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Abstrakt

Tato bakaladfskd prace se =zabyvd vyvojem metody separace
karotenoidovych barviv, piedev§im astaxanthinu, [p-karotenu a luteinu,
produkovanych mikroskopickou zelenou ftasou Tetracystis pulchra. Prace
porovnava publikované metody separace karotenoidovych barviv a snazi se
o optimalizaci metody vhodné pro analyzu extraktd barviv z bunék Tetracystis
pulchra.

Optimalizované HPLC-DAD podminky pro separaci karotenoidi byly
nasledujici: mobilni faze A — ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI pufr (pH = 8,0):
94/2/4, mobilni faze B — MeOH/EtOAc: 68/32 za gradientové eluce, pratok
0,25 ml min’!, teplota kolony 28 °C. Byla pouzita kolona Kinetex C18 (100 x
2,1 mm, 2,6 pm), ddvkovany objem byl 20 pl, detekce probihala pii vinové délce
470 nm. Celkova doba analyzy byla 23 minut.

Kli¢ova slova: HPLC, astaxanthin, B-karoten, lutein



Abstract

This bachelor’s thesis deals with the development of a method for the
separation of carotenoid pigments, especially astaxanthin, B-carotene and lutein,
produced by the microscopic green alga Tetracystis pulchra. The work compares
published methods for the separation of carotenoid pigments and attempts to
optimize a method suitable for the analysis of pigment extracts from Tetracystis
pulchra cells.

Optimized conditions for HPLC-DAD separation of carotenoid pigments
were as follows: mobile phase A — ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI buffer (pH =
8,0): 94/2/4, mobile phase B — MeOH/EtOAc: 68/32 under gradient elution, flow
rate 0,25 ml min™!, column temperature 28 °C. The column used was Kinetex C18
(100 x 2,1 mm, 2,6 um), injection volume was 20 pl and UV detection was

performed at 470 nm. Total analysis time was 23 minutes.

Key words: HPLC, astaxanthin, B-carotene, lutein
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1 Uvod

V posledni dobé se zacalo objevovat mnoho studii zabyvajicich se
karotenoidy a jejich antioxidacnimi vlastnostmi. Karotenoidy jsou lipofilni
barviva, produkovana vSemi zelenymi rostlinami a také Sirokym spektrem
mikroorganismi. Jednim ztakovych mikroorganismi jsou mikrofasy, které
ptedstavuji hlavni zdroj pro komer¢ni produkci karotenoida.

Z mnoha karotenoidii vzrostl zijem predev§im o piirodni formu
astaxanthinu, zejména pro jeho vyuziti v akvakultufe jako dopliku stravy pro
spravnou pigmentaci organismi. Pro své silné antioxidac¢ni vlastnosti ma
astaxanthin vyuziti i v mediciné a kosmetice. Vykazuje protizanétlivé ucinky a
ma potencial v pfedchazeni riznym nemocem jako je diabetes, kardiovaskularni
nemoci nebo i rakovina. Diky témto ¢etnym zdravotnim vyhoddm se v blizké
dobé ptredpokladd velky narust zdjmu o piirodni astaxanthin, jez kvalitou
prevysuje dnes vyrabény synteticky astaxanthin. Alternativni zdroj astaxanthinu
predstavuje naptiklad zelena tasa Chromochloris zofingiensis, ktera je schopna
ptizplsobit se riznym kultivacnim podminkdm [1].

Pro ucely studie produkce karotenoidii musi byt k dispozici rychla,
spolehliva, Siroce pouzitelna a levnd metoda k charakterizaci karotenoidového
profilu testovaného organismu. Takova metoda se sklada ze dvou ¢asti, extrakce
a chromatografické analyzy. Vyvoj vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
(HPLC) vyrazné zlepsil izolaci a kvantifikaci karotenoidd.

Piesna kvantifikace astaxanthinu ve formé estert, ve které se casto
vyskytuje v bunkéch tfas, pomoci HPLC je slozita. Byly vSak vyvinuty rizné
metody pro analyzu volného astaxanthinu. Pfed samotnou analyzou je tedy ¢asto
nutné estery astaxanthinu nejprve hydrolyzovat bud’ chemickou ¢i enzymatickou
cestou pro ziskani volného astaxanthinu.

Cilem této bakalaiské prace bylo shrnout a porovnat publikované metody
separace karotenoidovych barviv, se zaméfenim na astaxanthin, B-karoten a
lutein, a na tomto zéklad€ optimalizovat vhodnou metodu pro stanoveni obsahu
vybranych karotenoidli v extraktu smési barviv ziskanych z kultur ¢ervenajicich

tas Tetracystis pulchra péstovanych za riznych podminek.



2 Teoreticka ¢ast

2.1

Karotenoidy

Karotenoidy jsou v tucich rozpustné pigmenty vyznacujici se zlutou,
oranzovou nebo Cervenou barvou. Celkem bylo identifikovano 500 az 600
konkrétnich karotenoidii ve fotosyntetickych i nefotosyntetickych organismech:
v rostlindch, tasdch, houbach, bakteriich a také u zivocCichii. Pfirozené je
syntetizuji fotosyntetické bakterie, fasy, houby a rostliny. Karotenoidy témto
organismum slouzi jako dulezité slozky tvofici fotosystémy a anténni komplexy
pro sbér svétla pro fotosyntézu a také jako ochrana pted pfili§ intenzivnim
zatfenim. Kromé primarnich karotenoidii podilejicich se na fotosyntéze jsou
rostliny a fasy schopné akumulovat také mnohem vétsi mnozstvi sekundarnich
karotenoidl, které se na rozdil od primérnich karotenoidii na fotosyntéze

nepodileji [2].

2.2 Chemicka struktura a stabilita karotenoidu

VeétSinu karotenoidl tvofi uhlovodikovy fetézec ze 40 uhlikovych atomt
zakonceny jednim nebo dvéma cykly. Uhlovodikovy fetézec je tvoreny
konjugovanymi dvojnymi vazbami. Karotenoidy se déli na dvé¢ skupiny, karoteny
a xantofyly. Karoteny jsou sloZeny pouze z uhliku a vodiku, kdezZto xantofyly jsou
kyslikové derivaty. U xantofyli mize byt kyslik pfitomny v podobé
hydroxylovych (zeaxanthin) nebo ketonovych (canthaxanthin) skupin, anebo
mohou obsahovat kombinaci obou zminénych skupin, jako je tomu
u astaxanthinu [3].

Diky polyenovému fetézci maji karotenoidy svou specifickou strukturu,
chemické vlastnosti a mohou pohlcovat svételnou energii. Kazda dvojna vazba
v polyenovém fetézci se mize vyskytovat ve dvou konfiguracich jako
geometrické izomery cis nebo trans. Cis-izomery jsou termodynamicky méné
stabilni nez trans-izomery. VétSina karotenoidil se v ptirodé€ vyskytuje jako trans-
izomery [4].

