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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zaméfuje na aplikaci Ramanovy spektroskopie k identifikaci a
kvantifikaci fotosyntetickych pigmentl v ¢aji Matcha. Ramanova spektroskopie nabizi
vyhodu rychlé nedestruktivni analyzy, kterd umoznuje identifikaci molekul na zakladé¢
jejich charakteristickych vibraci. V této studii byla provedena analyza vzorkd ¢aje Matcha
pomoci Ramanovy spektroskopie, UV/VIS spektroskopie a metody HPLC za tcelem
stanoveni obsahu chlorofylli a karotenoidii. Z divodu silné luminiscence chlorofylu doslo
k ptekryti Ramanova signalu a pofizeni spekter Matcha praSku tak nebylo mozné. Byla
naméfena spektra samostatnych karotenoidii a pro B-karoten, astaxanthin a zeaxanthin

byly ve spektru vyhodnoceny vybrané piky pro kvantitativni analyzu.

Klicova slova: ¢aj matcha, chlorofyly, karotenoidy, Ramanova spektroskopie, UV/VIS

spektroskopie, HPLC

ABSTRACT

This diploma thesis focuses on the application of Raman spectroscopy for the identification
and quantification of photosynthetic pigments in Matcha tea. Raman spectroscopy offers
the advantage of rapid non-destructive analysis, which allows for the identification of
molecules based on their characteristic vibrations. In this study, Matcha tea samples were
analyzed using Raman spectroscopy, UV/VIS spectroscopy, and the HPLC method to
determine the content of chlorophylls and carotenoids. Due to the strong luminescence of
chlorophyll, the Raman signal was overlaid, and capturing spectra of the sample was not
possible. Spectra of individual carotenoids were measured, and selected peaks in the
spectrum were evaluated for quantitative analysis for [-carotene, astaxanthin, and

zeaxanthin.

Keywords: Matcha tea, chlorophyls, carotenoids, Raman spectroscopy, UV/VIS
spectroscopy, HPLC
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UvVOD

Fotosynteticka barviva hraji zasadni roli v Zivotnich procesech rostlin a jsou zasadni pro
specifické vlastnosti matcha ¢aje, oblibené¢ho praskového zeleného Caje z Japonska. Tyto
latky nejenze ovliviuji jeho charakteristickou barvu, chut’ a vini, ale také ptispivaji k
zdravotnim pfinosim jeho konzumace. Matcha je zndmd pro svou intenzivni zelenou

barvu, ktera je disledkem vysokého obsahu chlorofylu a dalSich bioaktivnich latek.

Tradi¢ni metody hodnoceni kvality matcha ¢aje obvykle zahrnuji kombinaci senzorického
hodnoceni a chemické analyzy. Tyto metody mohou byt vSak ¢asové naro¢né a obvykle
vyzaduji ptipravu vzorkl pfed vlastnim stanovenim. To pfedstavuje vyzvu pro vyrobce a

kontrolory kvality, ktetfi hledaji rychlejsi a efektivnéjsi zptisoby hodnoceni.

V této souvislosti nabizi Ramanova spektroskopie moderni, neinvazivni a citlivou
alternativu. Tato analytickd technika vyuziva rozptyl monochromatického svétla k ziskani
spektra, které odhaluje molekularni sloZeni a strukturu zkoumaného vzorku. V poslednich
letech se Ramanova spektroskopie stava stale vice popularni ve védeckych kruzich,
zejména v oblastech potravinafstvi a agrochemie, diky své schopnosti poskytovat detailni

informace o molekularnich slozkach s minimalni ptipravou vzorku.

Tato diplomovéa prace se zaméfuje na moznost vyuziti Ramanovy spektroskopie pro
analyzu a kvantifikaci fotosyntetickych barviv, jako jsou chlorofyl a karotenoidy, v Caji
matcha. Hlavnim cilem je posoudit, jak miize tato metoda pfispét k rychlejSimu a

presnéjSimu stanoveni kvality ¢aje, coZ je kli€ové pro jeho vyrobu a komeréni hodnoceni.
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I. TEORETICKA CAST
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1 PESTOVANI A PRIPRAVA MATCHA CAJE

1.1 Historie zeleného ¢aje matcha

Matcha ma sviij pivod z ¢ajového kete Camellia sinensis — ¢ajovnik ¢insky. Jsou znamy
dv¢ odrudy: var. Sinensis a var. Assamica. Matcha jsou ty nejkvalitnéjsi listky japonského
zeleného caje, které jsou rozemleté na prasek. Nejdiive se listy susi a poté melou na
kamennych mlynech, které se otaceji pfi malych otackach. Diky tomuto zv1ast’ Setrnému
zpracovani si matcha zachovava vSechny ucinné latky typické pro zeleny ¢aj, jako jsou
vitaminy, antioxidanty, mineralni latky a vldknina. M4 jasnou svézi chut’ i vlini. Kolébkou
matchy je Cina, kofeny sahaji do 8. stoleti. Nicméné za mistry matchy jsou povazovani
Japonci, jelikoz byla dovezena japonskym mnichem Mjéanem Eisaiem. Po svém piijezdu
do Japonska v roce 1191 se rozhodl zah4jit kampan na zviditelnéni matchy spole¢né se
zen-buddhismem, byl totiz zastdncem toho, Ze piti Caje matchy je velmi dilezity aspekt pro
meditaci. Pozd¢ji, roku 1211 byla vydana kniha, kterou pojmenoval Kissa Jodzoki (Piti
aje pro zdravi). Zakladni myslenka celé knihy byla sepsana na prvnim fadku: ,,Caj je

nejlepsi 1é¢ebny prostiedek, ktery dokaze zivot ¢loveka naplnit.*“[1], [2], [3].

1.2 Matcha ve 21. stoleti

Matcha ¢aj se stal ve 21. stoleti velmi popularnim a oblibenym néapojem. Diky své
charakteristické barvé a chuti je pfisadou do riznych napoji a pokrma. Hlavni chutova
sloZka ¢aje matcha pfirovndvana k chuti umami, ktera je popisovana jako lahodnd, pikantni
a neodolatelnd. Dalsi nezpochybnitelny vyznam spociva v obsahu kofeinu, ktery ovliviiuje
nervovou soustavu a tim napomaha napf. k udrZzeni pozornosti a oddaleni tnavy. Tato
vlastnost je jednim z dlivodd, pro¢ je matcha Casto preferovanou alternativou kavy. Navic
obsahuje 1 L-theanin, ktery poméha uklidnit mysl a podporuje relaxaci, aniz by zptisoboval
ospalost. Nemén¢ dlilezity vyznam caje matcha spo€ivd v obsahu antioxidanti, které
pomahaji chréanit pted volnymi radikaly a mohou pomoci snizit riziko vzniku nékterych
chronickych onemocnéni. V souCasné¢ dobé je matcha ¢aj snadno dostupny ve
specializovanych ¢ajovnach, obchodech se zdravou vyzivou a také na internetu. Je vitanym
napojem pro mnoho lidi, ktefi hledaji zdravéjsi alternativu kdvy a radi objevuji nové trendy

v oblasti vyzivy [1], [4].
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2 TECHNOLOGIE ZISKAVANI CAJE MATCHA

Vyroba €aje matcha spociva ve slozitém a technologicky specifickém procesu, ktery je
odli$ny od bézného procesu ziskavani zelen¢ho a ¢erného €aje. Podstatou celého procesu je
metoda zastinéni typu Tana, kterd se pouziva do soucasnosti. Jednd se o pouziti
obrovskych ocelovych konstrukci postavenych tak, aby zakryly celou plochu pole. Systém
kleci vede podél okraje pole a skrz vrcholky ketii. Pfes klece jsou natazeny sité takovym
stylem, aby mezi stfechou a vrsky ket byl zachovan prostor pro rostouci kefe. Sit€¢ umozni

propustnost 10 % svétla, soucasné je ale prostupnost desté a vlhkosti [1], [4], [5].

6 kroki pouzivanych k vyrob¢ ¢aje matcha, je schematicky zndzornéno na obrazku ¢. 1

i \ ‘ 20 oz 30 dnu pred sklizni
i .?‘ je potieba zakryti éajovych kefd
._"’:‘ stinicim materialem.

Podzim: zari-fijen

Léto: cerven-zafi

95°C, po dobu 20-45s, metoda:
- pésovy naparovaci stroj

- otoény napafovaci stroj

- dérovany buben

55°C, po dobu 30min, metoda:
- vakuové suseni

- horkovzdusné suseni

- mikrovinné vakuové suseni

- mikrovinné suseni

prosévani a tfidéni

ve vlhkém, chladném a tmavém
prostfedi, metoda:
-pomoci mlecich kamenu

Obrazek €. 1: Proces vyroby matcha caje [6]

Varianta Camellia sinensis se v Japonsku péstuje v teplotnim rozpéti mezi 11,5-18 °C, kdy
uhrn srdzek je 1500-2000 mm po cely rok. Vysoce kvalitni ¢ajové listky se Casto sklizeji
ve vys$Sich nadmotskych vyskach, ptiblizn¢ 2200-3000 m. n. m. Sklon svahu je 0,5-10
stupiii a dale je potieba pfimého slune¢niho svétla po dobu nejméné 5 hodin nebo 11

hodin neptimého slunecniho svétla [5], [6].
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Metoda dzikagise je naopak pouzivand u drobnych rolnikti a péstitelt. Jedna se o
ekonomicky uspornéjsi typ, jelikoz se ptes Cajovniky natdhne velka plocha latky a dojde
k zastinéni. U¢inek dzikagise je podobny, nicméné nenabizi takové moznosti jako metoda

tana [1].

2.1 Proces sklizné ¢aje matcha

Béhem sklizné se mladé ¢ajové vyhonky se tiemi listy trhaji bud’ ruéné, nebo strojove.

AL 1’6'1".3" b7 :
5 i 7,
? e

Obrazek €. 2: Sklizen ¢aje matcha [13]

Rucné trhané Cajové listky se obvykle pouzivaji k vyrobé Caje nejvyssi kvality. Poté
nasleduje napatfovani a suseni ¢ajovych listkl, které snizuje asi o 50 % celkovou vlhkost.
SuSené ¢ajové listky se nazyvaji: ,,Aracha®, coz znamena surovy ¢aj. Mezi zpiisoby suSeni
fadime: vakuové suSeni, které je mimo jiné povazovano za nejucinnéj$i metodu, dale zde
patii mikrovinné suseni a suSeni horkym vzduchem. Dale jsou cajové listky prosety a
zbaveny necistot, nazloutlych listi a nezddoucich casti a poté nasleduje tfizeni podle
fyzického vzhledu, jako je barva, tvar a velikost ¢ajovych listi. Typ Tencha se pak vyrabi
po procesu tfizeni. Cajové listky vys$si jakosti jsou t¥idény a rozemlety na prasek
s Casticemi o velikosti kolem 5 az 10 um pro vyrobu matcha [7], [8].

V roce 1738 Soen Nagatani vynalezl metodu zpracovani zeleného Caje s nazvem Uji, ktera

se stale pouziva pro zastaveni fermentace, zachovéani zelené barvy a odstranéni travnaté

chut’ ¢ajovych listkli diky napafovacimu procesu [6].
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3 SLOZENI CAJE MATCHA

Mezi zakladni slozky caje matcha patfi nepochybné: fotosynteticka barviva, konkrétné
chlorofyl typ a, chlorofyl typ b a dale karotenoidy, mezi které patfi: lutein, zeaxanthin,
cantaxanthin, trans-B-Apo-8'-carotenal, B-karoten a lykopen. Dal§imi slozkami ¢aje matcha
jsou: antioxidanty vcetné katechinl a zejména epigalokatechin galatu (EGCG), ktery je
aminokyseliny jako je L-theanin, ktery pfispiva k uklidiiujicimu U¢inku matcha caje a
zaroven zlepsuje koncentraci a pozornost., vitaminy a mineralni latky véetné vitamina C, E
a B-komplexu, stejné jako zinku a chromu. Dale obsahuje kofein. Obsah kofeinu v ¢aji
matcha se mize znacné liSit v z&vislosti na kvalité ¢aje a zplisobu jeho pfipravy. Obecné se
uvadi, Ze jedna porce matcha (kterd obvykle obsahuje asi 2 gramy praSku) mize obsahovat
mezi 19 az 44 mg.g! kofeinu. Tato hodnota je vyrazn& vys$si ve srovnani s vétSinou
ostatnich druht ¢aje, coz je déno tim, Ze se pii piti matcha konzumuje cely list caje ve

formé jemného prasku, a ne jen jeho extrakt [9].

)

Obrazek €. 3: Matcha ¢aj[13]
3.1 Fotosynteticka barviva

3.1.1 Chlorofyl

Chlorofyl je ptirodni zelené barvivo, které se hojné vyskytuje v piirod€. Je pfitomen v
chloroplastech vétsiny rostlinnych druhti. Chlorofyl zastava centralni pozici v procesu
fotosyntézy. Chlorofylova struktura mé nékolik forem, avSak v zelenych rostlinach jsou
pritomny pfevazné jen dva typy — chlorofyl a a chlorofyl b [10].

