skupin (napf. aminokyseliny)
dochazi k jejich vzajemné interakci, ty vedou ke tvorbé vodikovych vazeb, kvili kterym jsou
tyto latky netékavé. Aminokyseliny jako silné polarni latky nelze analyzovat plynovou
chromatografii pfimo, ale musi se nejdiive pfevést na vhodny te€kavéjsi derivat.
NejbéznéjSimi Cinidly pifi derivatizaci aminokyselin jsou chlorformidty a N,O-bis-
(trimethylsilyl)acetamid (BSA). [31]

V praci [28] se Y. Sakamoto a kolektiv zabyvaji stanovenim komponent ve vzorku
zeleného Caje pomoci plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii. Derivatizace byla
provedena s pouzitim dvou derivatizacnich  ¢€inidel =~ N-methyl-N-trimethylsilyl
trifluoroacetamidu a roztoku methoxyaminu. Touto metodou bylo detegovano 71 slozek.

Jednou z latek, ktera byla touto cestou identifikovana v nemalém mnozstvi byl i theanin.
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2.5.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC je separatni metoda, kde je smés latek obsazenych ve vzorku rozdélena na
jednotlivé slozky prichodem kolonou. Separace latek je uskuteénéna na zakladé rozdilné
distribuce délenych slozek mezi dvé faze, mobilni a stacionarni.

Nejcastéji se piiprava vzorkli €aje pro analyzu theaninu pomoci HPLC provadi
nasledovn&. Cajové listky se nejdiive rozdrti na jemné Gastetky a poté jsou extrahovany
v destilované vod¢ ¢i methanolu. Jednotlivé postupy se lisi zejména v dob¢ extrakce, druhu
a teploté extrakéniho ¢inidla.

Separace nékterych slouc¢enin pomoci HPLC vyzaduje jiz zminény proces derivatizace
predevsim kvili detekci. Ten se miize provadét bud’ pted kolonu, nebo za ni. Pomoci
derivatizacnich ¢inidel se méni chemické a fyzikalni vlastnosti analytu. Pro derivatizaci pied
kolonou se pouzivd dansylchlorid, 9-fluorenyl-methyloxycarbonyl chlorid, o-ftalaldehyd
(OPA) a fenylisothiokyanat. Nej€asté&ji pouzivanym ¢inidlem pro derivatizaci za kolonou je
ninhydrin.

V praci publikované Y. Zhu a kolektiv [18] byla provadéna analyza aminokyselin
v ruznych vzorcich ¢aje Pu-Erh pomoci HPLC a za pouziti pfedkolonové derivatizace. Byl
pouzit systém Shimadzu HPLC vybaveny UV detektorem. Mobilni faze byla slozena
zrozpoustédla A, které obsahovalo 0,1M octan sodny a acetonitril v poméru 97:3
arozpoustédla B slozeného z acetonitrilu a vody vpoméru 4:1. Cajové listky byly
extrahovany v destilované vod¢ pti 80 °C po dobu tficeti minut. Jako derivatizacni ¢inidlo
byl v tomto postupu pouzit fenylisothiokyanat. Bylo prokdzano, Ze theanin je pfitomen ve
vSech vzorcich. Z tohoto experimentu vyplyva, ze pouziti zminéné metody je vhodné pro
rychlé a spolehlivé stanoveni aminokyselin v ¢ajich.

V dalsi publikované praci R. Horanni a U.H. Engelhardt [26] byla provadéna analyza
devatenacti aminokyselin (mezi nimi byl i theanin) v 86 vzorcich ¢aje pomoci HPLC.
Detekce byla provadéna pomoci detektoru s diodovym polem. Opét byla jako extrakcni
¢inidlo pouzita destilovana voda, tentokrat byly ¢ajové listky zality vrouci vodou a nechaly
se vafit na magnetickém michadle po dobu 10 minut. I v tomto postupu byl vyuzit proces
derivatizace pred kolonou a to pomoci 9-fluorenyl-methyloxycarbonyl chloridu (FMOC-CI).
Mobilni faze A obsahovala 0,1M roztok octanu sodného obsahujiciho 0,05% triethylamin
a mobilni faze B byla sloZena z acetonitrilu a vody v poméru 8:2. Pfitomnost theaninu byla

prokéazana ve vSech vzorcich a jeho reten¢ni ¢as €inil zhruba 22 minut.
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Prace S. Cheng a kolektiv [27] popisuje pouziti HPLC pfi analyze aminokyselin v ¢aji
za pouziti methanolu jako extrakéniho Ccinidla. Znovu byla pouzita pfedkolonova
derivatizace, tentokrdt pomoci o-ftalaldehydu. Detekce byla provedena detektorem

s diodovym polem.