Diky svému dlouhému fetézci jsou karotenoidy extrémné reaktivni a
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nestabilni. Pisobeni tepla, svétla nebo kysliku mtze vést ke snizeni stability
karotenoida. Také vliv rtiznych environmentalnich faktort miize zpiisobovat
zmény ve struktufe a degradaci, coz se projevi jak ztratou barvy, tak
1 antioxidac¢nich vlastnosti a funkci (napt. coby provitaminu A). Béhem izolace a
chromatografie by mélo byt dodrzeno nékolik opatieni, jako je ochrana pred
svétlem a kyslikem, provedeni analyzy v co nejkratSim Case za pouziti nizkych

teplot a s pfidavkem antioxidantl zabranujicich degradaci karotenoidu [3].

2.3 Karotenogeneze

Ptesto, ze lidské t€lo neumi karotenoidy syntetizovat, jsou tyto slouceniny
znamé pro svij vyznamny vliv na fyziologické funkce lidského organismu.
Kromé toho, Ze jsou to antioxidanty, slouzi také jako provitamin A. Karotenoidy
se Siroce vyuzivaji jako pfisady do jidla pro dosazeni pozadované barvy
produktu [3].

Ackoli jsou spolecné drahy karotenogeneze u fotosyntetickych organismil
dobfte prostudovany, dalsi cesty specifické pro fasy jsou jiz prostudovany méng¢.
Ptikladem je skutecnost, Ze vyssi rostliny obecné neprodukuji ketokarotenoidy.
Nékteré zelené fasy jako Haematococcus pluvialis a Chromochloris zofingiensis
jsou vSak schopny akumulovat vysoké mnozstvi ketokarotenoidii mimo plastidy
za stresovych podminek [5].

Chromochloris zofingiensis je jednobunécna zelena fasa povazovana za
potencidlniho producenta vysoce hodnotnych karotenoidii a mastnych kyselin.
Pokud je tato fasa vystavena stresu, zatne produkovat a akumulovat sekundarni
karotenoidy, jako je astaxanthin nebo canthaxanthin. Stres zpisobuji neptiznivé
podminky (pfemira zafeni, nedostatek Zivin, extrémni teploty, slanost prostfedi
nebo kombinace téchto vlivil) zpomalujici rist a fotosyntézu. Nahromadéné
sekundarni karotenoidy pak chrani buiku pted fotooxidacnim poSkozenim,
reaktivnimi formami kysliku a slouzi jako zasobarny produktt fotosyntézy, které

nelze pouzit pro rast a déleni buiiky za stresovych podminek [5].
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2.4 Vyznam karotenoidi pro ¢lovéka

Karotenoidy jsou casto spojovany s ochranou ptfed kardiovaskularnimi
nemocemi, a dokonce néckterymi druhy rakoviny. Antioxidacni vlastnosti
karotenoidd jsou dany jejich schopnosti zachytavat nejen lipidové peroxylové
radikaly, ale také singletovy kyslik. Zasadni role karotenoidl jako zdroje vitaminu
A je znama jiz mnoho let. Ackoli vSechny karotenoidy obsahuji rozsahlé
konjugované dvojné vazby, jednotlivé karotenoidy se u lidi li§i svym
antioxida¢nim potencidlem. Maji také pozoruhodné G¢inky na imunitni odpoveéd’
a mezibunécnou komunikaci [6].

Karotenoidy obsazené v ovoci, zeleniné a zvifatech jsou obvykle
rozpustné v tucich a jsou spojeny s lipidovymi frakcemi. Mohou byt také
esterifikovany nebo v komplexu s proteinem. Béhem proteolytického Stépeni se
karotenoidy uvolnuji z pfidruzenych proteinti a agreguji s jinymi lipidy. U lidi
bylo zji§téno, Ze se absorbuje 5-50 % karotenoidii. Uginnost absorpce karotenoidii
ve stievech je ovlivnéna pfitomnosti nebo neptitomnosti dalsich slozek ve stravé
(tuky a bilkoviny) a zluovymi solemi. Jak se zvySuje mnozstvi karotenoidl
ve strave, snizuje se jejich absorpce. Po absorpci se karotenoidy slouzici jako
provitaminy A §tépi v buiikéach sliznice za vzniku retinalu, ktery je poté redukovan
naretinol (vitamin A). Nékteré nepfemeénéné karotenoidy jsou piimo absorbovany
a prechazeji do krve. Ukladaji se v jatrech nebo jinych ¢astech téla, naptiklad

v tukovych zasobach a riznych organech [7, 6].

2.5 Astaxanthin

Astaxanthin (3,3°-dihydroxy-f3,’-karoten-4,4’-dion) je pigment pattici do
skupiny xantofyli, kyslikatych derivat karotenoidd, jejichZ syntéza v rostlinach
vychéazi z lykopenu. Je to tmavé Cerveny pigment nachazejici se predevsim
v motském svéteé fas a vodnich zivoc€ichtl. Je pfitomny v mnoha druzich motskych
organismt, vcéetn¢ losost, pstruhi, prazmy, garnati a humra. Lze ho vSak najit
1u ptakl, jako jsou plamenaci a kiepelky. Astaxanthin byl také nalezen a
identifikovan v nékolika mikroorganismech, jako jsou mikrotasy Haematococcus

pluvialis, Chlorella zofingiensis, Chlorococcum sp., Cervené kvasinky Phaffia
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2.5.2

rhodozyma a motské bakterie Agrobacterium aurantiacum [8].

VyuZziti astaxanthinu

Astaxanthin je jednim z hlavnich pigmentt nachazejicich se u korysu,
lososovitych a v krmivu pro chovné ryby. Hlavnim ukolem tohoto pigmentu
v krmivu je zajistit cerveno-oranzové zbarveni u organismt, které nemaji pfistup
k pfirodnim zdrojim karotenoidd. Divodem vyuziti astaxanthinu v akvakultute
je fakt, ze jde o dilezitou nutri¢ni slozku zajist'ujici spravny rist a reprodukci.
vlastnosti, které piekonaji i ty u f-karotenu a dokonce a-tokoferolu (jinak znamy
jako vitamin E) [9]. Diky této vyznacné vlastnosti je astaxanthinu pfipisovan
potencidl v ochrané¢ organismu proti Sirokému okruhu nemoci jako jsou
kardiovaskularni problémy, rGzné typy rakoviny a nékteré nemoci
imunologického systému. Toto vyvolalo velky z4jem o astaxanthin a podnitilo
mnozstvi studii zaobirajicich se moznymi benefity pro zvifata i lidi. Mnoho studii
se také soustfedi na identifikaci, produkci a vyuziti pfirodnich zdroji astaxanthinu
(fasy, kvasinky a vedlejsi produkty koryst) jako alternativu syntetického

pigmentu, ktery tvofi vétSinu na svétovych trzich [10].