Chlorofyl a, majici zelenoZluty odstin, je primarnim pigmentem zapojenym do

fotosyntézy, pfeménujicim svételnou energii na energii chemickou. Absorbuje hlavné
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modré a Cervené svétlo a reflektuje zelené svétlo, coz je vinova délka viditelnd lidskym
okem jako zelena barva. Absorpce svétla touto molekulou zajistuje energii nezbytnou pro
prabéh fotosyntézy. Chlorofyl b, ktery ma modrozeleny odstin, funguje jako doplitkovy
pigment ve fotosyntetickém procesu. Tento pigment je bézny ve vysSich rostlindch a
zelenych tasach. Chlorofyl b pracuje spolec¢né s chlorofylem a v pienosu svételné energie
[71, [8].

Vzorce obou zakladnich typl chlorofylli, jsou uvedeny na obrazku c¢islo 4. Jedna se o
protoporfyrinové cykly, jejichZ centrdlnim atomem je Mg 2*. Chlorofyl b se od chlorofylu

a 1isi pouze substituci metylové skupiny za skupinu aldehydovou na 3. atomu uhliku.

Chlorofyl a

Obrazek €. 4: Vzorce chlorofyli a, b [49]

3.1.2 Karotenoidy

Karotenoidy jsou pigmenty nachéazejici se v ptirodé, které se projevuji v odstinech cervené,
oranzové a zluté. Tyto pigmenty slouzi jako sekundarni fotosyntetické pigmenty —
absorbuji svétlo v castech viditelného spektra, které nejsou vyuzivany chlorofylem.
Karotenoidy se d€li do dvou hlavni tiid, které se 1iSi na zaklad¢ toho, jestli obsahuji nebo
neobsahuji ve své chemické struktuie kyslik [10], [11], [12].
e Karoteny — jsou cervené a kyslik ve své molekule neobsahuji a fadime zde
naptiklad [B-karoten a Ilykopen. Karoteny jsou specifickou podskupinou

karotenoidd. V ramci karotenidl existuji rizné formy, jako jsou o,  a y karoten,
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pfiCemz P-karoten je povazovan za nejvyznamngj$i z hlediska vyzivy. Nékteré
karoteny v lidském téle slouzi jako prekurzory vitaminu A, coZ znamena, Ze se v
téle meéni na vitamin A. Karoteny a jiné karotenoidy maji antioxidacni vlastnosti,
¢imz pomahaji zabréanit oxidacnim procesim v buiikach, které mohou vést k
riznym onemocnénim a procesim starnuti. Karotenoid lykopen, ktery nema

aktivitu vitaminu A, je spojovan s prevenci rakoviny prostaty [13].

e Xantofyly — jsou naopak zluté a ve své molekule obsahuji kyslik. Mezi vyznamné
zastupce patii lutein, zeaxanthin a kantaxanthin. Karotenoid lutein neslouzi jako
prekurzor vitaminu A, z toho vyplyva, ze se v téle nepfeménuje na latky s aktivitou
vitaminu A. Lutein je zndmy pro svou schopnost branit degeneraci makuly, coz je
dilezité pro prevenci vzniku ocnich zakali ve stafi. Xantofyly jsou pigmenty
nachazejici se u mikroorganismi, rostlin i zivocichii. Tyto slouceniny zptsobuji
zabarveni svych nositeld do odstinil sahajicich od Zluté az po Cervenofialové. Tato
barva je vysledkem pfitomnosti rozsahlého systému konjugovanych dvojnych
vazeb, obsahujicitho 11 nebo vice takovych vazeb. Patii sem rizné formy jako
alkoholy, aldehydy, ketony a karboxylové kyseliny. Xantofyly lze nalézt ve vSech
rostlinach s chlorofylem a v mnoha druzich fotosyntetizujicich bakterii. Tyto
pigmenty hraji kli¢ovou roli jako dopliuyjici fotosyntetickd barviva, pficemz jsou
zvlaste hojn€ zastoupeny v komplexech, které se podileji na sbéru svétla.
Charakteristické podzimni zbarveni listd je zpiisobeno prave ptritomnosti xantofylt

[13].
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Chemické struktury vybranych karotenoidl jsou zobrazeny na obrazcich €. 5,6, 7 a 8.

HsC

Obrazek €. 6: Vzorec lykopenu [51]

HO""

Obrazek €. 7: Vzorec luteinu [52]

OH

NN R NNy NN NS

HO

Obrazek ¢. 8: Vzorec zeaxanthinu [53]
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3.13

Ovlivnéni mnoZstvi fotosyntetickych barviv v listcich ¢ajovniku

Razné aspekty mohou ovlivnit obsah chlorofylu v listech ¢ajovniku (Camellia sinensis),

coz ovliviuje kvalitu ¢aje:

1.

Expozice svétlu: Jelikoz chlorofyl je zadsadni pro fotosyntézu, jeho tvorba je tizce
spojena s mnozstvim dostupného svétla. Ve slunecnim svétle dochdzi k vyssi
produkci chlorofylu. U rostlin ur¢enych pro vyrobu matcha caje, které jsou casto
pied sklizni zastinovany, je toto zvyseni jest¢ vyraznéjsi, coz vede k bohatsi zelené

barvé lista.

Vék a ¢ast rostliny: Mladsi listy cajovniku maji tendenci obsahovat vice
chlorofylu nez starsi listy. To je dilezité pti sklizni, kdy se preferuji mladsi listy
kvili jejich vyssi kvalité a chuti.

Pida a vyziva: Zdravotni stav rostliny a mnozstvi chlorofylu jsou ovlivnény
kvalitou ptidy a dostupnosti zivin, pfedevsim dusiku, ktery je nezbytny pro tvorbu

chlorofylu.

Klimatické podminky: Obecné plati, Ze rostliny produkuji vice chlorofylu za
mirnych klimatickych podminek, s adekvatni vlhkosti. Naopak extrémni teploty

nebo sucho mohou produkei chlorofylu snizovat.

Metody zpracovani listii: Po sklizni jsou listy ¢ajovniku rychle zpracovany, aby se
zabranilo oxidaci. Tradi€ni metody zpracovani, vcetné patfeni listl, pomahaji
zachovat chlorofyl a zabranit jeho rozkladu.

Skladovani a baleni: Exponovani matcha prasku vzduchu, svétlu nebo vysokym

teplotam miize vést k degradaci chlorofylu. Proto je dilezité spravné skladovani a

baleni v ochranné atmosféte nebo ve tmé, aby se uchovala kvalita a barva prasku.

Stresové podminky: Stresové faktory, jako napadeni Skiidci a nemoci, mohou

negativné ovlivnit schopnost rostliny vytvaret chlorofyl [10], [12].

Producenti ¢aje mohou tyto faktory regulovat, aby doséhli pozadovaného mnoZstvi

chlorofylu v listech, coz ma dulezity dopad na celkovou kvalitu a vlastnosti hotového cCaje.

VSsechny tyto faktory spole¢né ovliviiuji mnozstvi chlorofylu v prasku matcha a jsou

klicové pro jeho kvalitu, véetné barvy, chuti a zdravotnich piinos.
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3.1.4 Stabilita fotosyntetickych barviv v pfipraveném napoji

Stabilita fotosyntetickych barviv, zejména chlorofylu a karotenoidd, v pfipraveném napoji
matcha miize byt ovlivnéna nékolika faktory: svétlo a teplota, pH, skladovani, pfitomnost

kysliku a antioxidantt.

1. Svétlo a teplota: Vystavovani matcha ndpoje svétlu a vysokym teplotam muze
zpusobit degradaci fotosyntetickych barviv. Chlorofyl je obzvlasté nachylny k
rozkladu pfi vystaveni svétlu a teplu, coz miize vést k zeslabeni intenzivni zelené
barvy. Proto je doporuceno pfipravovat matcha ¢aj s vodou o teploté okolo 80°C,

nikoli s vrouci vodou.

2. pH: Stabilita chlorofylu miZze byt ovlivnéna hodnotou pH népoje. V kyselém
prostfedi dochdzi k rozkladu chlorofylu, coz mtze vést ke zméné barvy. Matcha ma
obvykle mirné alkalické pH, coz poméha udrzet stabilitu chlorofylu. Doporucenim

pro pfipravu matcha napoje je voda s neutralnim pH=7.

3. Skladovani: Jakmile je matcha praSek smichan s vodou, je dileZit¢é napoj
spotiebovat relativné rychle. Dlouhodobé skladovani nédpoje mize vést k postupné

oxidaci a rozkladu fotosyntetickych barviv.

4. Pritomnost kysliku: Oxidace je hlavni pfi¢inou degradace chlorofylu v népoji.
Kyslik a jiné oxidanty mohou zpusobit blednuti zelené barvy napoje. Proto je
dilezité spotfebovat matcha prasek co nejdiive po pfipravé, aby se minimalizovala

oxidace.

5. Pritomnost antioxidanti: Antioxidanty chrani fotosyntetickd barviva pied
rozkladem. Proto pfidani antioxidanti do napoje matcha, mize pomoci prodlouzit

jeho stabilitu.

6. Dalsi faktory: Stabilitu fotosyntetickych barviv v matché¢ mohou ovlivnit i jiné
dalsi faktory, mezi které patii kvalita Cajovych listkli, zptisob zpracovani a zplisob
piipravy.

Pro zachovéni stability fotosyntetickych barviv v matcha népoji je tedy doporuceno
pfipravit jej bezprosttedné pfed konzumaci, chranit jej pred svétlem a teplem a pit ho

Cerstvy [14].
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3.2 Zdravotni u¢inky ¢aje matcha na lidsky organismus

Zdravotni ptinosy zeleného Caje vyplyvaji z pfitomnosti pfirodnich antioxidanti, jako jsou
polyfenoly. Jedna se o Sirokou Skalu sloucenin tvoficich az 30 % suché hmotnosti zeleného
Caje. Polyfenoly jsou povazovany za mimotadné silné antioxidanty, s ucinky
srovnatelnymi s vitaminy, jako jsou vitaminy C a E, B-karoten a tokoferol. Mnozstvi zdravi
prospésnych ucinnych latek, které jsou obsazené v ¢ajovych napojich zavisi na druhu caje,
na mnozstvi ¢ajovych listkl na porci, teploté vody pii ptipravé ¢aje a dob¢€ vareni [9], [15],

[16].

3.2.1 Obsah katechinu

Studie potvrzujici vysoky antioxidacni potencial ¢ajovych napoji tvrdi, Ze pochdzi ze
znacného obsahu katechind, coz je typ fenolické slouceniny s ptiznivymi G¢inky na lidské
zdravi. Zeleny ¢aj obsahuje Ctyfi hlavni katechiny: epikatechin (EC), epikatechin-3-galat
(EKG), epigalokatechin (EGC) a epigalokatechin-3-galat (EGCG), z nichz EKG je
nejaktivnéjsi a nejvice zastoupeny. Vysoky obsah polyfenolti mé vétsi schopnost pohlcovat
volné radikaly, nez samotny vitamin C. Fenolické slouCeniny se pfirozené¢ vyskytuji v
listech Camellia sinensis. V ptipad¢ kazdodenni konzumace, tak mize byt matcha napoj

hlavnim zdrojem katechinti ve stravé [17], [18], [19].

Celkovy obsah polyfenold v ¢aji matcha se pohybuje v rozmezi 169-273 mg GAE/g,
nicméné byl publikovan i nizs$i obsah polyfenoli v matcha ¢aji nez v jinych zelenych
¢ajich. Takovy vysledek muze byt zplisoben zastinénim ¢ajovych rostlin, které inhibuje
syntézu polyfenolli. Obsah katechinli v zelenych cajich se obvykle pohybuje v hodnotach
5,46-7,44 mg.g”! a je mnohem vyssi neZ u ¢ernych ¢ajii, kde se obsah katechin®i pohybuje

v rozmezi 0-3,47 mg.g™. [17], [18], [19].

3.2.2 Obsah kofeinu

Kofein je zékladni slozkou ¢ajovych napoju a je zodpovédny za jejich vyraznou a zddouci
chut’. Zaroven je to silny antioxidant. Jeho hladina mtiZze souviset s dobou sklizné¢ a staifim
listlh — ¢im star3i listy, tim niZ8i obsah kofeinu. Obsah kofeinu zavisi také na odrad¢ caje,
povétrnostnich podminkach béhem vegetace a také na metodé louhovani. Uginky kofeinu
souvisi s jeho antioxidacnim potencidlem, neutralizaci reaktivni formy kysliku a zvySenim
aktivity antioxidacnich enzymi vcetné glutathionu V pravidelnych davkach miize kofein

snizovat stres, ktery je zprosttedkovany volnymi radikdly. Kromé toho muizZe kofein
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inhibovat sekreci prozanétlivych cytokinti. Matcha ¢aj ma pomérné vysoky obsah kofeinu
ve srovnani s jinymi zelenymi ¢aji, diky tomu ziskdva jedine¢nou chut a aroma. Obsah
kofeinu v zelenych &ajich se pohybuje v rozmezi 11,3-24,67 mg.g™', zatimco u matcha ¢aje

je mezi 18,9-44,4 mg.g”' [17], [21], [22].