2.5.3 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza patii mezi separatni metody zalozené na elektromigraci
v kapilate. Poskytuje mnoho vyhod, pfedevsim vysoké rozliSeni, rychlost analyzy, citlivost
a vyzaduje pouze malé mnozstvi vzorku. Vysoce U¢innd je kapilarni elektroforéza s LIF
(laserem indukovand fluorescence), bohuzel tato metoda vyzaduje pouziti velmi drahych
laserovych zdrojt. Jako alternativni zdroje se pouzivaji LED diody, které ale nejsou zdrojem
monochromatického zafeni, takze je obtizné zaméfit svétlo na malou kapilarni kolonu. Pro
takovéto ptipady byl navrzen zaostfovaci systém slozeny z plastové ¢ocky a objektivu, ktery
umoznuje efektivni zamétovani svétla na malé kapilary. Stejné€ jako ve dvou vyse uvedenych
metodéch, i zde je v nékterych postupech pouzita derivatizace. [19]

Tato metoda je ¢asto pouzivana pfi stanoveni aminokyselin. Ptiprava vzorki pro analyzu
theaninu v ¢ajovych listcich zahrnuje jejich extrakci v destilované vodé. Postup pfipravy se
v publikovanych pracich [19, 25, 29] lisi jen teplotou vody a dobou extrakce.

V préci publikované M.M. Hsieh a S.M. Chen [19] byl theanin a dalsi aminokyseliny
obsazené v ¢aji analyzovany kapilarni elektroforézou za pouziti LED diody jako zdroje
zéfeni. Cajové listky byly zality destilovanou vodou o teploté 25, 50, 75 a 100 °C
a extrahovany po dobu jedné minuty. Pouzitym derivatiza¢nim ¢inidlem byl naftalen-2,3-
dikarboxaldehyd. Vysledky prokdzaly, Ze koncentrace uvolnénych aminokyselin se
zvySovala s rostouci teplotou. Smyslem této prace bylo vyvinout jednoduchou, rychlou
a citlivou metodu pro analyzu aminokyseliny v ¢ajovych listech a napoji. Navrhovana
metoda poskytuje mnoho vyhod, jednak je diky pouziti LED diody jako zdroje pomérné
levna, rozliSeni a rychlost analyzy lze optimalizovat zménou délky kapilary.

V dalsi praci H. Horie, T. Mukai a K. Kohata [25] byla analyza theaninu v ¢aji opét
provadéna kapilarni elektroforézou. K detekci byl pouzit UV detektor. Cajové listky byly
extrahovany vrouci destilovanou vodou po dobu péti minut. Na rozdil od vyse uvedené
publikované prace zde neprobéhl proces derivatizace. Bylo zjiSténo, ze ve vSech
zkoumanych vzorcich ¢aje byl pfitomen theanin. Ve vzorku ¢aje vyssi kvality Gyokuro bylo

theaninu a kofeinu mnohem vice nez v ostatnich vzorcich.
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Stanoveni theaninu, kofeinu a katechini v €ajovych listcich metodou kapilarni
elektroforézy je popsano v praci Ch.N. Chen a kolektiv [29]. Tentokrat probihala extrakce
vrouci destilovanou vodou deset minut. Detekce byla provedena detektorem s diodovym

polem. Stejné jako v pfedchozim postupu, ani zde neprob¢hla derivatizace.