Chemické formy astaxanthinu

Astaxanthin ma unikétni chemické vlastnosti zaloZzené na své molekularni
struktufe. Ma dvé karbonylové a dv& karboxylové skupiny a jedenact
konjugovanych ethylenovych dvojnych vazeb. Pfitomnost hydroxylovych a
ketonovych skupin na kazdém iononovém kruhu vysvétluje nékteré
z charakteristickych vlastnosti astaxanthinu, jako je schopnost esterifikace, vyssi
antioxidac¢ni aktivita a vyssi polarita nez u jinych karotenoidi. Astaxanthin mize
vystupovat jako silny antioxidant tim, Ze jako donor elektronti reaguje s volnymi
radikaly a pfeméiuje je na stabilngj$i produkty. Ve svém pfirozeném stavu je
astaxanthin obvykle spojovan s jinymi molekulami. Volny astaxanthin je zvlast
citlivy na oxidaci. Proto se astaxanthin v pfirod¢ vyskytuje bud’ jako konjugovany

s proteiny nebo ve formé esteru s jednou ¢i dvéma mastnymi kyselinami a tvoii
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tak mono- a di-estery [8, 11].

Atomy obsazené v molekule astaxanthinu, at’ uz je volny nebo vazany,
mohou byt rlizn¢ orientovany a tvofit tak izomery. Diky pfitomnosti dvou
chirdlnich center na 3C a 3’C muze astaxanthin kromé geometrickych izomerQ
(cis a trans) vytvaret i ti1 konfiguracni izomery, a to dva enantiomery (3R, 3’ R a
3S, 3" S) a mesoizomer (3R, 3’ S) (obr. 1). Ze vSech téchto izomert se v ptirodé

nejhojnéji vyskytuje izomer 3S, 3" S [12].

CHs CH4 CH4
AT

o 11 » 15 11 12 1w
L, .
\/1W3M9
8 10 12 14 15 | e

CH
302

% a) 35, 3'S astaxanthin

OH

d) 15 cis-astaxanthin

Obr. 1: Konfiguracni izomery astaxanthinu (a-c) a geometricky cis izomer (d),

vytvoieno v programu ChemSketch

Synteticky astaxanthin je po molekuldrni strance stejny jako ten

produkovany v Zivych organismech a sklada se ze smési izomert 3S, 3’ S: 3R,
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3’S: 3R, 3" R) vpoméru 1:2:1. Je to hlavni karotenoid pouzivany celosvétove
v akvakultufe. Nicmén¢ nartstajici pozadavky na pfirodni zdroje potravin a
vysoka cena syntetickych barviv podnitilo hledani pfirodnich zdrojt astaxanthinu
s potencialem pro industrializaci. Zatim pouze par zdroji mikrobidlniho ptivodu
muze ekonomicky soutézit se syntetickym astaxanthinem. Patfi k nim zelena

mikrotasa Haematococcus pluvialis a Cervena kvasinka Phaffia rhodozyma [8].

Astaxanthin jako silny antioxidant

Jak uz bylo feceno, astaxanthin ma diky hydroxylovym a ketonovym
skupindm na kazdém iononovém kruhu silné antioxidacni vlastnosti. Bylo
zjisténo, Ze astaxanthin ma az desetkrat vyssi antioxidacni aktivitu nez jiné
karotenoidy (zeaxanthin, lutein, canthaxanthin nebo B-karoten) a dokonce az
stokrat silngj$i antioxidacni aktivitu nez o-tokoferol. Proto ziskal astaxanthin
oznaceni ,super vitamin E“ [9]. Astaxanthin zachycuje radikily nejen na
konjugovaném polyenovém fetézci, ale také na skupinach v cyklu na konci
fetézce. Zatimco nenasyceny polyenovy fetézec zachytava radikdly pouze
v membrané, cyklus na konci fetézce astaxanthinu mulize vychytavat radikaly
z vnéj$iho 1 vnitiniho prostredi fosfolipidové membrany [13].

Jedinecné vlastnosti astaxanthinu jsou také spojovany s jeho
antiperoxidacni aktivitou. Bylo zjisténo, Ze astaxanthin miize inhibovat
peroxidaci lipidii a zlepSuje pusobeni antioxidacnich enzymi v endotelovych
bunkach vystavenych glykovanym proteintim/chelatim Zeleza potlatenim tvorby
reaktivnich forem kysliku. Pfedpoklada se, Ze antioxida¢ni vlastnosti astaxanthinu
hraji klicovou roli v n€kolika dal$ich aspektech, jako je ochrana pted fotooxidaci
UV zéfenim, zanéty, rakovinou, viedovou infekci Helicobacter pylorii, starnutim
a nemocemi souvisejicimi s vékem. Dale je pak astaxanthin spojovéan s podporou

imunitni odpovédi, funkce jater a zdravi srdce, oc¢i, kloubt a prostaty [14].

Astaxanthin jako fotoprotektant

Vystaveni lipidl a tkdni svétlu, zejména UV zafeni, mize vést k produkci

singletovych kyslikovych forem a nasledné volnych radikélii a fotooxida¢nimu
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poskozeni téchto lipidii a tkéni. Karotenoidy maji dilezitou roli v pfirodé pfi
ochran¢ tkani pted fotooxidaci zprostiedkovanou UV zatfenim a Casto se vyskytuji
v tkanich vystavenych slunecnimu zareni. Astaxanthin miZze byt pfi prevenci
fotooxidace lipidi UV svétlem vyznamné U¢innéj$i nez B-karoten a lutein.
Poskozeni o¢i a pokozky UV zafenim je Siroce zdokumentovano, a proto by mohli

byt vlastnosti astaxanthinu velmi dilezité pro zdravi oci a pokozky [15].

2.6 Canthaxanthin

Canthaxanthin  (B,B-karoten-4,4’-dion) je ketokarotenoid s deviti
konjugovanymi dvojnymi vazbami, které jsou zodpovédné za jeho Cerveno-
oranzovou barvu. Poprvé byl izolovan z houby Cantharellus cinnabarinus.
DalSimi potencidlnimi zdroji jsou mimo jiné zelend fasa Haematococcus pluvialis
a mikrotasy Chlorella zofingiensis a Dactylococcus dissociatus MT.
Canthaxanthin se stejn¢ jako astaxanthin pouzivé jako potravinova piidatna latka
a dodava tak potravindm ZivociSného pivodu charakteristicky cervenooranzovy
odstin. Na rozdil od jinych karotenoidii se canthaxanthin nepouziva jako
nutraceutikum, prestoze kromé jeho funkci jako pigmentu byly také popsany

potencialni pfinosy pro zdravi, v€etné antioxidacnich vlastnosti [47].