3.2.3 Obsah fenolovych kyselin

Fenolové kyseliny jsou sekundarni rostlinné metabolity, vyznacujici se vysokym
ucinky. Dalsi vlastnosti je, ze inhibuji rust rakovinnych bunék a zabranuji metastazam.
Nekteré fenolové kyseliny mohou prosttednictvim modulace metabolismu lipidi a
sacharidi podporovat regulace metabolickych poruch. Jedna z nejbéznéjsich sloucenin
z této skupiny, ktera se vyskytuje v potravindch je kyselina chlorogenovd Publikované
hodnoty obsahu fenolovych kyselin ve vzorcich ¢aje matcha byly nésledujici: kyselina
gallova — 423 pg.g’!, kyselina p-hydroxybenzoova — 243 ug.g’!, kyselina chlorogenova —
4800 ng.g!, kyselina kavova — 223 ng.g’!, kyselina ferulova — 289 nug.g' a elagova
kyselina — 371 ug.g™ [17], [23], [24].

3.2.4 Obsah vitaminu C

Vitamin C je zakladni mikronutrient v lidské vyzivé a jednd se o silny exogenni
antioxidant. Diky svym vlastnostem podporuje imunitni obranu téla. Nalevy ¢aje matcha
mohou obsahovat od 32,12 mg.I"! az do 44,8 mg.I"! vitaminu C, v z4vislosti na teplot& vody
pouzité k pfipraveé ndlevu a plivodu caje. SuSeny praSek matcha cCaje obsahuje vice nez
dvojnasobné mnozstvi vitaminu C nez jiné zelené €aje. Obsah byl stanoven na 1,63-3,98

mg.g"! v zavislosti na typu produktu a jeho pivodu [17], [25].

3.2.5 Obsah chlorofylu

Diky péstovani ve stinu ma ¢aj matcha zvySeny obsah chlorofylu a diky tomu také
jedine¢nou zafivou barvu. Chlorofyl a jeho derivaty vykazuji silné antioxidaéni a
protizanétlivé ucinky. Obsah chlorofylu v ¢aji typu Tencha byl stanoven na hodnotu 5,65
mg.g"!, kdeZto v zelenych &ajich hodnoty ¢inily 4,33 mg.g™! [26].

3.2.6 Obsah theaninu

Theanin je aminokyselina, kterd se nachazi v ¢ajovniku Camellia sinensis. Diky péstovani

rostlin uréenych k produkci matcha prasku ve stinu se theanin nerozklada. Vysledkem je,
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ze listy Tenchy obsahuji vétsi mnozstvi theaninu ve srovnani s jinymi caji. Relativné
vysoky obsah theaninu v ¢aji matcha je zodpovédny za jeho jedineénou chut a v
kombinaci s kofeinem poskytuje chutovy vjem typu umami. Kombinace L-theaninu a
kofeinu muze zvysit koncentraci a bd€lost ve vyssi mife nez pii pouziti jedné ze sloucenin
samostatné (synergicky ucinek). Dle publikovanych studii je obsah L-theaninu v nalevu
matcha ¢aje v mnozstvi 6,1 mg.1"!, zatimco v suseném vzorku bylo stanoveno 44,65 mg.g’!

[27], [28].

Vzorec molekuly theaninu je uveden na obrazku ¢islo 9.

NH->
H

HO N\/

O O

Obrazek €. 9: Vzorec molekuly theaninu[13]

3.2.7 Zdravotni u¢inky karotenoidi

Pro nase zdravi je klic¢ovych Sest hlavnich karotenoidd, pfestoze védci identifikovali stovky
riznych typt. Mezi né patii B-karoten, a-karoten, kryptoxanthin, lykopen, lutein a
zeaxanthin. a-karoten a -karoten najdeme v mrkvi a dynich, lykopen je hojny v cervenych
plodech jako jsou vodni melouny, ¢erveny grapefruit, Cerveny rybiz a aronie. Zeaxanthin
se vyskytuje v tmavé zelené zeleniné, dynich a Cervenych paprikach, kryptoxanthin v
mangach, pomerancich, merunkach a broskvich, a lutein je zastoupen v zelené a
zlutoCervené zeleniné — Spenat, zlutoCervené ovoce a vejce. Hlavni piinos karotenoidi
spocivd v jejich antioxidacnim uc¢inku. Chrani bunky prfed poSkozenim nestabilnimi
kyslikovymi molekulami, které se nazyvaji volné radikaly. Kazdy karotenoid plsobi
specificky na riizné tkané. B-karoten v téle pfeménujeme na vitamin A, coz plati i pro a-
karoten a kryptoxanthin, byt v men$im mnozstvi. Nékteré studie naznacuji, Ze karotenoidy
mohou preventivné pusobit proti rakoving tim, ze omezuji rist abnormélnich bunék, ale
tato tvrzeni jsou stale pfedmétem vyzkumu. Napftiklad lykopen se zkouma v souvislosti s

prevenci rakoviny prostaty. Tyto latky také mohou poskytovat ochranu proti srdecnim
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onemocnénim a zpomalovat vyvoj makuldrni degenerace, zvySovat celkovou imunitu a
blokovat tvorbu Skodlivého cholesterolu (LDL), ktery zvySuje riziko kardiovaskuldrnich
nemoci. Lutein a zeaxanthin podporuji zdravi oci absorpci Skodlivych ultrafialovych
paprskil a neutralizaci volnych radikali na sitnici, coz snizuje riziko vyskytu makularni
degenerace a dalSich zrakovych poruch souvisejicich s vékem, vedoucich k postizeni zraku

nebo slepoté u starSich osob [29].
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4 METODY POUZIVANE PRO STANOVENI BARVIV

Mezi metody, které je mozné pouzit pro stanoveni fotosyntetickych barviv patii: UV/VIS
spektroskopie, vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC) a v neposledni fadé

Ramanova spektroskopie. Témto metodam je vénovand pozornost v nasledujici ¢asti textu.

4.1 Stanoveni fotosyntetickych pigmentii pomoci UV/VIS spektroskopie

Stanoveni fotosyntetickych pigmenti v matcha ¢aji pomoci UV/VIS spektrofotometrie je
zajimavym a relevantnim pfistupem k méfeni obsahu chlorofylt a karotenoidti. Postup se
obvykle skladd z né€kolika kroki. Jako prvni se provadi piiprava vzorku pro analyzu. To
obvykle zahrnuje extrakci pigmentl z prasku ¢aje pomoci vhodného rozpoustédla, jako je
napiiklad etanol, metanol nebo smés acetonu a vody. Vzorek je poté filtrovan nebo
centrifugovan, aby se odstranily pevné castice. Nasleduje spektrofotometrickd analyza, kdy
CiSté€ny extrakt je analyzovan pomoci UV/VIS spektrofotometru. Méfeni se provadi ve
viditelné oblasti spektra, obvykle mezi 400 a 700 nm, kde chlorofyl a karotenoidy vykazuji
charakteristickd absorpéni maxima. Chlorofyl a (vétSinou ptitomny v nejveétsSim mnozstvi)
ma absorp¢ni maxima kolem 430 nm a 662 nm, zatimco chlorofyl b ma maxima kolem 453
nm a 642 nm (viz Obrazek €. 10). Karotenoidy, jako je B-karoten, vykazuji absorpéni

maxima v oblasti 450 az 470 nm.

A
Absorbce 453

chlorofyl b

430 oe°

chlorofyl a

642

] |
400 500 600 700

ViInova délka [nm]

Obrazek €. 10: Charakteristicka absorpéni maxima chlorofylu a, b [54]
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Dalsim krokem je kvantifikace. K urceni koncentrace analytu ve vzorku se vyuziva

Lambert-Beertiv zdkon, ktery je uveden na obrazku ¢islo 11.

A=¢c-¢c'l = A=¢-l-¢c = A:%-c

Obrazek ¢. 11: Lambert-Beeruv zakon [54]

Vysvétlivky:
A — absorbance, & — absorpéni molari koeficient (dm®.mol”'.cm™), ¢ — koncentrace
absorbujici slozky v roztoku (mol.dm™), 1 — §itka vrstvy, pies kterou zafeni prochazi (cm),

F — faktor, zahrnujici experimentalni podminky méteni

Tento zédkon uvadi, ze absorpce je pfimo umérna koncentraci absorbujici latky ve vzorku.
Pomoci kalibracnich kiivek, ziskanych méfenim znamych koncentraci standardnich
roztokd pigmentid, lze urCit koncentrace chlorofylu a karotenoid ve vzorku matcha caje.
Tato metoda je cencéna pro svou piesnost, rychlost a schopnost poskytovat podrobné

informace o slozeni pigmentl v matcha ¢aji [13], [30], [31].

4.2 Stanoveni fotosyntetickych pigmenti pomoci HPLC

HPLC, neboli high-performance liquid chromatography, je pokrocild forma kapalinové
chromatografie pouzivana pro rozdéleni komponent vzorkt. Tato metoda se vyuziva jak
pro urceni typu a mnozstvi sloZzek ve vzorku, tak 1 pro jejich oddé€leni, coz je znamé jako
preparativni chromatografie. Hlavnim rozdilem oproti tradi¢ni sloupcové chromatografii je
u HPLC pouziti silného vysokotlakého cerpadla. Toto cerpadlo umoZiuje rychlejsi
pruchod mobilni faze skrze mensi chromatografickou kolonu, ve které je stacionarni faze
pfipevnéna k velmi jemnym casticim, které maji velikost n€kolik mikrometrti. Diky tomuto
uspotfadani dosahuje HPLC efektivnéjsi a rychlejsi separace slozek ve srovnani s béznou

sloupcovou chromatografii [32].
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Kapalinovy chromatograf je sestaven z n¢kolika zékladnich ¢asti (Obrazek ¢islo 12):

1. Systém pro skladovani a pfenos mobilni faze, ktery zahrnuje vysokotlaké ¢erpadlo.
2. Mechanismus pro vkladani vzorkt do systému.

3. Zarizeni pro oddélovani slozek, coz zahrnuje chromatografickou kolonu a termostat

pro regulaci teploty kolony.

4. Detekeni jednotka pro identifikaci latek nebo zatizeni pro sbér frakci.
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Obrazek €. 12: Schéma HPLC [55]

Existuji riizné varianty kapalinovych chromatografli, pfi¢emz né€které soucasti mohou byt
pfidany nebo vynechény. V procesu izokratické eluce je mobilni faze pifevedena z nadrze
do vysokotlakého Cerpadla. Pti gradientové eluci se kombinuji pritoky z dvou nebo vice
nadrzi podle specifického programu v micha¢i umisténém pied nebo za cerpadlem.
Mobilni faze je odplynéna pomoci odplynovace. Poté je pfevedena pies zafizeni pro

vkladani vzorki do chromatografické kolony, ktera je ptimo propojena s detektorem [33].
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5 POUZITI RAMANOVY SPEKTROSKOPIE PRO STANOVENI
FOTOSYNTETICKYCH BARVIV

Ramanova spektroskopie je metoda molekularni spektroskopie, ktera, stejné¢ jako
Fourierova transformace infracervené spektroskopie (FTIR), vyuzivd vzdjemné plsobeni
svétla a hmoty k ziskani informaci o struktufe a vlastnostech riznych materialti. Zatimco
infracervenéd spektroskopie se zaméfuje na absorpci svétla, Ramanova spektroskopie se
spoléha na jeho rozptyl. Tato analyticka technika nabizi detailni pohled na molekularni
vibrace, coz mtize poskytnout dalsi vhledy do chemickych reakci. Ob¢é metody, Ramanova
1 FTIR spektroskopie, poskytuji spektralni otisk specifickych molekularnich vibraci, ktery
je klicovy pro identifikaci chemickych latek. Ramanova spektroskopie ma navic schopnost
poskytovat dodatecné informace o nizSich frekvencnich modech a vibracich, coz muize

odhalit charakteristiky krystalové miizky a zékladni strukturu molekul [34], [35].

Rozsah Ramanova jevu koreluje s polarizovatelnosti elektroni v molekule. Jde o formu
neelastického rozptylu svétla, ktery vznikne v disledku excitace molekuly analytu po
dopadu fotonu. Tato excitace uvede molekulu na kratkou dobu do stavu virtudlni energie,
nez dojde k emisi fotonu. Nepruzny rozptyl znamend, Ze energie emitované¢ho fotonu ma
bud’ nizsi, nebo vyssi energii nez dopadajici foton. Nasledkem tohoto jevu piejde molekula

analytu do jiného rota¢niho nebo vibra¢niho stavu [36].