2.6 Pouziti plynové chromatografie pii analyze dalSich litek obsaZenych v ¢aji

2.6.1 Alkaloidy

Vroce 2018 T. Amini a P. Hashemi [32] analyzovali kofein v ¢aji metodou
homogenni mikroextrakce kapalina-kapalina (HLLME) v kombinaci s plynovou
chromatografii s hmotnostni spektrometrii. Suché ¢ajové listky byly suspendovany ve smési
vody a ethanolu. K suspenzi byl pfidan dichlormethan jako extrakéni ¢inidlo a nasledné byla
smés centrifugovana. Nakonec byl 1ul organické fadze obsahujici kofein injektovan do
GC-MS pro analyzu.

V publikované praci [33] je popsdna analyza kofeinu a dalSich methylxanthinovych
derivatl obsazenych ve vzorcich c¢aje, kavy, alkoholickych a nealkoholickych napoji
metodou tenkovrstevné chromatografie s plynovou chromatografii s hmotnostni
spektrometrii. Vzorek cajovych listkii byl nejdfive rozdrcen na prasek, poté byl smisen
s kyselinou sirovou a amoniakem a nasledné byl extrahovéan dichlormethanem. Pfi analyze
vzorku plynovou chromatografii s hmotnostnim detektorem bylo pouzito helium jako nosny
plyn. Jako mobilni faze pro analyzu na tenké vrstvé byly pouzity dva typy smési, a to
aceton:toluen:chloroform v poméru 40:30:30 a voda:methanol v poméru 7:50. Silikagelova
TLC desticka byla potazena fluorescen¢nim indikatorem. Nakonec byla TLC desticka
vysusena a skvrny jednotlivych slozek byly analyzovany pod UV lampou. Tato metoda se
prokédzala jako vhodnd pro kvantitativni a kvalitativni stanoveni methylxanthinovych

derivatl v riznych druzich napoja.

2.6.2 Polyfenoly

V publikované praci P.D. Collier a R. Mallows [36] byly katechiny stanoveny plynovou

rozdélovaci chromatografii s plameno-ionizaénim detektorem. Cajové listky byly
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extrahovany ethylacetitem a poté byla provedena derivatizace za pouziti N,O-bis-
(trimethylsilyl) acetamidu.

V praci [37] je popisovéano vyuziti dvou extrakénich metod, mikroextrakce pevnou fazi
(SPME) a simultanni destila¢ni extrakce (SDE), ve spojeni s plynovou chromatografii ke
stanoveni t¢kavych latek obsazenych v ¢aji Pu-Erh. Vysledkem této studie byla identifikace
79 t€kavych sloucenin ve vzorku, které zahrnovaly dusikaté slouceniny, aldehydy, estery,
polyfenoly, atd. Ukazalo se, Ze mikroextrakce na pevné fazi je vhodnéjsi pro vysoce tekave
slouceniny jako naptiklad nizkomolekuldrni alkoholy, polyfenoly, aldehydy a ketony. Latky
s nizkou te¢kavosti jako vysokomolekularni alkoholy, estery a kyseliny byly extrahovany

metodou SDE, ktera je pro né vyhodnéjsi kvili delsi dob¢ extrakce a vyssi pouzité teplote.

3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristrojové vybaveni a pomiicky

= Plynovy chromatograf — Agilent 7890A (Agilent, Santa Clara, USA)

= Hmotnostni spektrometr — Agilent 5975C Inert (Agilent, Santa Clara, USA)

= Autosampler — Agilent G4513A (Agilent, Santa Clara, USA)

= Kolona— (30 m x 0,25 mm x 0,1 um, ZB5-HT, Phenomenex, Torrance, USA)

= Nosny plyn — Helium, 5.5 (Siad, Bergamo, Itélie)

= Analytické vahy — Mettler Toledo XSE205 (Mettler Toledo, Columbus, USA)

= Ultrazvukova lazen — FElmasonic S40H (Elma Schmidbauer GmbH, Singen,
Némecko)

= Automatické mikropipety

= Vibracni kulovy mlynek — Pulverisette 23 (Fritsch, Idar-Oberstein, Némecko)

= Laboratorni sklo, eppendorfky, silanizované vialky, plastové Spicky, vicka,

krimpovaci klesté

3.2 Chemikalie

3.2.1 Derivatiza¢ni ¢inidla

= Methylchlorformiat, p.a., Sigma — Aldrich, Praha, CR
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3.2.2