2.7 Lutein a zeaxanthin

Lutein a zeaxanthin patii mezi xantofyly. Cisty lutein se obvykle jevi jako
zluto-oranzova krystalicka lipofilni pevna latka s chemickym nazvem f3,e-karoten-
3,3'-diol. Nachéazi se v mnoha organismech od bakterii po fasy, kvasinky a
rostliny. Diky své intenzivni zluté barvé je lutein Siroce vyuZivan jako pfirodni
potravinaiské barvivo. Biologicky vyznam tohoto pigmentu vychazi z jeho
antioxida¢niho potencialu, ktery hraje vyznamnou roli v prevenci makuldrni
degenerace souvisejici s vékem a dalSich nemoci jako je rakovina. V soucasnosti
se komeréné ziskava z okvétnich listkii mésiCku lékatrského. Extrakce luteinu
z mésicku lékarského je vSak omezena narocnosti procesu a extrémné nizkym
obsahem luteinu v rostlindch (pouhych 0,03 % v suchém kvétu). V poslednich

letech se zacalo uvazovat o mikrofasach jako o slibném zdroji luteinu pro jeho
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vysoky obsah (az 7 mg/g). V pfirod¢ se lutein vyskytuje spolecné se svym
stereoizomerem zeaxanthinem. Dvojné vazby izoprenového fetézce luteinu
mohou byt v all-trans nebo cis konfiguracich, nazyvajicich se také
E/Z konfigurace. V piirodé je nejbéznéjsim geometrickym izomerem luteinu all-
trans, ktery je termodynamicky stabilnéjsi nez cis [16, 17].

Zeaxanthin (B,B-karoten-3,3-diol) je kyslikovy karotenoidovy derivat,
ktery byl poprvé identifikovéan v kukufici. Je Siroce produkovan rostlinami, fasami
a mikroorganismy. Vzdy se vyskytuje spolecné s luteinem, B-karotenem a
kryptoxanthinem. Cisty zeaxanthin je oranzovy krystalicky pragek s malym nebo
zadnym zapachem. Je rozpustny v etheru, lipidech a jinych organickych
rozpoustédlech a nerozpustny ve vod¢. Zeaxanthin obsahuje devét konjugovanych
dvojnych vazeb a ma tfi mozné stereoizomery: (3S,3'S)-zeaxanthin, meso-
zeaxanthin a (3R,3'R)-zeaxanthin. Stejné jako lutein hraje zasadni roli v prevenci
oc¢nich chorob souvisejicich s vékem jako je makuldrni degenerace a katarakta.
Pouziva se v potravinaistvi, farmaceutickém a nutraceutickém pramyslu kviili
svym silnym antioxida¢nim a protirakovinnym vlastnostem [18]. Na obrazku 2 je
kromé spektra zeaxanthinu zobrazeno 1 spektrum violaxanthinu, 9-cis-

neoxanthinu a luteinu.
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Obr. 2: Spektra xantofylovych pigmentt violaxanthinu (a), 9-cis-neoxanthinu (b),
luteinu (¢) a zeaxanthinu (d), vSechna spektra byla zmétena ve 100% ethanolu,
pfevzato z doprovodného certifikatu vyrobce standardi pigmentt (DHI Group,
Dansko).

2.8 Violaxanthin, neoxanthin a echinenon

Ze zeaxanthinu je epoxidaci syntetizovan violaxanthin. Tento ptirodni
xantofylovy pigment s oranzovou barvou se nachdzi v rliznych rostlinach véetné
maceSek. PouzZiva se jako pfisada do potravin a jako potravinaiské barvivo.
Violaxanthin muize podléhat zpétné de-epoxidaci a ménit se tak zpét na
zeaxanthin. Tento proces je znamy jako xantofylovy cyklus, ktery pomdha
zachytavat ptebytecné elektrony generované béhem fotosyntézy, kdyz se svételné
a teplotni podminky stanou stresujicimi [19].

DalSim xantofylem je neoxanthin, ktery je prekurzorem rostliného
hormonu kyseliny abscisové. Je povazovan za posledni produkt syntézy

karotenoidi v zelenych rostlinach. Na rozdil od ostatnich xantofyll se neoxanthin
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piirozené vyskytuje predevsim jako 9'-cis-izomer, ktery je povazovan za jeden
z hlavnich fotosyntetickych xantofyll jak u zelenych fas, tak u vysSich rostlin
[20].

Ketokarotenoid echinenon (4-oxo-f-karoten) je syntetizovan z B-karotenu.
Byl identifikovan u rznych organismu jako jsou modro-zelené a zelené fasy,
krevety, mofsti jezci, plamendaci a dalsi. Jako oranzovy pigment je pouzivan
v potravinafstvi, dale jako antioxidant a provitamin A [21]. Na obrazku 3 je

zobrazeno spektrum echinenonu, astaxanthinu a -karotenu.
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Obr. 3: Spektra karotenoidii echinenonu (a), astaxanthinu (b) a B-karotenu (c),
spektra B-karotenu a astaxanthinu byla zméfena ve 100% ethanolu, spektrum
echinenonu (ve 100% ethanolu) bylo ptevzato z doprovodného certifikatu

vyrobce standardl pigmentt (DHI Group, Dansko).

2.9 pB-karoten

Zastupcem skupiny karotend je B-karoten. Je prekurzorem vitaminu A

vvvvv

molekul retinalu, z nichZ jedna je ddle metabolizovana na retinol a kyselinu

retinovou. Existuji tfi izomery karotenu: alfa, beta a gama, pfi¢emz beta izomer je
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nejaktivnéjsi. Beta karoten se muze vyskytovat jako all-trans-B-karoten nebo 9-
cis-B-karoten. Karoten se také pouziva jako latka k barveni produktii jako jsou
dzusy, kolace, dezerty, maslo a margarin. AvSak [-karoten mé Spatnou
rozpustnost ve vode¢, je citlivy na kyslik, svétlo a teplotu, coz znaéné omezuje
pouziti B-karotenu v mnoha vyrobcich jako jsou potraviny a napoje.

Presné kvantitativni stanoveni -karotenu je zvIasté dilezité pti aplikacich
ve vyziveé. Existuje mnoho zplsobt kvantifikace B-karotenu, z nichz se Casto
pouziva vysokoucinnd kapalinova chromatografie a UV spektrometrie. Pro
Spatnou rozpustnost ve vodé¢ je vSak obtizné presné méiit mnozstvi B-karotenu

[32].