Aby celkova energie systému zlstala konstantni poté, co molekula ptfejde do novéeho
rotacné-vibra¢niho elektronového stavu, rozptyleny foton se posune na jinou energii, a
tedy na jinou frekvenci. Tento energeticky rozdil je roven rozdilu mezi pocateCnim a
kone¢nym rota¢né-vibraénim stavem molekuly. Pokud mé kone¢ny stav vyssi energii nez
pocatecni stav, bude rozptyleny foton posunut na nizsi frekvenci, takze celkova energie
zustane stejna. Tento posun frekvence se nazyva Stokestv posun, jinak fe¢eno posun dolt.
Pokud ma kone¢ny stav niz$i energii, rozptyleny foton bude posunut na vyssi frekvenci,

coz se nazyva anti-Stokesiiv posun neboli posun nahoru [22], [23].

Aby molekula vykazovala Ramantiv jev, musi dojit ke zméné dipolové polarizace, ktera
odpovidd zméné rotacné-vibracniho stavu molekuly. Intenzita Ramanova rozptylu je
umérna této zmeéné polarizace. Proto Ramanovo spektrum (intenzita rozptylu jako funkce

frekvencnich posuntl) zavisi na rotaéné-vibracnich stavech molekuly. [22], [23].
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Ramantiv jev je zalozen na interakci mezi elektronovym mrakem molekuly a vnéjSim
elektrickym polem dopadajiciho monochromatického svétla, které miize vytvofit
indukovany dipdlovy moment v molekule na zaklad¢ jeji polarizace. Protoze laserové
svétlo neexcituje molekulu, nemtze dojit ke skutecnému piechodu mezi energetickymi
hladinami. Ramantv efekt by nemél byt zaménovan s emisi (fluorescence nebo
fosforescence), kdy molekula v excitovaném stavu emituje foton a vraci se do zakladniho
stavu. Ramantiv rozptyl se lisi od infraCervené (IR) absorpce, kde energie absorbovaného
fotonu odpovida rozdilu energie mezi pocateCnim a kone¢nym rota¢né-vibra¢nim stavem.
Zavislost Ramanova jevu na derivaci polarizace dip6lu se také 1isi od IR spektroskopie,
ktera zavisi na derivaci dipolového momentu. Tento kontrastni rys umoziuje zachytit
rotaéné-vibracni prechody, které nemusi byt aktivni v IR oblasti, aby byly analyzovany
pomoci Ramanovy spektroskopie, jak je doloZzeno pravidlem vzijemného vylouceni v
centrosymetrickych molekulach. Ptrechody, ve kterych se vyskytuji silné Ramanovy
intenzity, maji Casto slabé IR intenzity a naopak. Pokud je vazba siln¢ polarizovand a ma
malou zménu jeji délky, jako je ta, ke které¢ dochazi pti vibraci, mé jen maly vysledny vliv
na polarizaci. Vibrace polarnich vazeb (napt. C-O, N-O, O-H) jsou tedy pomérné slabé.
Polarni vazby vSak vykazuji vétsi zménu dipélového momentu béhem vibrace, coz vytvari
silny IR absorp¢ni pas. Naopak nepolarni vazby (napt. C-C, C-H, C=C) vykazuji velké
zmény v polarizaci béhem vibrace. Nicméné dipoélovy moment neni ovlivnén, takZze
zatimco vibrace nepolarnich vazeb poskytuji silné Ramanovy intenzity, jsou slabé v IR

spektru.

Tteti technika vibracni spektroskopie, neelasticky nekoherentni rozptyl neutronti (IINS),
muze byt pouzita k urceni frekvenci vibraci ve vysoce symetrickych molekulach, které
mohou byt v IR i Ramanové spektroskopii neaktivni. Pravidla vybéru IINS nebo povolené
pfechody se lisi od pravidel IR a Ramanovy spektroskopie, takze se tyto tii techniky
dopliluji. VSechny dévaji stejnou frekvenci pro dany vibracni ptechod, ale relativni
intenzity poskytuji riizné informace kvili rGznym typlm interakce mezi molekulou a

fotony pro IR a Ramanovu spektroskopii a neutrony pro IINS [37], [34], [35].

5.1 Vyuziti Ramanovy spektroskopie pro stanoveni fotosyntetickych
pigmentii

Ramanova spektroskopie byla vyuzita pro stanoveni chlorofylu v ¢ajovych listcich. Pro

analyzu byl pouZit laserovy konfokalni mikro-Ramantv spektrometr s excitacni vlnovou
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délkou 532 nm a spektralnim rozlisenim 0,2 nm. Spektra byla méfena v rozsahu vinoctl
579 — 3062 cm’!, intenzita laseru byla 50 mW a expoziéni ¢as byl 1 s. Ziskan4 spektra byla
zpracovana a vyhodnocena pomoci metod statické analyzy dat (MSC, WT, SNV, RCF a
airPLS). K extrakci efektivniho pasma pro spektralni méfeni fotosyntetickych pigmenta
byl pouzit algoritmus (CARS). Metodam datové analyzy byla podrobena data ve
spektralnim rozsahu 792 — 1961 cm™!. Vysledna spektra obsahovala tfi intenzivni pésy,
které byly pfifazeny kyvavé vibraci v roviné CHs skupiny pii vlnoctu 1008 cm™, C-C
natahovaci vibraci pii vinoétu 1159 cm™ a C=C natahovaci vibraci pfi vinoétu 1528 cm™.

Ptirazeni téchto charakteristickych vinoctl je uvedeno na obrazku ¢islo 13 [38].

5.2 Vyuziti Ramanovy spektroskopie pro stanoveni karotenoidi

Ramanova spektroskopie byla pouzita také pro stanoveni karotenoidli pfimo v ¢ajovych

listcich. Spektra ziskana z celych cajovych listkli obsahovala charakteristické piky pro

Wavenumbers/cm™’

Assignment

TEE/BOOAN G073 114122241553
a7

QHE

1026

1068711551 165/12651 392153041555

11281160 21041380,/ 14651 52371 567/ 1644

Chioraphyll a

P-carotene [T(C, -C2]
Chboropbyl

P-carotens [plOMe), Wi, — Tl
Chiorophyll a

Chiorophyll b

1133 P-carotene

1137 P-carotensa [wiC,,— C, 1

1144 Chiarophivll [ACM), GICNCH

1145 Chioropbll a [ulC W, GIC,NC ]
1149 B-carotena [14—15,15H,15=15

1157 frcarotene [wiC,, — Ty 800, . — HI
1172 P-carotena [5— 4,186 —7]

1186 Chiaraghyll a M. o & [0 HI

&7 P-carotena [10H 11H,8 — 9]

1191 B-carotene [6(C,, = H),6(C,, = HI|
N6 Becargtens [wiC,, — T, 600, — HI
1225 Chiorophyll [S0CH), SICH,)

1226 B-cargtena [12 =13, 14H,15=151

1281 P-carotena [15H, 14H, CCC156]

1310 B-carotene [12H 11 =1215=151

1333 B-caratens [HC,, — HLWC,,-C,50

1347 P-carotena [12H11=1215=15"]

1450 Brcaratena [Sastane], Gas(13Me}]

1485 B-carotens [13=14,11=12,12H]

1518 Lutein [C=C stretching vibration]

1524 Chiorophyll a [wiC C) vl O

1528 Caratenaoids [w{C=C}]

1543 Chiorophyll a [eC C

1552 Chilarophivll a [wiC,C), wiC, Gl

1562 B-cargtens [11=12,15H,12H]

Obrazek €. 13: Charakteristické vinocty pro chlorofyly a karotenoidy [38]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

karotenoidy. Charakteristika sloucenin byla dale potvrzena srovnanim se dvéma
karotenoidovymi standardy, P-karotenem a luteinem, coz jsou karotenoidy piitomné
v nejvyssim podilu v Cerstvych ¢ajovych listcich. Silné Ramanovy pasy na hodnotach
vlnoétu 1003, 1156, 1190 a 1520 cm™! odpovidaji B-karotenu, zatimco Ramanovy pasy na
hodnotach 1002, 1154, 1187 al518 cm™! odpovidaji luteinu. Hlavni Ramanovy piky ve
spektru nachazejici se na hodnotach vlnoétd 1001, 1154, 1185 a 1520 cm™ byly pfitazeny
vibraci metylové skupiny -CHj3, symetrické vibraci vazeb C—C a polyenové skupiné¢ C=C.
Ve spektrech byly pozorovany mirné posuny vlnoéti (<5 cm™) u nékolika past mezi
luteinem a PB-karotenem. Pro [B-karoten byla maximdlni intenzita vibrace vazby C-C
zaznamenana pii vlno¢tu 1156 cm™!, pik vibrace vazby C=C byl zaznamenan pii vlnoctu
1520 cm™'. Zatimco pro lutein byla hodnota intenzity vibraéniho pasu C—C pfti 1154 cm™, u
vazby C=C byla hodnota vlno¢tu 1518 cm™. Tyto rozdily ve vInodtech mohou byt
muze ovlivnit vibrace vazeb C—C nebo C=C. Tyto studie prokazuji, Ze Ramanovu
spektroskopii lze pouzit k rozliSeni riiznych druhii karotenoidi. Kromé toho je Ramanova
maximalni intenzita mnohem vyssi pro B-karoten nez pro lutein, ikdyZ se pouziva stejna

koncentrace standardniho roztoku. [39], [40].

Z publikovanych studii vyplyva moznost pouZziti Ramanovy spektroskopie pro stanoveni
obsahu fotosyntetickych barviv pfimo v listech ¢ajovniku, coz by mohlo byt v budoucnu
pouzito pro rychlé¢ a piesné hodnoceni stupné zralosti ¢ajovych listkl, piip. také pro

mechanizaci tfidéni ¢ajovych listl pfi sklizni [37], [39], [40].
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5.3 Vyhody a nevyhody Ramanovy spektroskopie
Jako kazda méfici technika, tak 1 Ramanova spektroskopie ma své vyhody a nevyhody.

Mezi vyhody patfi:

e Neni nutna zadné uprava nebo upln¢ malé uprava méteného vzorku. Tim se snizuji
pozadavky na mnozstvi pouzitych chemickych ¢inidel a minimalizuje se mnozstvi

odpadu.
e [ze méfit ve vodném prostiedi — optické materialy nejsou citlivé na vlhkost.
e Je aplikovatelnd na rizné formy latek a zaroven na vSechna latkova skupenstvi.
e Poskytuje intenzivni pasy pro symetrické vibrace.
e Nedestruktivni, bezkontaktni a rychla metoda.
e Pii méteni vzorkll neni zapottebi odstranéni vody a oxidu uhli¢itého [41].

Mezi nevvhody patfi:

e Vysoké potizovaci néklady (drazsi nez IR spektroskopie).

e Fluorescence vzorku, jelikoz byva o n€kolik fadl vys$i nez Ramaniv rozptyl a

dochazi k prekryti Ramanova spektra.

e Obsahuje-li vzorek smés vice latek, dochazi k prekryvani past a analyza je obtizna

[41].
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II. PRAKTICKA CAST
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6 CILPRACE

Hlavnim cilem diplomové prace bylo stanovit fotosyntetické pigmenty v €aji matcha
pomoci Ramanovy spektroskopie a zaroven obsah téchto latek potvrdit dalSimi

laboratornimi metodami — UV/VIS spektrofotometrii a metodou HPLC.
Cile prace lze rozd¢lit na dve casti:
1. Teoreticka cast:
e (Charakterizovat fotosyntetické pigmenty v zeleném caji.
e Popsat metody, které¢ jsou vhodné ke stanoveni fotosyntetickych pigmentt.

e Popsat metodu Ramanovy spektroskopie se zaméfenim na stanoveni

fotosyntetickych pigmentt.
2. Prakticka cast:
e Stanovit obsah popela a suSiny ve vzorcich ¢aje matcha.
e Stanovit obsah fotosyntetickych pigmentii pomoci Ramanovy spektroskopie.

e Stanovit obsah fotosyntetickych pigmentii pomoci UV/VIS spektroskopie a
metody HPLC.
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7 MATERIAL A METODY

7.1 Pouzité materialy a chemikalie

Japonska bio matcha — distributor: DAY Spa Shop, Brno
Japonsky bio ¢aj matcha HARMONY, distributor v CR: Kyosun s.r.0., Praha
Bio ¢aj matcha — distributor pro CR: drogerie DM
Matcha natural — vyrobce: Zdravi z pfirody s. r. 0, Zlin
Aceton: Penta s.r.o.

CaCos: Lach-Ner, s.r.o.

Mofsky pisek: Ing. Petr Lukes

NaCl: Ing. Petr Lukes

Butylhydroxytoluen: Carl Roth GmbH + Co. KG
Hexan: Lach-Ner, s.r.o.

Isopropanol: Mikrochem spol. s r.o.

Lutein: Sigma-Aldrich

Canthaxanthin: Dr. Ehrenstorfer GmbH

Zeaxanthin: Dr. Ehrenstorfer GmbH

B-karoten: Merck & Co., Inc.

trans-B-apo-8'-carotenal: ChromaDex, Inc.

Astaxanthin: HPC Standards GmbH

Lykopen: TCI, Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.