3.2.4

Ethylchlorformiat, p.a., Sigma — Aldrich, Praha, CR

Rozpoustédla

Methanol, p.a., Penta, CR
Pyridin, p.a., Penta, CR
Chloroform, p.a., Penta, CR

Standardy

Ibuprofen, p.a., Sigma — Aldrich, Praha, CR
Theanin, p.a., Sigma — Aldrich, Praha, CR
Flufenamova kyselina, p.a., Sigma — Aldrich, Praha, CR

Analyzované vzorky

Vzorky pouzité pii analyze byly zakoupeny v maloobchodni siti.

Salvéj

Cejlonsky ¢aj

Rooibos Natur Lord Nelson
Pu-Erh

Green tea Pickwick

Mata

Lapacho

Vilcacora

Nature’s Promise bio zeleny ¢aj

Ostatni chemikalie

0,2M hydroxid draselny v methanolu
IM roztok hydrogenuhli¢itanu sodného a uhli¢itanu sodného

Destilovana voda
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3.3 Pracovni postup

3.3.1 Priprava vzorki

Vsechny analyzované vzorky byly zpracovany nésledujicim zptisobem. Vzorek Caje,
popt. byliny byl pomoci vibracniho kulového mlynku rozemlet na jemny prasek. Do
eppendorfky bylo navazeno 100 mg tohoto prasku, k nému bylo ptidano 200 pl methanolu,
400 pl destilované vody a 200 pl wvnitintho standardu — ibuprofenu v methanolu
o koncentraci 1 mg/ml. Vzorek byl umistén na 10 minut do ultrazvukové laznég, poté
nasledovala centrifugace, kterd trvala 5 minut. Automatickou mikropipetou bylo odebrano
200 pl vzorku do eppendorfky. K tomuto roztoku bylo pfidano 10 pl 0,2M hydroxidu
draselného v methanolu, 20 pl methylchlorformiatu, 40 pl pyridinu a 400 pl 1M roztoku
hydrogenuhli¢itanu sodného a uhli¢itanu sodného. Po péti minutidch néasledovala extrakce
chloroformem o objemu 600 ul. Poté byl vzorek v eppendorfce centrifugovan, spodni
chloroformova faze byla odebrana do silanizovanych vialek a pfipraveny vzorek byl

analyzovan GC-MS.

3.3.2 Priprava roztoku standardi

Ke 200 pl roztoku theaninu v methanolu o koncentraci 1 mg/ml bylo ptidano 200 pul
roztoku vnitfniho standardu ibuprofenu v methanolu o koncentraci 1 mg/ml a 400 nl
destilované vody. Tento roztok byl ponechéan v ultrazvuku po dobu 10 minut, poté z néj bylo
odebrano 200 pl do nové eppendorfky. Déle k nému bylo ptidano 10 ul 0,2M hydroxidu
draselného v methanolu, 20 pl methylchlorformiatu, 40 pl pyridinu a 400 pl 1M roztoku
hydrogenuhli¢itanu sodného s uhli¢itanem sodnym. Po zhruba péti minutach byl roztok
extrahovan 600 ul chloroformu. Nasledovala péti minutova centrifugace, poté byla odebrana

spodni faze do silanizovanych vialek a vzorek byl pfipraven pro analyzu GC-MS.

3.4 Experimentalni podminky

Analyzy byly provedeny na plynovém chromatogramu s hmotnostnim
spektrometrem. Do pfistroje byl davkovan 1 ul vzorku. Za vhodnou teplotu nastiiku byla
zvolena teplota 280 °C. Jako nosny plyn bylo pouzito helium s pritokovou rychlosti

0,9 ml/min. Detekce probihala pifi zaznamu celkového iontového proudu (TIC) v rozsahu
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29-520 m/z. Pro kvantitativni stanoveni theaninu byl vyuzit iontovy chromatogram
rekonstruovany pro ion 112 m/z. Kvantifikace byla provedena metodou vnitiniho standardu

s vyuzitim tabulkového procesoru Excel.