Stanoveni karotenoidu metodou HPLC

Vysokd variabilita chemické struktury a Spatnd stabilita karotenoidl
vyznamné piispivaji  k obtiznosti jejich analyzy. Nedostatek komeréné
dostupnych standardf, obvykle nizké koncentrace v biologickych vzorcich, jako
je lidské sérum a tkan, a pfitomnost interferujicich sloucenin zvysuji obtiznost
vyvoje analytickych metod pro identifikaci a méfeni karotenoidi ve skutecnych
vzorcich [22].

Chromatografickd analyza je u stanoveni karotenoidii velmi dilezity
aspekt s ohledem na mnoho nespravnych identifikaci karotenoidi v minulosti,
zaloZenych hlavné na jejich UV-VIS absorp¢nich spektrech a separaci pigmenti
na tenkovrstvé chromatografii (TLC). Pfikladem mnoha z téchto nespravnych
identifikaci je pigment znamého choroSe sirového (Laetiporus sulphureus),
o kterém se dlouho myslelo, Ze je kyselinou apokarotenovou, dokud uplné
objasnéni struktury neodhalilo, Ze sestava z celé rodiny novych polyenovych
pigmentl nekarotenoidniho ptivodu [23].

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie (HPLC) za pouziti riiznych
absorp¢nich spektrometrickych detektorti se na zakladé chemickych a fyzikalnich
vlastnosti karotenoida stala nejCastéjs$i analytickou metodou pro kvalitativni a
kvantitativni stanoveni karotenoidli. Umoziiuje jejich separaci, které musi

pfedchazet extrakce z pfisluSného materidlu a Casto také saponifikace
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karotenoidu.

Extrakce

Siroka $kala organismil a potravinaiskych vyrobkt obsahuje karotenoidy.
Mohou vsak existovat rozdily mezi riznymi ¢astmi stejné potraviny nebo vzorku.
Z toho duvodu neexistuje obecné piijimana ani standardni metoda extrakce
karotenoidl v laboratofich. Vét§ina metod extrakce vSak zahrnuje uvoliiovani
pozadovanych slozek zjejich matric narusenim tkan¢, nésledné odstranéni
nezadoucich slozek a extrakci kapalina-kapalina nebo kapalina-pevna latka.

U karotenoidt je nejbéznéj$im postupem ziskéani téchto sloucenin pro dalsi
analyzu jednokrokova aplikace organického rozpoustédla, které je extrahuje
z matrice. Naproti tomu extrakce tuhou fazi (SPE) se ve studiich s karotenoidy
objevuje malokdy, a pokud ano, mezi typické sorbenty SPE patii -C30 a -C18,
zatimco diolové a kiemicité patrony maji dobrou retenci pouze pro lutein, vice
polarni karotenoid [24].

Pti analyze karotenoidi se pouzivd mnoho riznych organickych
rozpoustédel a vybér vhodného rozpoustédla neni snadny. Dulezitou roli hraji
ruzné polarity karotenoidli a struktura analytické matrice a jejich slozek.
Nepolarni rozpoustédla, jako je hexan, jsou obvykle dobrou volbou pro nepoléarni
(karoteny) nebo esterifikované karotenoidy. Polarni rozpoustédla, jako ethanol a
aceton, jsou vhodnéj$i pro polarni karotenoidy (xantofyly). Pro extrakci
karotenoidi se pouZiva Sirokd Skala kombinaci rozpoustédel. Kvuli velkym
objemtim, které se pouzivaji pfi téchto extrakcich, by méla byt také zvazena
toxicita vybraného rozpoustédla.

Pii vyvoji metody extrakce karotenoidi je také tfeba vzit v uvahu
nachylnost karotenoidii k oxidaci. Tyto molekuly jsou v matrici relativné stabilni,
ale v roztoku mohou byt karotenoidy velmi citlivé na vystaveni svétlu, teplu,
kyselindm nebo kysliku. Do rozpoustédel se proto ptidavaji 1 riizné antioxidanty
pro ochranu karotenoida pfed oxidaci. NejcastéjSim pouzivanym antioxidantem
je butylhydroxytoluen (BHT), déale pak pyrogallol, butylhydroxyanisol (BHA),
kyselina askorbova a tert-butylhydrochinon (TBHQ). Také se doporucuje do
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smési extrakéniho rozpoustédla se vzorkem piidat uhlicitan vapenaty (uhlicitan
hotfeCnaty) pro neutralizaci organickych kyselin, které se obvykle nachazeji
v rostlinném materialu [22].

Zajimavou moznosti zlepSeni extrakce karotenoidi je pouziti
mechanickych sil (sonikace, autoklav a kulickové homogenizatory), které zplisobi
vetsi naruseni bunck a lepsi promichani. Rovnomérnéjsi distribuce rozpoustédla
pak miize vést k efektivnéjsi extrakci a da se ptedejit chemické rozkladné reakci

zpusobené alkalickymi podminkami pfi saponifikaci [25].

Saponifikace

Skupina xantofyltl je nejslozitéjsi skupinou karotenoidl z hlediska poctu
sloucenin a variaci v jejich struktufe. Tyto slouceniny lze nalézt ve volné formeé
nebo ve stabilnéjsi formé jako estery s mastnymi kyselinami. Proto se Casto pied
samotnou analyzou pouziva saponifikace, coz je extrakéni krok zaméfeny na
odstranéni chlorofyli a lipid, které ztézuji chromatografickou separaci.
Saponifikace soucasné slouzi k hydrolyze esterifikovanych forem karotenoida.
V zavislosti na povaze karotenoidu a typu potraviny nebo organismu mtize vSak
saponifikace vést az ke zniceni nebo transformaci struktury karotenoidu [22].

Vytéznost karotenoidii zavisi na tom, zda se saponifikace provadi ¢i
nikoliv, déle na dob¢ saponifikace a koncentraci pouzité alkalickeé latky.
S ohledem na nedostatek komer¢né dostupnych standardt derivatt karotenoidi
muze byt jejich tvorba saponifikaci velmi uzitecna pro jejich analyzu ve vzorcich
potravin a nasledné& pro studie o jejich pfinosu pro lidské zdravi [22].

Studie zabyvajici se saponifikaci karotenoidli [26] zaznamenala nejlepsi
vysledky za pouziti 0,02M hydroxidu draselného v methanolu. Pfi vysSich
koncentracich hydroxidu draselného byly pozorovany niz$i vytéZky volnych
karotenoidt.