Bézné laboratorni nadobi a pomticky

7.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy A&D GH — 200 EC, vyrobce: Labicom
UV/VIS spektrofotometr Biochrom WPA S1200+, vyrobce: Biochrom Ltd.

UHPLC Dionex Ultimate 3000, vyrobce: Thermo Fisher Scientific Inc.
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e iRaman Plus, model: BWS465-785S, vyrobce: B&WTek, RenishawMetrohm AG
e Muflova pec: LAC, s.r.o.

e Vodni lazen FUNKE GERBER - WD436D, vyrobce: Funke-Dr.N.Gerber
Labortechnik GmbH

e (Qdstredivka Hettich EBA 20, vyrobce: Andreas Hettich GmbH & Co. KG

e SusSarna VENTICELL, vyrobce: BMT Brnénska Medicinska Technika a.s.

7.3 Charakteristika vzorku

Pro stanoveni fotosyntetickych pigmentli v matcha prasku byly pouzity tyto vzorky:

Vzorek &. 1: Japonska bio matcha, distributor v CR: DAY Spa Shop s.r.0., Brno, zemé
puvodu ¢aje: Japonsko, obsah baleni 100 g, minimalni trvanlivost do 04/2025, certifikaty:
Produkt ekologického zemédélstvi (CZ-B10-002), Zemédélska bio produkce mimo EU

Vzorek &. 2: Japonsky bio ¢aj matcha HARMONY, distributor v CR: Kyosun s.r.o., Praha
9, zem¢ puvodu caje: Japonsko (Shizuoka, Aichi), baleno v saccich 30 x 2 g, minimalni
trvanlivost do 05/2025, certifikaty: Produkt ekologického zemédélstvi (CZ-BIO-002),
Zemé&délska bio produkce mimo EU, JAS

Vzorek €& 3: Bio ¢aj matcha, distributor v CR: DM drogerie markt s.r.o., Ceské
Budéjovice, zemé piivodu Caje: Japonsko, obsah baleni 30 g, minimalni trvanlivost do
05/2026, certifikaty: Produkt ekologického zemédélstvi (CZ-BIO-001), Zeméd¢€lska bio
produkce mimo EU (DE-OKO-003)

Vzorek ¢&. 4: Matcha natural, distributor v CR: Zdravi z piirody s.r.o., Zlin, zemé& ptivodu

Zaje: Cina, obsah baleni 100 g, minimalni trvanlivost do 03/2025
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7.4 Stanoveni obsahu popela ve vzorcich matcha caji

Pro stanoveni obsahu popela byly nejdiive vyzihany prazdné porcelanové kelimky pii
teploté 550 + 25 °C po dobu 1 hodiny. Po uplynuti této doby, byly kelimky vlozeny do
exsikatoru, aby vychladly a poté byly zvazeny na analytickych vahach s pfesnosti na 0,1
mg. Do kelimkti bylo navdzeno po 1 g vzorku opét s pfesnosti na 0,1 mg. Nasledn¢ byly
kelimky se vzorky vlozeny do muflové pece, kde byly pfi teploté 550 + 25 °C po dobu 6
hodin spalovany. V dalsi fazi byly vzorky z muflové pece vlozeny do exsikatoru pomoci
klesti a po vychladnuti byly porcelanové kelimky zvazeny s ptesnosti na 0,1 mg. Vysledné
hodnoty jsou primérem ze tfi provedenych stanoveni. Postup je modifikaci normy CSN

ISO 2171 (461019) [42]. Vypocet obsahu popela ve vzorku byl proveden dle vztahu (1).
Vypocet obsahu popela [%]: P = [(m;-m2) / (m3-m2)] * 100 1

Vysvétlivky:

m; — hmotnost porcelanového kelimku s popelem [g]

m, — hmotnost prazdného porcelanového kelimku [g]

m3 — hmotnost porcelanového kelimku s navazkou vzorku [g]

7.5 Stanoveni obsahu suSiny ve vzorcich matcha ¢aji

SuSina jednotlivych vzorkdl byla stanovena tak, ze byl navdZen 1 g daného vzorku
s presnosti na 0,1 mg do pfedem vysusSené a zvaZzené plechové misky, kdy nejdiive byla
zvazena prazdna miska, poté miska se vzorkem. Nasledovalo suSeni v susarné pfi teploté
105+2°C po dobu 6 hodin a nasledovalo opétovné zvazeni misek a po nasledném piepoctu

dle (2) byl ziskan podil suSiny ve vzorku. Vysledek je primérem ze 3 stanoveni.
Vypocet obsahu susiny [%]: X= (b/a) * 100 ?2)

Vysvétlivky:

a —navazka vzorku matcha prasku [g]

b — hmotnost vysusené¢ho vzorku matcha prasku [g]
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7.6 Méreni spekter metodou Ramanovy spektroskopie

Meéieni bylo provadéno pienosnym piistrojem iRaman Plus, ktery je zobrazen na obrazku
¢islo 14. Zdrojem svétla byl laser 785 nm, expozi¢ni ¢as byl 10 sekund, kazdé spektrum je
vysledkem 10 opakovéani méfeni. Spektra byla méfena v rozsahu vinoétd 484 — 3197 cm’!,
s rozlienim 3,5 cm’. Méfeni vzorkll bylo zaji§téno pomoci optické sondy, ktera byla

vyvedena do méfici cely, kam byla umisténa sklenéna vialka s kapalnym vzorkem.

Obrazek ¢. 14: Prenosny pristroj iRaman Plus

Pro ziskani a vyhodnoceni dat pro ptipravu spekter byl pouzit software BWSpec™ 4. Pro
méteni spekter pomoci Ramanovy spektroskopie byl pouzit pfimo praSek matcha caje bez
ptedchozich uprav. Vzorek byl vlozen do PE f6lie a méten piiloZzenim optické sondy piimo
pres obal. Pro ziskani spekter vybranych karotenoidnich standardii byly standardy
rozpustény v acetonu a méfeny v kulatych sklenénych vialkdch o objemu 5 ml. Pro
pfipravu kalibra¢nich kiivek byly vybrany standardy astaxanthinu, [-karotenu a
zeaxanthinu. Navazka standard( pro astaxanthin Cinila 5,3 mg/10 ml acetonu, pro [-
karoten ¢inila 3,5 mg/10 ml acetonu a pro zeaxanthin ¢inila 3,5 mg/10 ml acetonu.
Néslednym tedénim acetonem byly pfipraveny koncentracni fady v rozsazich, které jsou

uvedeny v tabulce Cislo 1.
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Tabulka ¢. 1: Koncentrace standardii karotenoidii v acetonu (ng/ml)

Koncentrace standardi (pg/ml)

astaxanthin 4/8/17/33/66/133/265/530
p-karoten 4/8/17/33/63/125/350
zeaxanthin 33/63/125/350

Na obrazku ¢&islo 15 jsou sefazeny roztoky karotenoidii ptfipravené k méfeni pomoci
Ramanovy spektroskopie, jako blank byl pouzivan aceton. Jednotlivé karotenoidy vykazuji
charakteristické zbarveni — oranzovy [B-karoten (vialky vlevo vzadu), zluty zeaxanthin

(vialky uprostied) a oranzové-Cerveny astaxanthin (vialky vpravo veptedu).

Obrazek ¢. 15: Pripravené naredéné standardy karotenoidi
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7.7 Stanoveni chlorofyli pomoci metody UV/VIS spektroskopie

M¢éienim pomoci UV/VIS spektrofotometru Biochrom WPA S1200+ byly zméfeny
jednotlivé absorbance chlorofylu a a chlorofylu b. Méfeni probihalo pii vinovych délkach

663 nm a 645 nm.

Postupné bylo navazeno 0,05 g matcha prasku s presnosti na 0,1 mg. Navazeny vzorek byl
ve tfeci misce rozetfen spolecné s malym mnozstvim motského pisku, 20 ml acetonu (80
%) a na Spi¢ku noZe byl piiddn CaCOs, pro zabranéni tvorby feofytinu. Smés byla
ponechédna odstat v temnu a nésledné¢ odstiedéna na centrifuze pii 6000 rpm po dobu 10
minut. Supernatant byl pfeveden do 25 ml odmérné banky a doplnén acetonem po rysku.
V takto pfipraveném roztoku byla métena absorbance pfi vlnovych délkach: 663 nm a 645
nm. Vlnové délky 663 nm a 645 nm odpovidaji absorpénimu maximu chlorofylu a a
chlorofylu b.

Pro vypocty koncentraci byly pouzity nasledujici rovnice (dle Arnona) [43].

Koncentrace chlorofylu a (v mg.1™!) ca=12,70 - A1 —2,69 - A2 3
Koncentrace chlorofylu b (v mg.1™!) ¢, = 22,90 - A2 — 4,68 - Al “)

Al — 663 nm, A2 — 645 nm

Vysledek pro jednotlivé vzorky je vzdy primérem ze tii stanoveni.
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7.8 Stanoveni obsahu karotenoidii v matcha ¢ajich metodou HPLC

Pro stanoveni obsahu jednotlivych karotenoidi v matcha prasku byla pouzita metoda

HPLC s nasledujicimi parametry méficiho zatizeni:

e Typ pristroje: UHPLC Dionex Ultimate 3000, detektor UV/VIS, DAD
e Kolona: Waters YMC CAROTENOID S-5 pm: 250mm x 4,6 mm; 5 um
e MF B: metanol

e MF C: metanol/MTBE 20/80

e ): 420,450,475 a 480 nm, vyhodnoceno pii 450 nm

e Priitok: 0,7 ml.min’!

e Délka analyzy: 50 minut

e Teplota kolony: 25°C

e Nastrik: 50 pl

e Gradientova eluce:

. 0-10min  90-75%B

10-20min  75-50% B

20-25min  50-30%B

25-35min 30-10%B

35-37min  10-6% B

37-39min  6-90% B

39-50min 90 % B

NS R WD

Do vétsi 1ékovky bylo navazeno 0,25 g vzorku ¢aje matcha s presnosti na 0,1 mg, dale
bylo pfidano 3 ml smési hexanu s 0,05 % BHT (butylhydroxytoluen) a 2 ml
isopropanolu a Iékovka byla tfepana 15 minut na tfepacce. Poté byla smés pfevedena
do mikrozkumavky, odstfedéna na odstfedivce a horni vrstva pipetou odsata do misky.
Pelet byl pfeveden do Iékovky, rozdrcen a opét bylo pfidano 3 ml hexanu s 0,05 %
BHT a 2 ml isopropanolu. Po 15 minutovém protfepani na tfepaCce byla smeés
pfevedena do mikrozkumavky, centrifugovana a horni vrstva odsata pipetou a pfidana
k prvnimu podilu do misky. Tento extrakt s karotenoidy na misce byl odpatfen na teplé
vodni lazni pii teplot¢ 50 °C. Zbytek v misce byl rozpuStén v isopropanolu,
kvantitativné pieveden do 10 ml odmérné banky a doplnén isopropanolem po rysku.
Pro pfipravu kalibra¢nich kiivek byly pouzity tyto standardy: B-karoten, lutein,

zeaxanthin, kantaxanthin, trans-f-apo-8'-karotenal a lykopen. Koncentrace standardii
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pro piipravu kalibracnich kiivek Cinily: 1/5/10/20 pg/ml v isopropanolu. Kalibracni
ktivky pouzité pro odecet vysledki jsou uvedeny v ptilohach PI — PIV.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

Ve vsech 4 vzorcich matcha Caje byl stanoven obsah popela a suSiny postupy uvedenymi v

kap. 7.5 a 7.6. Vysledky téchto stanoveni jsou shrnuty v Tabulce €. 2.

8.1 Vysledky stanoveni obsahu popela a suSiny ve vzorcich matcha ¢aja

Tabulka ¢. 2: Vysledky stanoveni priimérného obsahu popela a susiny ve vzorcich
matcha ¢aji

Pramérny obsah popela [%] Hodnota suSiny [%]
Vi1 5,1+0,1 95,9+0,1
V2 5,8+0,1 97,3+0,1
V3 5,9+0,1 96,1+0,1
V4 5,3+0,1 96,1+0,1

Primérny obsah popela v jednotlivych vzorcich praskovych matcha ¢aji se pohyboval
v rozmezi 5,1% az 5,9%. Nejmensi pramérny obsah popela byl zjistén ve vzorku cislo 1,
naopak nejvyssi obsah popela byl zjistén ve vzorku Cislo 3. Dle dostupné literatury se,

hodnoty popela u matcha ¢aji pohybovaly v rozmezi 4,6% az 5,2%.[44]

Hodnoty susiny se po piepoctu pohybovaly v rozmezi od 95,9% do 97,3%, coz ptedstavuje
obsah vlhkosti v prascich v rozmezi 2,7 — 4,1%. Pfi tomto stanoveni bylo zjiSténo, Ze
primérné hodnoty suSiny se u jednotlivych vzorkii ¢aji matcha li§i minimalné. Pro
srovnani s odbornou literaturou, hodnoty suSiny u matcha ¢aji jsou uvadény v rozmezi

96,2 % az 97,3°% [44].
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8.2 Vysledky stanoveni fotosyntetickych barviv pomoci metody

Ramanovy spektroskopie

8.2.1 Meéfeni praskovych vzorki matcha ¢aje

M¢éfenim praskovych vzorkit matcha Caje nebylo mozné ziskat Ramanovo spektrum
vzorku. Ramaniiv signal byl zcela ptfekryt velmi intenzivni luminiscenci vzorku, vyvolanou
dopadem svétla na molekuly chlorofylu. To znemoznilo stanoveni barviv pfimo ve vzorku

[38].