4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Teplota nastiiku

Pro analyzu extraktli ¢aje plynovou chromatografii byly testovany tfi rizné teploty
nastiiku: 250, 280 a 320 °C. Za nejvyssi teploty nastfiku byly vytézky nejvétsi, ale
v dusledku velké degradace vznikalo mnoho produktii. Teplota 250 °C byla nedostacujici,
nebot’ nedochédzelo ke kvantitativnimu odpateni analytu. Jako kompromis byla zvolena
teplota 280 °C, pii niz byl analyt pfeveden do plynné faze v dostatecném vytézku
a nedochazelo k pfili$ velké degradaci. Obr. 11 zobrazuje chromatogramy redlné¢ho vzorku,

ktery byl analyzovan pfi vySe uvedenych teplotach nésttiku.

2 ) s
.2 53
;5 § % E
&
-
200000 X
:
150000 s
32
a6
100000 E
50000 d L l 320°C
m Ll \ _‘_l A ‘L,‘.A. T S
0
10.00 15.00 2000 25.00 30.00 35.00 w0.00
200000
150000
100000
50000 280°C
- J.L rl S U SRR S
:

T T T T T T
10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.0C 40.0C

200000
130000

100000

o000 h 250°C
- Y JLJ ok l A SR _ _ .

10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.0¢

Obr. 11 Chromatogramy realného vzorku pfi teplotach nastiiku 250, 280 a 320 °C
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4.2 Derivatiza¢ni ¢inidlo

Jiz diive bylo zmin€no, Ze nezbytnou soucasti zpracovani readlnych vzorka byl proces
derivatizace. V rdmci experimentalni prace byly testovany reakce methylchlorformiatu
a ethylchlorformiatu v prostfedi methanolu, pfi¢emz se pfedpokladdal vznik piislusného
methylderivatu (methylesteru N-(methoxykarbonyl) theaninu) respektive ethylderivatu
(ethylesteru N-(ethoxykarbonyl) theaninu) podle pouzitého ¢inidla, bez vlivu rozpoustédla.

Obr. 12, 15 a 18 ukazuji, Ze reakce theaninu s methylchlorformiatem v pfitomnosti
methanolu vede skute¢né ke tvorbé jednoho produktu, methylesteru N-(methoxykarbonyl)
theaninu (246 m/z). Pfi reakci theaninu s ethylchlorformidtem v pfitomnosti methanolu
ovSem nedoslo ke tvorbé jednoho produktu, jak by se ocekavalo, ale vznikly dva produkty,
v jejichz hmotnostnich spektrech byly pozorovany molekuldrni ionty 260 m/z a 274 m/z.
Vzhledem k podminkam vzniku obou derivatl, jejich hmotnostnim spektrim
a detegovanym molekularnim iontim Ize predpokladat, Ze oba derivaty obsahuji
ethoxykarbonylovou skupinu vdzanou na aminoskuping, ale hlavni produkt (260 m/z) je na
karboxylové skupiné esterifikovan methylovou skupinou z methanolu, zatimco vedlejsi
produkt (274 m/z) ma na karboxylové skupiné navazan ethyl z pouZzitého derivatiza¢niho
¢inidla. Methylester N-(ethoxykarbonyl) theaninu byl detegovan jako ptevladajici produkt.
Pokud se reakce theaninu s ethylchlorformidtem provede v prostiedi ethanolu, vzniké jako
jediny produkt ethylester N-(ethoxykarbonyl) theaninu (274 m/z, Obr. 15).

Obr. 13 demonstruje reakce ibuprofenu s methylchlorformidtem a methanolem za
vzniku o¢ekavaného methylderivatu (220 m/z). Pfi reakci ibuprofenu s ethylchlorformiatem
a methanolem doslo ke vzniku dvou produkti. U hlavniho produktu (220 m/z) byl na
karboxylové skupiné¢ navazadn methyl z alkoholu, zatimco vedlej$i produkt (234 m/z)
obsahoval na karboxylové skupiné ethyl z derivatizacniho cinidla. Reakce ibuprofenu
s ethylchlorformiatem a ethanolem vedla ke tvorbé ocekdvaného ethylderivatu (234 m/z).