Jind studie uvedla, ze pfidani 2,5% hydroxidu draselného jako
saponifikacného Cinidla vedlo téméf k dvojnasobnému zvySeni obsahu
extrahovaného luteinu ve srovnani s mnoZzstvim ziskanym pouze za pouZiti

deionizované vody. ZvySeni mnozstvi hydroxidu draselného z 2,5 % na 80 %
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nemélo vliv na obsah luteinu, coz naznacuje, ze k pievodu esterifikovanych forem
luteinu na jejich volné formy postacuje nizké procento hydroxidu draselného [25].

V dalsi studii bylo zjisténo, Ze po soucasné extrakci a saponifikaci vzorku
ovoce kustovnice cizi (Lycium barbarum) je i po 12 hodinéch stéale pfitomno velké
mnozstvi esterti karotenoidt a takova metoda tedy neni pouzitelnd pro extrakci
volnych karotenoidli. Z toho diavodu by extrakce a saponifikace mély byt
provadény oddélen€. Obsah esteri karotenoidii postupné s asem saponifikace
klesal a po 6 a 8 hodinach uz nebyly detekovany zadné estery karotenoidi. Delsi
doba saponifikace (8 hodin) vedla k niz§imu vytézku karotenoidii nez kratsi doba
(6 hodin), pravdépodobné kvuli degradaci karotenoidi pii prodlouzené

saponifikaci [27].

HPLC

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie (HPLC, High Performance
Liquid Chromatography) je analytickd metoda pouzivana k separaci sloucenin
rozpusténych v uréitém rozpoustédle. V porovnani s jinymi metodami stanoveni
karotenoidl (tenkovrstva chromatografie, chromatografie v oteviené kolong)
nabizi HPLC vyznamné vyhody, pokud jde o jednoduchost, rychlost, naklady
(v zavislosti na metod¢ detekce), citlivost, selektivitu, piesnost a uchovani vzorku
[6].

Ptistroj HPLC je tvofen ze zasobniku mobilni faze, odplynovace, Cerpadla,
davkovace, kolony a detektoru. Po nadavkovéani vzorku prochdzi rizné slozky
smési kolonou rtiznymi rychlostmi a jsou rozdéleny na zakladé€ rozdilné afinity
analytu pro pouZitou mobilni a stacionarni fazi. Pokud latka silnéji interaguje se
staciondrni fazi v koloné, stravi vice ¢asu zadrZenim na stacionarni fazi kolony a
bude mit tedy delsi reten¢ni Cas [28].

V zéavislosti na polarité rozpoustédla a stacionarni faze se HPLC dé&li na
chromatografii s normalnimi fazemi (NP-HPLC, Normal Phase-HPLC) a
s obracenymi fazemi (RP-HPLC, Reverse Phase-HPLC). Pokud je stacionarni
faze polarn€j$i nez mobilni faze, jde o chromatografii s normalnimi fazemi.

JestliZze je stacionarni fdze méné polarni nezZ mobilni faze, jde o chromatografii
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s reverznimi fazemi. V HPLC s reverznimi fdzemi se retencni Cas sloucCeniny
zvysuje se snizujici se polaritou konkrétni latky. Dulezité pro efektivni separaci
je stanoveni vhodného poméru mezi polarnimi a nepolarnimi slozkami v mobilni
fazi. Cilem je, aby se vSechny slou¢eniny vymyvaly v co nejkratsi dob¢ a pritom
umoziovaly rozliSeni jednotlivych signalti. Typické kolony pro separaci na
normalni fazi jsou naplnény oxidem hlinitym nebo oxidem kiemicitym. Alkylové
(-C8, -C18, -C30) nebo fenylové vazané faze se obvykle pouzivaji pro separaci
na reverzni fazi [28].

Pokud slozeni mobilni faze zGstava konstantni po celou dobu HPLC
separace, je tato separace provadéna za izokratické eluce. Zptusobem, jak eluovat
vSechny slouceniny ve vzorku v rozumném ¢ase pii zachovani dobrého rozliseni,
je zménit pomér polarnich a nepolarnich sloucenin v mobilni fazi béhem analyzy
vzorku. Tato technika, zndma jako gradientova eluce, je vhodna, pokud vzorek
obsahuje slozky S$irokého rozsahu polarit. Pro gradient sreverzni fazi je
rozpoustédlo nejprve relativné polarni a jeho polarita pak pomalu klesa.

Gradientova eluce umoziuje nejuplnési oddéleni piki, aniz by separace trvala

vvvvvv
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ve sloZeni mobilni faze [28].

Vykon kolon zavisi na nékolika parametrech (délka alkylové féze,
silanolova aktivita, hustota vazeb, primér pora substratu atd.). Pti separaci
analytd je tfeba vzit v uvahu kombinaci téchto vlastnosti. U reverznich fazi se
pouzivaji rizné smesi rozpoustédel, véetné¢ vody, methanolu, acetonitrilu, 2-
propanolu, acetonu, ethylacetatu, tetrahydrofuranu, methyl-tert-butyletheru
(MTBE), dichlormethanu a chloroformu [30].

Pro stanoveni karotenoidl I1ze pouzit syst¢émy HPLC s normalni i reverzni
fazi v isokratickém nebo gradientovém elu¢nim rezimu (viz tabulka 1). Separace
nejcastéji uvadéné v literatufe zahrnuji kolony s reverzni fazi -C18 a -C30
s gradientovou eluci. Obecné -C30 kolony poskytuji vétsi rozliSeni a lepsi
separaci geometrickych izomerii pfedev§im u nepoldrnich latek. Jelikoz je ale
astaxanthin (popiipad¢ dals$i xantofyly) polarnéjsi latka, ma na -C30 kolong

rozliSeni podobné jako na -C18 koloné&. Jedinym rozdilem jsou tedy mnohem delsi
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¢asy méteni v piipadé -C30 kolon [29].

Zpisoby detekce

Detektor HPLC, umistény za kolonou, musi registrovat piitomnost
riznych slozek vzorku, ale nemél by detekovat rozpoustédlo. Z tohoto divodu
neexistuje univerzalni detektor, ktery by fungoval pro vSechny separace [28].

V HPLC se k identifikaci karotenoidl nejcastéji pouziva detekce pomoci
absorpc¢nich detektorti v UV/VIS oblasti. Pfipojeni detektoru s diodovym polem
(DAD, Diode Array Detector) k HPLC umoznuje kontinualni sbér spekter béhem
analyzy, coz v nékterych ptipadech zna¢né napomaha ke stanoveni Cistoty piku a
identifikaci neznamych sloucenin [6].