V odborné literatuie jsou uvedeny postupy méfeni Ramanovych spekter pfimo v ¢ajovych
listeich, tzn. i za pfitomnosti chlorofylu. V téchto studiich byla pouzita excita¢ni vlnova
délka laseru 532 nm, nizky vykon laseru a velmi kratky expozi¢ni ¢as 0,01 — 1 s. Nasledn¢
byly pouzity také pokrocilé statistické metody analyzy dat. Takovéto usporadani umoznilo
ziskani Ramanova signalu fotosyntetickych barviv pfimo v ¢ajovnikovych listech i za
pfitomnosti vysokého obsahu chlorofylu a umoznilo tak sledovani distribuce

fotosyntetickych barviv v listu (viz kap. 5.1) [37], [39], [40].

8.2.2 Méieni Ramanovych spekter standardi karotenoidi

Pro dal$i méfeni Ramanovych spekter fotosyntetickych barviv byly pouZzity standardy
karotenoidd, které byly rozpustény v acetonu. Byla ziskéna spektra téchto latek, ktera jsou
uvedena na obrazku cislo 16: a-karoten, B-karoten, lutein, astaxanthin, kantaxanthin,

zeaxanthin a lykopen v acetonu, svétle modie je zobrazeno spektrum cistého acetonu.
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Obrazek €. 16: Ramanova spektra standardi karotenoidi

Vzhledem k velké podobnosti struktury jednotlivych karotenoidii se jejich spektra
piekryvaji. Nejvyraznégjsi piky odpovidaji vinoétim 1007 cm™, 1159 cm™a 1516 cm™!, piky
sttedni intenzity odpovidaji vInoétim 976 a 1278 cm’'. Piky slabé intenzity jsou
pozorovatelné pii vlnodtech 1235, 1578 a 1593 cm™ u astaxanthinu. P¥i porovnani
s literaturou lze tyto pasy piifadit vibracim vazeb C=C pro vlnodet ~ 1520 cm',

symetrické vibraci vazeb C-C a C-H pro vlnoget ~1160 cm™! a vibraci skupiny -CH3 pro

vlnocet ~ 1000 cm™! [45].

V odborné literatuie byl publikovan velmi maly posun vinoctli u né€kterych Ramanovych
past specifickych pro B-karoten a lutein (viz kap. 5.2). Pomoci tohoto posunu vlnoctl
bylo mozné od sebe odlisit spektrum téchto dvou jinak strukturné podobnych karotenoidi.
Tento posun byl zaznamenan diky velmi nizkému spektralnimu rozliSeni zatizeni
pouzitého v této studii, které bylo 0,2 nm. Zafizeni pouZzité v této diplomové praci ma
spektralni rozliSeni 3,5 nm, coz zachyceni tohoto rozdilu znemoziuje a proto se Ramanovy

pasy B-karotenu a luteinu ve spektru prekryvaji.
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8.2.1 Meéfeni Ramanovych spekter vybranych standardi

Pro astaxanthin, B-karoten a zeaxanthin byly pfipraveny koncentra¢ni fady jejich standarda
v rizném rozsahu koncentraci. Byla sledovana intenzita Ramanova signalu pii vybranych

vlnoctech v zavislosti na koncentraci analytu. Standardy byly rozpusStény v acetonu.
astaxanthin: 4/8/17/33/66/133/265/530 pg/ml
B-karoten: 4/8/17/33/63/125/350 pg/ml
zeaxanthin: 33/63/125/350 pg/ml
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Ramaniv posun [cm™]

e—gceton astaxanthin 4pg/ml astaxanthin 530pg/ml

Obrazek ¢. 17: Ramanovo spektrum astaxanthinu p¥i riiznych koncentracich
standardi

Na obrazku ¢. 17 jsou zndzornéna spektra standardu astaxanthinu pro dvé krajni
koncentrace roztokli a to 4 pg/ml a 530 pg/ml. Pro vyhodnoceni a porovnani s literaturou
byla sledovdna zména intenzity Ramanova signalu pro vlnoéty 1157 cm™ a 1521 cm’,
jelikoZ v téchto bodech nedochazi k prekryvu acetonu a astaxanthinu a Ramanovy pasy
vykazuji silnou intenzitu. Ramanftiv pas pii vino&tu 1157 cm™ odpovid4 vibraci vazby C-H,
dle srovnéni s literaturou, ve které byla uvedena hodnota vInodtu 1159 cm™. Zjisténa
hodnota vino¢tu 1521 cm™ odpovida vibraci vazby C=C, v citované literatute byla uvedena

hodnota vinoétu 1519 cm™ [38].
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Obrazek ¢&. 18: Zavislost intenzity p¥i 1157 cm™! pro astaxanthin

Na obrazku ¢. 18 je zobrazen graf zavislosti intenzity Ramanova signalu astaxanthinu
v acetonu pro hodnotu vinoétu 1157 cm™'na koncentraci analytu. Pro jeji vyneseni byly
odstranény odlehlé body koncentraci 133 a 265 pg/ml. Linearni rovnice pfimky je ve tvaru

y=13,795x + 1166 a korela¢ni koeficient ¢ini 0,9216.
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Obrizek €. 19: Zavislost intenzity p¥i 1521 cm! pro astaxanthin
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Na obrazku c¢islo 19 je zobrazena piimka zavislosti intenzity Ramanova signalu pfi vinoctu
1521 cm™ na koncentraci astaxanthinu. Pro jeji vyneseni byly odstranény odlehlé body
koncentraci 133 a 265 pg/ml. Linearni rovnice piimky je ve tvaru y= 3,4377x + 536,42 a
korelacni koeficient ma hodnotu 0,9537.

Vyssi korelace intenzity Ramanova signalu s koncentraci astaxanthinu byla nalezena pro
1

hodnoty vlno¢tu 1521 cm’
vibraci vazby C=C [38]

, coz odpovidda Ramanovu pasu piifazovanému symetrické
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Obrazek ¢. 20: Ramanovo spektrum f-karotenu pri riznych koncentracich

standardu

Na obrazku ¢islo 20 jsou znazornéna Ramanova spektra standardi B-karotenu pro dvé
krajni hodnoty koncentrace 4 pg/ml a 350 pg/ml. Pro vyhodnoceni a porovnani s odbornou
literaturou byly pouzity piky pfi vinostech 1009 cm™ a 1157 cm™. V téchto vybranych
bodech nedochazi k prekryvu mezi acetonem a B-karotenem. Ramantv pas pii hodnoté
vlnoétu 1009 cm™ je ptifazovan vibraci vazby C-CHs (v literatufe odpovidd hodnoté
vlno&tu 1006 cm™). Pik pfi vino¢tu 1157 em™ odpovida vibraci vazby C-C, kterd méla dle

dostupné studie polohu Ramanova pasu pii vlnoctu 1156 cm™ [46].
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Obrizek €. 21: Zavislost intenzity p¥i 1157 cm! pro B-karoten

Na obrazku ¢islo 21 je znazornén graf zédvislosti intenzity Ramanova pasu pii hodnoté
vlno&tu 1157 em™! pro koncentrace B-karotenu v rozsahu 4 — 350 ug/ml. Pro jeji vyneseni
byly odstranény odlehlé¢ hodnoty koncentraci 33 a 125 pg/ml. Linearni rovnice pfimky je
ve tvaru y= 8,0324x + 592,91 a korelacni koeficient udava hodnotu 0,9788.
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Obrizek &. 22: Zavislost intenzity p¥i 1009 cm™! pro B-karoten

Na obrazku c¢islo 22 je vynesen graf zavislosti intenzity Ramanova pasu pii hodnoté

vlno¢tu 1009 cm™! pro koncentrace p-karotenu v rozsahu 4 — 350 pg/ml. Pro jeji vyneseni



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

byl odstranén odlehly bod, ktery mél hodnotu koncentrace 33 pg/ml. Linearni rovnice
pfimky ma tvar y=5,1616x + 610,78 a korela¢ni koeficient ma hodnotu 0,8768.

Vyssi korelace intenzity Ramanova signalu s koncentraci B-karotenu byla nalezena pro
hodnoty vlnoétu 1157 cm’!, coz odpovida Ramanovu pasu piifazovanému symetrické

vibraci vazby C—C. [38]
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Obrazek €. 23: Ramanovo spektrum zeaxanthinu pfi riiznych koncentracich standardua

Na obrazku ¢islo 23 je zobrazeno Ramanovo spektrum zeaxanthinu pro koncentrace
vrozsahu 33 — 350 pg/ml. Pro vyhodnoceni a porovnani s odbornou literaturou byly
pouzity hodnoty vInoétu 958 cm™ a 1229 cm!. V t&chto vybranych bodech nedochézi
k pfekryvu mezi acetonem a zeaxanthinem. Charakteristické piky pro zeaxanthin podle
odborné studie jsou: 1000 cm (vibrace vazby CHs), 1160 cm™ (vibrace vazby C-C) a
1520 cm! (vibrace vazby C=C) [45].
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Obrazek ¢&. 24: Zavislost intenzity p¥i 958 cm™! pro zeaxanthin

Na obrazku ¢islo 24 je vynesen graf zéavislosti intenzity Ramanova pasu pii hodnoté
vlnoétu 1009 cm™ pro koncentrace zeaxanthinu v rozsahu 33 — 350 pg/ml. Linearni

rovnice piimky ma tvar y= 0,1143x + 174,44 a korela¢ni koeficient méa hodnotu 0,7666.
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Obrizek &. 25: Zavislost intenzity p¥i 1229 cm™! pro zeaxanthin

Na obrazku ¢islo 25 je vynesen graf zavislosti intenzity Ramanova pasu pii hodnoté
vlno¢tu 1229 cm pro koncentrace zeaxanthinu v rozsahu 33 — 350 pg/ml. Linearni

rovnice piimky ma tvar y= 0,5998x + 95,577 a korela¢ni koeficient méa hodnotu 0,8822.
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Vyssi korelace intenzity Ramanova signalu s koncentraci zeaxanthinu byla nalezena pro
hodnoty vlno¢tu 1229 cm™.
8.3 Vysledky stanoveni chlorofyli spektrofotometricky

Pomoci metody UV/VIS spektrofotometrie bylo stanovovdno mnozstvi chlorofylu a,

chlorofylu b a celkovy obsah chlorofylu.

Tabulka €. 3: Vysledky stanoveni primérného obsahu chlorofyli ve vzorcich matcha

caju
Stanoveni obsahu chlorofyli ve vzorcich matcha ¢aji [mg.g™']
vzorek chlorofyl a chlorofyl b chlorofyla +b
Vi 2,6+0,4 1,4+0,2 4,0+0,6
V2 4,2+0,7 2,7+0,5 6,9£1,0
V3 3,9+0,6 3,2+0,5 7,1£1,1
V4 1,8+0,3 1,1+0,2 2,9+0,5

Jednotlivé vysledky koncentraci chlorofylu a i b byly pfepocitany na obsah v susin¢ a jsou
prehledné uvedeny v tabulce Cislo 3. Nejvyssi koncentrace chlorofylu a byla stanovena u

vzorku &islo 2 a 3, hodnota ¢inila 4,2 mg.g! pro vzorek ¢islo 2 a 3,9 mg.g™! pro vzorek

cwwvr

cvwr

chlorofylu a i b, byla stanovena u vzorku ¢islo 4, hodnota koncentrace chlorofylu a ¢inila
1,8 mg.g' a hodnota koncentrace chlorofylu b &inila 1,1 mg.g!. Nejvyssi celkova

koncentrace chlorofylii a + b, byla stanovena ve vzorku &islo 3, hodnota ¢inila 7,1 mg.g™.

Z tabulky cislo 3 dale vyplyva, Ze je patrny rozdil mezi pivodem matcha ¢aje, a to zejména
u vzorku &islo 4, ktery pochéazi z Ciny. Hodnoty jednotlivych koncentraci chlorofyli byly
niz§i nez u vzorkd ¢islo 1, 2 a 3, které pochazi z Japonska. Pro srovnani byly vybrany
hodnoty koncentraci chlorofyld u zelenych a ¢ernych cajt, jejich hodnoty se pohybovaly

v rozmezi 0,2 az 1,9 mg/1 [47].
Obsah chlorofylu v ¢aji matcha je vyrazné€ vyssi nez je tomu u béznych zelenych cajl, coz
je dano zpusobem péstovani a velmi Setrnou technikou sklizné¢ a zpracovani Cajovych

listku.
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8.4 Vysledky stanoveni karotenoidiit pomoci metody HPLC

Pomoci metody HPLC byl stanoven obsah karotenoidii — [-karotenu, zeaxanthinu,
kantaxanthinu, trans-f-apo-8'-karotenalu a luteinu ve vzorcich matcha c¢aja. Kalibracni
pfimky B-karotenu, zeaxanthinu, kantaxanthinu a trans-B-apo-8'-karotenalu jsou uvedeny

v ptilohach diplomové prace (PI— PIV).