Reakce kyseliny flufenamové s uvedenymi derivatizacnimi Cinidly a rozpoustédly
vedly ke tvorbé mnoha produkti (Obr. 14). Tato kyselina obsahuje kromé& karboxylové
skupiny jest¢ aminoskupinu, kterd se také muze ucastnit substitucnich reakci, ale vlivem
stérického branéni a mezomerni stabilizace neprobihd substituce na aminoskupiné
kvantitativné jako v pfipadé theaninu. Reakci kyseliny flufenamové s methylchlorformiatem
a methanolem dos$lo k navdzani methylu na karboxylovou skupinu a vznikl produkt s
molekularnim iontem 295 m/z, eventudlné¢ mohlo dojit i ke tvorbé methoxyderivatu na

aminoskupiné za vzniku produktu s 353 m/z. Reakce karboxylové skupiny kyseliny
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flufenamové s ethylchlorformidtem a methanolem poskytla dva produkty, hlavni produkt
(295 m/z) mél methyl z alkoholu navazan na karboxylové skupin€, zatimco vedlejsi produkt
(309 m/z) obsahoval na karboxylové skupiné ethyl pochazejici z derivatiza¢niho ¢inidla.
Pokud se reakce ucastni i aminoskupina, dojde k navadzani ethylesteru (367 m/z) na
aminoskupinu  hlavniho  produktu. Produktem reakce kyseliny flufenamové
s ethylchlorformidtem a ethanolem pii reakci pouze karboxylové skupiny, byl ethylester
(309 m/z). Reakce aminoskupiny umoznila tvorbu dal§iho produktu, kdy doslo k navazani
ethylesteru z derivatiza¢niho c¢inidla (381 m/z) na aminoskupinu. Pivod produktu
s retencnim Casem 18 min a pfedpokladanym molekularnim iontem 353 m/z pfi reakci
s ethylchlorformidtem zatim nebyl uspokojivé vysvétlen a je pfedmétem dal§iho vyzkumu.

Témito experimenty jsme zjistili, ze volba pfitomného alkoholu hraje velkou roli pii
tvorbé produktl. Reakce vSech tii standardl s ethylchlorformidtem a methanolem vedla ke
tvorbé hlavniho a vedlejsiho produktu. Ve vSech ptipadech byl na karboxylové skupiné
u hlavniho produktu navdzan methyl z alkoholu, zatimco u vedlej$iho produktu doslo
k navézani ethylu z ethylchlorformiatu na karboxylovou skupinu. Toto zjisténi je dilezitym
vysledkem bakaléaiské prace, z n¢hoz vyplyva, Ze pro praktické vyuziti alkylchlorformiatt
pro derivatizaci (v naSem piipadé theaninu, kyseliny flufenamové a ibuprofenu) je vhodné
pouzivat jako rozpoustédlo alkohol, jehoz uhlovodikovy fetézec odpovida fetézci pouzitého

¢inidla.

4.3 Vnitini standard

Pouzitym vnitinim standardem byl ibuprofen, nicméné byly provedeny
ireakce s kyselinou flufenamovou. Ta pro tento postup byla nevyhovujici, nebot’ tvofila

mnoho riiznych produktt v disledku mozné reaktivity aminoskupiny (Obr. 14).
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Obr. 14 Reakce kyseliny flufenamové s a) methylchlorformiatem, b) ethylchlorformiatem

v pfitomnosti methanolu, c¢) ethylfchlorformiatem a ethanolem
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Obr. 15 Chromatogram iontu 112 m/z (theanin v ¢erném caji) za pouziti uvedenych

derivatizacnich ¢inidel a rozpoustédel
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Obr. 15 ukazuje, ze vSechny vzniklé derivaty theaninu davaji spole¢ny dominantni
ion 112 m/z. Z toho vyplyva, ze substituenty nemaji vliv na hodnotu m/z dominantniho iontu
a musi se tedy pfi fragmentaci odstépit. Mozny mechanismus takové fragmentace by mohl
vychézet z odStépeni esterifikované karboxylové skupiny a nasledné¢ z McLaffertyho
presmyku. Cely mechanismus reakce je naznac¢en na Obr. 16. Timto mechanismem vznikne
z alkylesterti a alkylesterti alkoxykarbonyl derivati theaninu fragmentovy ion s hodnotou
112 m/z. Na Obr. 17 je hmotnostni spektrum samotného theaninu, ve kterém se ion