Avsak vzhledem k tomu, ze UV/VIS spektra mnoha karotenoidl jsou
podobna a tada strukturné ptibuznych molekul koeluuje, mnoho védcti dopliuje
identifikaci karotenoidil jinymi detekénimi metodami. Jednou z takovych metod
je detekce pomoci hmotnostni spektrometrie (MS, Mass Spectroscopy), kterd ma
velké vyhody pro analyzu téchto latek, véetné objasnéni jejich struktury na
zakladé¢ molekulové hmotnosti a jejich fragmenta¢niho vzoru. Dalsi vyhodou
systémi HPLC-MS oproti UV detekei je skutenost, Ze mnozstvi vzorku potiebné
pro analyzu je velmi malé s limity detekce kolem 500 fmol pro jednotlivé
karotenoidy. Velké usili bylo vénovano vyvoji metod HPLC-MS pievazné
s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI) nebo elektrosprejovou
ionizaci (ESI) [6].

K identifikaci a stanoveni neznamych stereoizomeri karotenoidd
z biologickych vzorki se kromé¢ HPLC-MS pouziva i HPLC ve spojeni
s nuklearni magnetickou rezonanci (NMR). Metoda HPLC-NMR umoZiiuje
jednoznacnou identifikaci kazdého stereoizomeru. Méfeni NMR spekter vSak
vyzaduje velmi Cistou slouceninu ve vyssich koncentracich nez jsou potieba pro
UV/VIS a MS detekei [31].

Dalsi moZnosti detekce karotenoidii piedstavuji elektrochemické HPLC
detektory nebo termoopticka spektrometrie. Pouziti elektrochemickych HPLC

detektort (Electrochemical Array Detector) umoznilo vyznamné zvysit citlivost
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pro karoteny i xantofyly. Termooptickda spektometrie (TLS, Thermal Lens
Spectrometry) je jedna z metod laserové fototermalni detekce. Byla uspésné
pouzita kdetekci karotenoidli v plasmé¢ a rybim oleji. Za stejnych
chromatografickych podminek bylo pomoci metody HPLC-TLS dosazeno vyssi
citlivosti v porovnani s HPLC s UV/VIS detekci [6, 32].

Rezonan¢ni Ramanova spektroskopie umoznila studium karotenoida
v biologickych systémech. Zapojeni této metody pfineslo novy piistup ke studiu
komplexnich systémi obsahujicich karotenoidy a nabizi Sirokou Skalu aplikaci,
od identifikace a zhodnoceni konfigurace xantofyla
v rekonstituovanych/izolovanych komplexech az po in vivo analyzu s cilem

stanovit jejich roli ve fotoprotektivnich mechanismech [33].

Piehled vybranych metod pro HPLC stanoveni karotenoidi

V odborné literatufe je popsdno mnoho postupit HPLC separace
karotenoidii v Siroké Skale smési a extraktd. VétSinou jsou spojeny se
spektrometrickou nebo hmotnostné spektrometrickou detekci. Riizné metody jsou
obecné navrzeny tak, aby spliiovaly rizné cile. Nékteré poskytuji rychlou metodu
profilu pfitomnych karotenoidii véetn¢ stereoizomert.

ProtoZe se tato prace zabyva HPLC separaci karotenoidli pochdzejicich
z fasy, byl tomu pfizplsoben 1 vybér metod — v tabulce 1 je uveden ptehled metod
ptipravy vzorki k analyze a separace karotenoidl pro vzorky rostlinného plivodu.
Kromé& metod zaméfenych na mikroskopické fasy tak jsou uvedeny i nékteré
metody zabyvajici se HPLC separaci karotenoidi pochazejicich z rizného ovoce.
Co se tyce analytu, pozornost byla zaméfena jak Cisté na astaxanthin, tak i obecné

na ruzné smeési karotenoidu.
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Tabulka 1: Piehled vybranych metod pro stanoveni karotenoidii

Analyt Matrice Extrakce HPLC kolona M;l;lém Detekce  Zdroj
Vortex, Zorbax Gradient
Haema- 100% aceton, SB-C8 A:
Astaxanthin  fococcus S2pomifikace 46cmx 150 ~ MeOH/INoctan — DAD
Iuvialis (0,05M NaOH ’ . amonny (70:30) 440 nm
p v MeOH) 5 um) B: MeOH
K Priitok 1 ml min’!
Extrakce pomoci [Srz(cizg;
Astaxanthin toeoerns Dﬁﬁ? 1(?01@ Supelco C18 B DAD =35
o o (25cm x4,6 mm) MeOH/voda (9:1) 476 nm
pluvialis (70 °C), bez dtok
nifikace Prito .
sapo 1,25 ml min’!
Gradient
A hi A:
celslfgt?/n(:blszyh Haema- Extrakce HCI- Zorbax ag'eton Uv-
f tococcus 300-SB C18, : VIS 460 [36]
orem Iuvialis aceton 40 °C MeOH/voda (9:1) am
astaxanthinu P Prttok
0,8 ml min’!
Gradient
NP-HPLC A:
Lichrosorb (12,5 n-hexan/aceton
Haema- Homogenizator, x 4,6 cm, 5 um) (86:14) DAD
Astaxanthin tococcus 0,1M HCI, pokryta 1% B: 470,476  [37]
pluvialis 15 min H3;PO4 v MeOH n-hexan/aceton nm
(v/v), davkovano (1:1)
20 pl Pritok
1,2 ml min’!
Mixér, extrakce
z a(ci?é?}rll ul do Gradient
Y Spherisorb nitrile, A: n-hexan
. etheru/petroleum . DAD,
Karotenoidy mango (150 x 4,6 1.d. B: aceton [38]
etheru, . MS
. mm, 5 pm) Pratok
saponifikace 1l min-"
10% KOH
v methanolu
Vortex, XTerra phenyl Izokraticka eluce, ELSD,
Karotenoidy, Séjové saponifikace (150 mm % 3,9 ACN/MeOH/ UV- [39]
steroly boby (KOH), extrakce mm X 3,5 pm), voda VIS 450
hexanem 30°C (48:22.5:29.5) nm
Gradient
A: DAD
volny. Haema-  Mixér, extrakee ¥ Mcr C18 (2905 acetonivoda 5 ¢
astaxanthin, 4,6 mm, 5 pm) (82:17)
tococcus — petroleum o . . . nm/ [40]
estery - 20 °C, davkovan B: aceton/voda
. pluvialis ether . APCI-
astaxanthinu 1 pl (98:2)
o MS
Pritok
0,8 ml min’!
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Mobilni