Tabulka ¢. 4: Obsah karotenoidi ve vzorcich matcha ¢aji

Obsah karotenoidi ve vzorcich ¢aje matcha [ug.g™]

vzorek | B-karoten | zeaxanthin | kantaxanthin trans-p-apo-8'- lutein
karotenal

V1 709+35 67+3,4 57+£2,8 10,3+0,5 155+7,8

V2 622431 203+10,2 169+8,5 7,5+0,4 200+10

V3 552428 119+6,0 82+4,1 7,1+£0,4 137+6,9

V4 324+16 5,7+0,3 10+0,5 2,8+0,2 22+1,2

Z tabulky cislo 4 vyplyva, Ze nejvice zastoupenymi karotenoidy ve vzorcich matcha caje
jsou B-karoten a lutein, jejichz hodnoty se pohybuji v rozmezi 324 pg.g-' az 709 pg.g-! pro
B-karoten a v rozmezi 22 pg.g-' az 200 pg.g-' pro lutein. u vzorku ¢islo 4 byly namétfeny
nejniz§i hodnoty vSech stanovovanych karotenoid. Nejvy$s$i zastoupeni luteinu a
zeaxanthinu obsahuje vzorek Cislo 2. Vzorek ¢islo 1 obsahuje nejvy$si mnozstvi trans-f3-
apo-8'-karotenalu a také B-karotenu. Celkové se da konstatovat, ze u japonskych vzorkt
(V1, V2 a V3) je vyssi obsah karotenoidii nez u vzorku ¢inského €aje matcha (V4). Toto
zjiSténi odpovida také informacim od dodavatele €aju, ktefi v ptipadé caji V1 — V3
deklaruji certifikaty ekologického zeméd€lstvi, coz muize souviset také se SetrnéjSimi
podminkami pfi zpracovani Caje a tim také niz§im stupném degradace téchto latek. Pro ¢aj

V4 vyrobce takovy certifikat nedoklada.

Pro srovnani s odbornou literaturou byla hodnota B-karotenu v zeleném caji 495 pg.g-',
coz odpovida rozmezi 324 az 709 pg.g-', které bylo naméteno ve vzorcich ¢aji matcha.
Naopak hodnota luteinu v zeleném caji Cinila 893 pg.g-!, ve vzorcich matcha Cajii se
naméfené hodnoty pohybovaly vrozmezi 22 az 200 pg.g-'. Hodnota zeaxanthinu
v zeleném Caji Cinila 39 pg.g-', hodnoty namétené ve vzorcich matcha ¢ajii se pohybovaly

v rozmezi 5,7 az 203 ng.g-'.[48]
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Celkovy obsah karotenoidti ve vzorku V1 byl 998,3 ng.g-!, ve vzorku V2 byl 1201,5 pg.g-
!, ve vzorku V3 byl stanoven 897,1 pg.g-' a ve vzorku V4 byl stanoven 364,5 pg.g-'.

Z toho vyplyva, ze nejvyssi celkovy obsah karotenoidti obsahoval vzorek cislo 2.
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9 ZAVER

M¢éieni vzorkih matcha caje pomoci Ramanovy spektroskopie komplikovala
vyrazna luminiscence chlorofylu, ktera piehlusila Ramantiv signal, a tudiz nebyla viditelna
spektra jednotlivych barviv. Ramanova spektra byla zméfena pro jednotlivé karotenoidy
samostatné. Ve spektrech méfenych karotenoida (a-karoten, B-karoten, lutein, astaxanthin,
kantaxanthin, zeaxanthin a lykopen) byly nalezeny intenzivni pasy pii hodnotach vinoctu
1157 ecm™ a 1521 cm™! pro astaxanthin, 1009 cm™ a 1157 cm™ pro B-karoten a 958 cm™ a
1229 cm™! pro zeaxanthin, které jsou dle literatury piifazovany vibracim vazby C-H (1159
cm!), C=C (1519 cm™) pro astaxanthin, C-CHs (1006 cm™), C-C (1157 cm™) pro B-
karoten. Charakteristické piky pro zeaxanthin podle odborné studie jsou: 1000 (vibrace

vazby CH3), 1160 (vibrace vazby C-C) a 1520 cm™! (vibrace vazby C=C).

Pro piipadnou kvantitativni analyzu byly u astaxanthinu, p-karotenu a zeaxantitnu
proméfeny koncentracni fady téchto analyti a byla vyhodnocena zavislost intenzity
vybranych pikGi na jejich koncentraci. Nejvyznamnégj$i korelace byla nalezena u
astaxanthinu pro Ramanovy pasy s hodnotou vlno¢tu 1521 cm™ odpovidajici symetrické
vibraci vazby C=C. U B-karotenu byla nalezena vyznamna korelace intenzity Ramanova
pasu s koncentraci standardu pfi vlno&tu 1157 cm™ odpovidajici symetrické vibraci vazby
C-C, a také korelace intenzity Ramanova pasu pti hodnoté vlnoctu 1009 cm™ | ktery je
pfifazovan vibraci skupiny —CH3. U zeaxanthinu byly hodnoceny piky s vinoctem 946 cm

"'a 1225 cm! s nizkou korelaci.

Obsah celkového chlorofylu, véetné chlorofylu a a chlorofylu b, ve vzorcich matcha ¢aji
byl stanoven spektrofotometricky po extrakci do acetonu. Obsah chlorofyli ve vzorcich
japonskych ¢aji matcha byl vyssi nez u Cinského Caje. Celkovy obsah chlorofylu se
pohyboval v rozmezi 2,9 — 7,1 mg.g™!, coZ jsou hodnoty vyssi, nez jsou b&zné udavany pro

zelené Caje.

Pro stanoveni obsahu karotenoida byla v diplomové praci pouzita metoda HPLC. Pomoci
této techniky byl zjiStén obsah B-karotenu, zeaxanthinu, kantaxanthinu, trans-f-apo-8'-
karotenalu a luteinu. Celkovy obsah karotenoidii v matcha cajich se pohyboval v rozmezi
364,5 — 1201,5 pg.g-'. Nejvice zastoupenymi karotenoidy byly B-karoten a lutein, jejichz
hodnoty se pohybovaly v rozmezi 324 ng.g-' az 709 ng.g-' pro B-karoten a v rozmezi 22
png.g-' az 200 pg.g-! pro lutein. U tfi matcha ¢aja, které pochazely z Japonska a mély od
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vyrobce uvedenou certifikaci (vyrobek ekologického zemédélstvi), byly stanoveny vyssi

hodnoty obsahu chlorofylu a karotenoidi nez u ¢inského ¢aje matcha bez certifikétu.

Vyhodou Ramanovy spektroskopie je bud’ zddna nebo jen v malé miie Gprava vzorku, déle
rychlost, pfesnost a bezkontaktnost. Nevyhodou je slaby Ramantv signal a u fady vzorkt
(vCetn¢ zelenych cajii) vybuzeni luminiscence, diky které dochazi k Sumu a piekryti
charakteristickych spekter métfenych latek. VyfeSeni tohoto problému by umoznilo
konstrukci zafizeni pro stanoveni obsahu fotosyntetickych barviv piimo v listech
¢ajovniku, coz by bylo vyhodné pro rychlé a piesné hodnoceni stupné zralosti ¢ajovych

listi a pro usnadnéni tfidéni ¢ajovych listd béhem sklizn¢ a nasledného zpracovani.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]

[10]

[11]

CHEADLE, Louise a KILBY, Nick. Kniha o ¢aji matcha: vSe, co jste o tomto
uzasném zeleném supercaji chtéli védét. Vydani prvni. Pielozil Lenka

KRIVANKOVA. Esence. Praha: Euromedia, 2017. ISBN 978-80-7549-284-5.

M. E. and Hirado, ,,The Introduction of the Rinzai school of Zen and Matcha tea to
Japan", 2016, s. 105-125.

Helen Saberi, Tea: A Global History, 2010, s 183, vydavatel: Reaktion

MITSCHER, Lester A. a DOLBY TOEWS, Victoria. Kniha o zeleném c¢aji: ¢insky
pramen mlédi : jak pomoci zeleného Caje predchédzet rakoving a zpomalovat starnuti.

[Praha]: ZEMS, 2006. ISBN 80-903305-9-2.

AHMED, Selena a STEPP, John Richard. Green Tea. Online. In: Tea in Health and
Disease Prevention. Elsevier, 2013, s. 19-31. ISBN 9780123849373. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-384937-3.00002-1. [cit. 2024-05-07].

PHUAH, Yi Qian; CHANG, Sui Kiat; NG, Wen Jie; LAM, Ming Quan a EE, Kah
Yaw. A review on matcha: Chemical composition, health benefits, with insights on
its quality control by applying chemometrics and multi-omics. Online. Food
Research International. 2023, roc¢. 170. ISSN 09639969. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2023.113007. [cit. 2024-05-07].

P. Seed a E. Techniques, ,,Popular Kheti", ro€. 1, ¢. 1, s. 162163, 2014.

L. R. Juneja a M. P. Kapoor, Green tea Polyphenols - Nutraceuticals of modern life.
2010. ISBN 9781138199378

KOCHMAN, Joanna; JAKUBCZYK, Karolina; ANTONIEWICZ, Justyna; MRUK,
Honorata a JANDA, Katarzyna. Health Benefits and Chemical Composition of
Matcha Green Tea: A Review. Online. Molecules. 2021, ro¢. 26, ¢. 1. ISSN 1420-
3049. Dostupné z: https://doi.org/10.3390/molecules26010085. [cit. 2024-05-07].

V. Miti¢, V. Stankov Jovanovié¢, M. Dimitrijevi¢, J. Cvetkovié, G. Petrovi¢, a G.
Stojanovié, ,,Chemometric Analysis of Chlorophyll a, b and Carotenoid Content in

Green Leafy Vegetables", Biol. Nyssana, ro€. 4, €. 1-2, s. 49-55, 2013.

THAKUR, Abhishek. Health Promoting Phytochemicals in Vegetables: A Mini

Review. Online. International Journal of Food and Fermentation Technology. 2018,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 57

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

ro¢. 8, ¢. 2. ISSN 22491570. Dostupné z: https://doi.org/10.30954/2277-
9396.02.2018.1. [cit. 2024-05-07].

GULCIN, ilhami. Antioxidants and antioxidant methods: an updated overview.
Online. Archives of Toxicology. 2020, ro¢. 94, ¢. 3, s. 651-715. ISSN 0340-5761.
Dostupné z: https://doi.org/10.1007/s00204-020-02689-3. [cit. 2024-05-07]. ".

Online. Dostupné z: www.matchatea.cz. [cit. 2024-05-07].

SUKEMI, ; PRATUMYOT, Kornkanya; SRISUWANNAKET, Choladda;
NIAMNONT, Nakorn a MINGVANISH, Withawat. Dyeing of cotton with the
natural dye extracted from waste leaves of green tea ( Camellia sinensis var.
assamica ). Online. Coloration Technology. 2019, roc¢. 135, ¢. 2, s. 121-126. ISSN
1472-3581. Dostupné z: https://doi.org/10.1111/cote.12381. [cit. 2024-05-07].

KOMES, DraZenka; HORZIC, Dunja; BELSCAK, Ana; GANIC, Karin Kovagevi¢
a VULIC, Ivana. Green tea preparation and its influence on the content of bioactive
compounds. Online. Food Research International. 2010, ro¢. 43, ¢. 1, s. 167-176.
ISSN 09639969. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.foodres.2009.09.022. [cit.
2024-05-07].

MANDEL, Silvia A.; AVRAMOVICH-TIROSH, Yael; REZNICHENKO, Lydia;
ZHENG, Hailin; WEINREB, Orly et al. Multifunctional Activities of Green Tea
Catechins in Neuroprotection. Online. Neurosignals. 2005, ro¢. 14, ¢. 1-2, s. 46-60.
ISSN 1424-862X. Dostupné z: https://doi.org/10.1159/000085385. [cit. 2024-05-
07].

KOLACKOVA, Tereza; KOLOFIKOVA, Katefina; SYTAROVA, Trena; SNOPEK,
Lukéas; SUMCZYNSKI, Daniela et al. Matcha Tea: Analysis of Nutritional
Composition, Phenolics and Antioxidant Activity. Online. Plant Foods for Human
Nutrition. 2020, ro¢. 75, ¢ 1, s. 48-53. ISSN 0921-9668. Dostupné z:
https://doi.org/10.1007/s11130-019-00777-z. [cit. 2024-05-07].