s hodnotou 112 m/z nevyskytuje, coz je v souladu s vySe nevrzenym mechanismem.
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Obr. 16 Mechanismus fragmentace methylesteru N-(methoxykarbonyl) theaninu
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Obr. 18 Hmotnostni spektra theaninu pfi pouziti zminénych rozpoustédel a derivatizacnich

¢inidel
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Obr. 19 Chromatogram iontu 161 m/z (ibuprofen v Cerném c¢aji) za pouziti uvedenych

derivatizacnich ¢inidel a rozpoustédel
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Obr. 20 Chromatogram kyseliny flufenamové (263 m/z) pifi pouziti uvedenych

derivatizacnich ¢inidel a rozpoustédel

4.4 Vyhodnoceni

Kvantitativni vyhodnoceni v plynové chromatografii se provadi pomoci plochy piku,
kterd vyjadfuje mnoZzstvi analytu ve vzorku. Pro sprdvné a pfesné stanoveni mnoZstvi
analytu ve vzorku je nezbytné urcit plochu piku co nejptesnéji. Pii vyhodnoceni vysledkl se
nabizelo nékolik metod. NejbéznéjSimi analytickymi metodami kvantitativni analyzy jsou
metoda vnitiniho standardu, vnéjs$iho standardu a standardniho ptidavku.

Metoda standardniho piidavku je zaloZzena na provedeni dvou analyz. Prvni je
analyza samotného vzorku a poté se analyzuje vzorek, ke kterému bylo pfiddno znamé
mnozstvi stejné latky, kterou stanovujeme. Tato metoda je velmi spolehliva, nebot’ standard

pfidavame piimo ke vzorku, a tudiz analyt i standard reaguji za totoZznych podminek.
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Vyhodou metody vnitiniho standardu je provedeni pouze jedné analyzy. Ke vzorku
pfidavdme zndmé mnozstvi vnitiniho standardu o dané koncentraci. Je vhodné pfidat vnitini
standard na zacatku pracovniho postupu, aby analyt i vnitini standard mély pii zpracovani
vzorki stejné podminky. Nevyhodou je nutnost volby vhodného vnitiniho standardu, ktery
musi splitovat urcité pozadavky. Vnitini standard je latka, kterd neni obsaZena ve vzorku,
nesmi reagovat se slozkami vzorku, musi se eluovat v blizkosti stanovované slozky a ma
podobnou strukturu jako analyt. Tato metoda vyzaduje vypocet odezvového faktoru, ktery
je roven podilu plochy piku vnitiniho standardu a plochy piku stanovované latky v roztoku
standardi o stejné koncentraci.

Metoda vnéjsiho standardu je jednou z nejjednodussich metod kvantitativni analyzy.
Mohou se provést pouze dva néstiiky, a to nastfik samotného vzorku a roztoku standardu
o znam¢ koncentraci. Vyhodnoceni mnozstvi analytu ve vzorku se provadi pomoci
jednoduché trojclenky. Dal$i moznosti je zméfeni vice kalibra¢nich roztokii standardu
o znamé koncentraci a vytvoreni kalibracni kiivky. MnozZstvi analytu je poté ziskdno pomoci
rovnice kalibra¢ni kiivky. Tato metoda neni vhodna pro vzorky, kde hraje roli matrice
vzorku, protoze standard nepfidavame ke vzorku a nereaguje za identickych podminek jako
analyt. Dal8i nevyhodou metody je, Ze pfi extrakeci vzorku (€ajovych listkll)) methanolem

nevime kolik analytu pfeslo do alkoholu.

Pro stanoveni mnozstvi theaninu v realnych vzorcich byly vybrany dvé metody,
metoda vnéjSiho a vnitiniho standardu. Plochy pikd theaninu a ibuprofenu v namétenych
chromatogramech byly zintegrovany a hodnoty byly zpracovany v tabulkovém procesoru
Microsoft Excel.