Wangkarn, S.; Grudpan, K.; Khanongnuch, C.; Pattananandecha, T.; Apichai, S.;
Saenjum, C. Development of HPLC Method for Catechins and Related Compounds
Determination and Standardization in Miang (Traditional Lanna Fermented Tea
Leaf in Northern Thailand). Molecules 2021, 26, 6052. https://doi.org/10.3390/
molecules26196052.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 58

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

PASTORIZA, S.; MESIAS, M.; CABRERA, C. a RUFIAN-HENARES, J. A.
Healthy properties of green and white teas: an update. Online. Food & Function.
2017, ro¢. 8, ¢ 8 s. 2650-2662. ISSN 2042-6496. Dostupné z:
https://doi.org/10.1039/C7FO006111J. [cit. 2024-05-07].

K. Kurleto, G. Kurowski, M. Malinowska, B. Laskowska, E. Sikora, a O. Vogt,
»Wplyw warunkow parzenia na zawarto$§¢ antyoksydantow w naparach roéznych
rodzajow herbat / Influence of brewing conditions on antioxidant content in
different kinds of tea infusions", Wiadomosci Chem., ro¢. 67, ¢. 11-12, s. 1130—

1147, 2013.

CIZKOVA, H.; VOLDRICH, M., MLEINECKA, J. a KVASNICKA, F.
Authenticity evaluation of tea-based products. Online. Czech Journal of Food
Sciences. 2008, ro¢. 26, ¢. 4, s. 259-267. ISSN 12121800. Dostupné z:
https://doi.org/10.17221/10/2008-CJFS. [cit. 2024-05-07].

STEFANELLO, Naiara; SPANEVELLO, Roselia Maria; PASSAMONTI, Sabina;
PORCIUNCULA, Lisiane; BONAN, Carla Denise et al. Coffee, caffeine,
chlorogenic acid, and the purinergic system. Online. Food and Chemical
Toxicology. 2019, ro¢. 123, s. 298-313. ISSN 02786915. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.fct.2018.10.005. [cit. 2024-05-07].

NAVEED, Muhammad; HEJAZI, Veghar; ABBAS, Muhammad; KAMBOH,
Asghar Ali; KHAN, Ghulam Jilany et al. Chlorogenic acid (CGA): A
pharmacological review and call for further research. Online. Biomedicine &
Pharmacotherapy. 2018, ro€. 97, s. 67-74. ISSN 07533322. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2017.10.064. [cit. 2024-05-07].

WENG, Chia-Jui a YEN, Gow-Chin. Chemopreventive effects of dietary
phytochemicals against cancer invasion and metastasis: Phenolic acids,
monophenol, polyphenol, and their derivatives. Online. Cancer Treatment Reviews.
2012, ro¢. 38, ¢ 1, s. 76-87. ISSN 03057372. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.ctrv.2011.03.001. [cit. 2024-05-07].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

JAKUBCZYK, Karolina; KOCHMAN, Joanna; KWIATKOWSKA, Aleksandra;
KALDUNSKA, Justyna; DEC, Karolina et al. Antioxidant Properties and
Nutritional Composition of Matcha Green Tea. Online. Foods. 2020, ro¢. 9, €. 4.
ISSN 2304-8158. Dostupné z: https://doi.org/10.3390/foods9040483. [cit. 2024-05-
07].

KUSMITA, Lia; PUSPITANINGRUM, Ika a LIMANTARA, Leenawaty.
Identification, Isolation and Antioxidant Activity of Pheophytin from Green Tea
(Camellia Sinensis (L.) Kuntze). Online. Procedia Chemistry. 2015, ro¢. 14, s. 232-
238. ISSN 18766196. Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.proche.2015.03.033.
[cit. 2024-05-07].

UNNO, Keiko; FURUSHIMA, Daisuke; HAMAMOTO, Shingo; IGUCHI,
Kazuaki; YAMADA, Hiroshi et al. Stress-Reducing Function of Matcha Green Tea
in Animal Experiments and Clinical Trials. Online. Nutrients. 2018, ro¢. 10, ¢. 10.
ISSN 2072-6643. Dostupné z: https://doi.org/10.3390/nu10101468. [cit. 2024-05-
07].

GREISINGER, Sabine; JOVANOVSKI, Stefan a BUCHBAUER, Gerhard. An
Interesting Tour of New Research Results on Umami and Umami Compounds.
Online. Natural Product Communications. 2016, ro¢. 11, ¢. 10. ISSN 1934-578X.
Dostupné z: https://doi.org/10.1177/1934578X1601101040. [cit. 2024-05-07].

M. Sivel, B. Klejdus, S. Kra¢mar, a V. Kuban, ,,Utein - Vyznamny karotenoid ve
vyziveé ¢loveka", Chem. List., ro€. 107, €. 6, s. 456463, 2013.

M. Benore, A. Ninfa, a D. Ballou, Fundamental Laboratory Approaches for
Biochemistry and Biotechnology 2nd Edition. John Wiley & Sons, 2009

QU, Fang; GONG, Nan; WANG, Shenghan; GAO, Yue; SUN, Chenglin et al.
Effect of pH on fluorescence and absorption of aggregates of chlorophyll a and
carotenoids. Online. Dyes and Pigments. 2020, ro¢. 173. ISSN 01437208. Dostupné
z: https://doi.org/10.1016/j.dyepig.2019.107975. [cit. 2024-05-07].

Cvet M.: Proc. Warsaw Soc. Nat. Sci., Biol. Sec. 14 (1903); Ber. Deut. Botan. Ges.
24,316 (19006)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

VIGDERGAUZ, M. S. Chromatography in the nature. Online. Chromatographia.
1978, ro¢c. 11, ¢ 3, s. 119-122. ISSN 0009-5893. Dostupné z:
https://doi.org/10.1007/BF02261678. [cit. 2024-05-07].

LIN, Xiaohui a SUN, Da-Wen. Recent developments in vibrational spectroscopic
techniques for tea quality and safety analyses. Online. Trends in Food Science &
Technology. 2020, ro¢. 104, s. 163-176. ISSN 09242244. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/].tifs.2020.06.009. [cit. 2024-05-07].

GUPTA, Shilpi; HUANG, Chung Hao; SINGH, Gajendra Pratap; PARK, Bong Soo;
CHUA, Nam-Hai et al. Portable Raman leaf-clip sensor for rapid detection of plant
stress. Online. Scientific Reports. 2020, ro¢. 10, ¢. 1. ISSN 2045-2322. Dostupné z:
https://doi.org/10.1038/s41598-020-76485-5. [cit. 2024-05-07].

Gordon G. Hammes, Spectroscopy for the Biological Sciences. 2005. ISBN 978-0-
471-73354-6

GARDINER, Derek J. a GRAVES, Pierre R. (ed.). Practical Raman Spectroscopy.
Online. Berlin, Heidelberg: Springer Berlin Heidelberg, 1989. ISBN 978-3-540-
50254-8. Dostupné z: https://doi.org/10.1007/978-3-642-74040-4. [cit. 2024-05-07].

ZENG, Jianjun; PING, Wen; SANAEIFAR, Alireza; XU, Xiao; LUO, Wei et al.
Quantitative visualization of photosynthetic pigments in tea leaves based on Raman
spectroscopy and calibration model transfer. Online. Plant Methods. 2021, ro¢. 17,
¢. 1. ISSN 1746-4811. Dostupné z: https://doi.org/10.1186/s13007-020-00704-3.
[cit. 2024-05-07].

ZHANG, Yingying; GAO, Wanjun; CUI, Chuanjian; ZHANG, Zhengzhu; HE, Lili
et al. Development of a method to evaluate the tenderness of fresh tea leaves based
on rapid, in-situ Raman spectroscopy scanning for carotenoids. Online. Food
Chemistry. 2020, roc. 308. ISSN 03088146. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2019.125648. [cit. 2024-05-07].

FENG, Lin; GAO, Ming-Jun; HOU, Ru-Yan; HU, Xiao-Yi; ZHANG, Liang et al.
Determination of quality constituents in the young leaves of albino tea cultivars.
Online. Food Chemistry. 2014, ro€. 155, s. 98-104. ISSN 03088146. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.01.044. [cit. 2024-05-07].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 61

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

ntroductory Raman Spectroscopy. Online. Elsevier, 1994. ISBN 9780122539909.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/C2009-0-21238-4. [cit. 2024-05-07].

CSN ISO 2171 (461019), Obiloviny, lusténiny a vyrobky z nich - Stanoveni obsahu
popela spalovanim. 2023.

PORRA, Robert J. Online. Photosynthesis Research. Ro¢. 73, ¢. 1/3, s. 149-156.
ISSN 01668595. Dostupné z: https://doi.org/10.1023/A:1020470224740. [cit. 2024-
05-07].

KOLACKOVA, Tereza; SUMCZYNSKI, Daniela; BEDNARIK, Vratislav;
VINTER, étépén; ORSAVOVA, Jana et al. Mineral and trace element composition
after digestion and leaching into matcha ice tea infusions (Camellia sinensis L.).
Online. Journal of Food Composition and Analysis. 2021, ro¢. 97. ISSN 08891575.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.jfca.2020.103792. [cit. 2024-05-07].

UDENS]I, Joy; LOUGHMAN, James; LOSKUTOVA, Ekaterina a BYRNE, Hugh J.
Raman Spectroscopy of Carotenoid Compounds for Clinical Applications—A
Review. Online. Molecules. 2022, ro¢. 27, ¢. 24. ISSN 1420-3049. Dostupné z:
https://doi.org/10.3390/molecules27249017. [cit. 2024-05-07].

NIKELSHPARG, Evelina I.; BRATASHOV, Daniil N.; NIKELSHPARG, Matvey
I. a ANIKIN, Vasily V. Fate of carotenoids in the closed living system of gall—gall
wasp—parasitoid. Online. Chemoecology. 2022, roc. 32, ¢. 1, s. 31-40. ISSN 0937-
7409. Dostupné z: https://doi.org/10.1007/s00049-021-00364-2. [cit. 2024-05-07].

KRALOVA, Marie. Uprava vzorkil ¢ajovych extraktii ziskanych metodou ASE.

Diplomova prace. Olomouc: Univerzita Palackého v Olomouci, 2014.

SHI, Jiang; WU, Wenliang; ZHANG, Yongcheng; BALDERMANN, Susanne;
PENG, Qunhua et al. Comprehensive analysis of carotenoids constituents in purple-
coloured leaves and carotenoid-derived aroma differences after processing into
green, black, and white tea. Online. LWT. 2023, ro¢. 173. ISSN 00236438.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.1wt.2022.114286. [cit. 2024-05-07].

Biochemie - vzdé&lavaci portal. Online. TEPLA, Milada. Biochemie - vzdé&lavaci

portal. 2013. Dostupné z: http://www.studiumbiochemie.cz/. [cit. 2024-05-07].

Herbalus. Online. HOFFMANNOVA, Tereza. Herbalus. 2024. Dostupné z:
https://www.herbalus.cz/blog/5457608-beta-karoten-neboli-provitamin-a-zdroje-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 62

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

ucinky-kontraindikace. [cit. 2024-05-07].

Herb-key. Online. Herb-key. 2024. Dostupné z: https://www.gmp-factory.com/. [cit.
2024-05-07].

HPLC stanoveni luteinu, zeaxanthinu a betakarotenu v potravnich doplicich.
Rigor6zni prace. Hradec Kralové: Univerzita Karlova v Praze Farmaceuticka fakulta

v Hradci Kralové, 2010.

RODRIGUEZ-AMAYA, Delia B. Food Carotenoids. Online. Wiley, 2015. ISBN
9781118733301. Dostupné z: https://doi.org/10.1002/9781118864364. [cit. 2024-
05-07].

KARLICEK, Rolf. Analytickda chemie pro farmaceuty. 2. vyd. Ulebni texty
Univerzity Karlovy v Praze. Praha: Univerzita Karlova, 2001. ISBN 80-246-0348-9.

COUFAL, Pavel. HPLC. Online. HPLC. 1996.  Dostupné¢  z:
https://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/hplc.html. [cit. 2024-05-07].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

63

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
HPLC — Vysokoucinna kapalinova chromatografie

BHT — Butylhydroxytoluen

IR — Infracervené zatreni

IINS — Neelasticky nekoherentni rozptyl neutront

MSC — multiplicative scatter correction

WT — wavelet transform

SNV — standard normal variate

RCF - rolling-circle filter

airPLS — adaptive iteratively reweighted penalized least squares

CARS — competitive adaptive re-weighted algorithm
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PRILOHA P1: KALIBRACNI PRIMKA STANDARDU B-KAROTENU
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500 ~
y =19,081x - 0,0891
400 - R?=10,9999

300 -
200 -
100 -

Intenzita [AU]

0

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Koncentrace standardu [pg/ml]

-100




PRILOHA P3: KALIBRACNI PRIMKA STANDARDU
KANTAXANTHINU PRO METODU HPLC
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