Koncentrace theaninu metodou vnéjsiho standardu byla vypocitana podle vzorce:

A(D) -
0 (2(;)(5)

kde c(i) je stanovovana koncentrace theaninu ve vzorku, A(i) je plocha signalu theaninu ve

vzorku, A(s) je plocha standardu ziskana proméfenim standardu o znamé koncentraci c(s).
U metody vnitiniho standardu bylo potieba zjistit odezvovy faktor. Ten byl

vypocitan jako pomér ploch pikl theaninu a ibuprofenu v pfipravenych roztocich standardu.

Mnozstvi theaninu ve vzorku touto metodou bylo vypocitano podle rovnice:
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A(D)
A(is)

c(i) = ~c(is) - f

kde c(i) je stanovovana koncentrace theaninu, A(i) je plocha signdlu theaninu, A(is) je
plocha signélu vnitiniho standardu, c(is) je znama koncentrace vnitiniho standardu a f je
odezvovy faktor.

Odezvovy faktor byl vypocitan podle vzorce:

_A(is)
—A(®s)

kde A(is) je plocha pikti vnitiniho standardu a A(s) vyjadiuje plochu piku theaninu v roztoku

standardu.

Tab. I: Hodnoty ploch pikt standardf, odezvového faktoru a smérodatné odchylky

Plocha Plocha Pomér ploch ibuprofenu | Odezvovy Smérodatna
theaninu | ibuprofenu a theaninu faktor odchylka
1037732 | 2791 668 2,690 2,523 0,150

736 258 1922779 2,612
888 433 2232073 2,512

694 637 1921 900 2,767
487707 1223 570 2,509
501 515 1343 024 2,678

829 933 1936 633 2,334

848 277 1 830 888 2,158
581 387 1 420 235 2,443
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Tab. II: Nazev vzorku, hodnoty koncentraci theaninu vypoctené metodou vnéj$iho a

vnitiniho standardu a smérodatné odchylky

Nazev Metoda vnéjsiho standardu Metoda vnitiniho standardu
Koncentrace Smérodatna Koncentrace Smeérodatna
[mg/g] odchylka [mg/g] [mg/g] odchylka [mg/g]
Zen Chai | 0,495 0,0267 1,767 0,077
Teekanne
Matcha 0,875 0,1122 2,356 0,214
Salvé; ND ND ND ND
Cejlon 0,441 0,097 1,295 0,271
Rooibos ND ND ND ND
Natur
Lord
Nelson
Pu-Erh 0,776 0,147 1,010 0,305
Green Tea 1,051 0,122 1,540 0,094
Pickwick
Mata 0,005 0,004 0,005 0,004
Lapacho  ND ND ND ND
Vilcacora ND ND ND ND
Nature's 0,978 0,080 1,832 0,244
promise
bio zeleny
¢aj
Assam 1,065 0,078 1,777 0,173
Opuncia 1,132 0,042 1,094 0,080
Teekanne

39



5 ZAVER

Cilem této prace bylo navrhnout postup vhodny ke stanoveni aminokyseliny theaninu
v riznych vzorcich ¢ajii a bylin pomoci plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii.
Jelikoz jsou aminokyseliny latky obtizné stanovitelné plynovou chromatografii, musely byt
pfevedeny na tékavéjsi derivaty pomoci derivatizace. Experimenty provedené se standardy,
methylchlorformiatem/ethylchlorformiatem a methanolem/ethanolem vedly k dilezitému
zavéru, ze se alkohol také GCastni derivatizacni reakce. Proto je vhodné zvolit derivatizacni
¢inidlo a alkohol tak, aby uhlovodikovy fetézec pouzitého alkoholu odpovidal délce fetézce
derivatiza¢niho Cinidla.

Z analyzovanych vzorkl obsahovala Matcha, Assam a Opuncia Teekanne nejvice
theaninu, zatimco S$alvéj, lapacho, vilcacora a rooibos tuto aminokyselinu vibec

neobsahovaly. V maté byl prekvapivé theanin obsazen, ale pouze v malém mnozstvi.
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