Analyt Matrice Extrakce HPLC kolona Faze Detekce  Zdroj
Konkévni
gradient
. V)
Mixér, extrakce A A(;FII\\I/I(;)(/)’OS %
Karotenoid acifn“gﬁgr"le' C18 Spherisorb ~ MeOH/EtOAc
(bez Y Tropické sa oniﬁka::e ODS2 (4,6 i.d. (95:5:0) DAD, [41]
astaxanthinu) ovoce 11(3)‘7 KOH 150 mm, 3 um), B: ACN (5 0,05% MS
v esroleum davkovano 10 pl TMA)/
P om MeOH/EtOAc
(60:20:20)
Pritok
0,5 ml min’!
Gradient
< . . A: 70% aceton
cervenc Vortex, extrakce LiChrospher 100 B: 100% aceton
. kvasnice RP-18 (250 mm x y . DAD
Karotenoidy (Basidio- DMSO/aceton, 4 mm, 5 um) béhem 15 min 450 nm [23]
mycota) bez saponifikace dévkov’ainoul 0 ’ | pri 40 °C
4 H Priitok
1 ml min"!
Konkavni
gradient z 95:5:0
Homogenizace do 60:20:20 (zluta
Cervend a v mixéru, . pap%‘llfa) a
Hluté extrakce C18 Spherisorb 7 99:1:0 do
20 . ODS2 (4,6 x 150  60:20:20 (Cervena DAD,
o paprika aceton/petrole- . [42]
karotenoid (Capsicum um ether mm, 3 pm), paprika) MS
annum L) saponi ﬁka::e davkovano 10 pl ACN (0.05%
' TEA)/
o,
10% KOH MeOH/EtOAc
Prttok
0,5 ml min’!
.. Izokraticka eluce
Partisil 5 ODS (25
a- a fB- Zelenina, extrakce cm x 4.6 mm, ACN/THF/H,O UV
karoteny, - THF+Na,SO4 , , (85:12,5:2,5) [43]
. ovoce 5 um, davkovano . 470 nm
kryptoxanthin +MgCO; Pritok
10-25 pul o
2 ml min
Linearni gradient
Lutein Vortex, 0,1% A:
> Bortvky, BHT, MgCO;3, . ACN/MeOH
lz‘i(a;‘a:;hg"_ ostruziny, MeOH:THF (1:1 l({f)sgrf‘;ag Iiij (95:5) UV-VIS
sz oxanthin  Maliny. viv), i.d.. 5 um) 28 °C B: 450nm - [44]
o kparoten B- jahody, saponifikace (.ié-\;kosémo 20 1’ ACN/MeOH/
Karo ten’ rybiz 10% KOH v M EtoAc (60:20:20)
methanolu Prttok
1 ml min"!
gradient
A: ACN/MeOH/
0,1M Tris-HC1
(pH 8.0)
Astaxanthin, Chiorella Spherisorb 5 um (84:2:14) UV-
dalsi Zofigiensis aceton ODS2 B: VIS [45]
karotenoidy & (4,6 x 250 mm) MeOH/EtOAc
(68:32)
Pritok
1,2 ml min™!
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Analyt Matrice Extrakce HPLC kolona M%bzlém Detekce  Zdroj
gradient
Astaxanthin, A:50% ACN
Vlolaxapth1n, chhamcka Aquity UPLC B ACN
lutein, disrupce, . C: EtOAc DAD
. Chlorella Shield C18 BEH y o
echinenon, ofigiensis extrakce (2,1x150 mm (v8e s 0,10% 450 nm, [46]
zeaxanthina '8 MeOH/chloro- ’ ’ kyselinou MS
wr 1,7 um) <
dalsi form mravenci)
karotenoidy Pritok
0,3 ml min’!
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3 Prakticka cast
3.1 Pristroje a pomiicky

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Pro separaci pfi gradientové eluci byl pouzit systém HPLC UltiMate 3000
(Thermo Fischer Scientific, USA). Systém byl slozen z pumpy Dionex UltiMate
3000 RS Pump, davkovace Dionex UltiMate 3000 RS autosampler, Dionex
UltiMate 3000 RS Column Compartment a detektoru Dionex UltiMate 3000
Diode Array Detector. Data byla zpracovana pocitaCcovym programem

Chromeleon Dionex Software verze 7.2 (Thermo Fisher Scientific Inc.).

Kolona
Kinetex C18 o rozmérech 100 x 2,1 mm, velikost ¢astic 2,6 um

(Phenomenex, USA).

Dalsi pomiicky
Analytické vahy Sartorius (Sartalex, s.r.o., CR)
Vortex-Genie 2 (Scientific Industries)
Centrifuga (Chirana, CR)
Automaticka pipeta Finnpipette F1 (Thermo Scientific, USA)
Strikackovy filtr FP 30/0.2 PTFE-S (Whatman, Velka Britanie)
pH metr Adwa AD1000 (Adwa, Mad’arsko)
Magneticka michacka (Fisher Scientific, USA)

3.2 Pouzité chemikalie

Deionizovana voda pfipravena zatizenim MilliporPLUS, minimalni odpor
18,2 MQcm.

Methanol Chromasolv® pro HPLC, cistota > 99,9 % (Sigma-Aldrich,
Némecko)

Acetonitril HPLC Gradient Grade (Fisher Chemical, USA)

Acetone G.R., ISO REAGENT (Lach-Ner, s.r.0., Ceska republika)
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2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol, ¢istota > 99.9 % (GC) (Sigma-Aldrich,
Neémecko)

Ethylacetat pro HPLC (Supelco, USA)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan hydrochlorid, p.a. (Merck, Némecko)

3.3 Pouzity material

Vzorky, pracovni roztoky i standardy byly skladovany v mrazicim boxu
pfi teploté -18 °C. Se vzorky bylo pracovano za podminek tlumeného svétla
(obalovani roztokti pomoci hlinikové folie, zastinéni v mistnosti, zhasnuté umélé
svétlo) a chladu (uloZeno na ledu), aby se pfedeslo degradaci a ztraté karotenoidu.

Jako standardy karotenoidii byly pouzity B-karoten a all-trans-astaxanthin
v praskové formé od Sigma-Aldrich. Dale pak echinenon, lutein, 9'-cis-
neoxanthin, violaxanthin, zeaxanthin, kazdy o koncentraci pfiblizné 1 mg I’
(ptesné koncentrace jsou uvedeny v tabulce 2) ve 100% ethanolu od DHI LAB
PRODUCTS (Hersholm, Déansko).

Redlnym vzorkem pro analyzu karotenoidt byly lyofilizované vzorky tas

Tetracystis pulchra poskytnuté katedrou botaniky PiF UK.

Tabulka 2: Pfesn¢ koncentrace pouzitych standarda

9'-cis-
Standard  violaxanthin lutein zeaxanthin  echinenon
neoxanthin
¢ [mg 1 1,118 0,820 1,031 0,925 0,947

3.4 Priprava vzorki a ¢inidel

3.4.1 Extrakce vzorku ras

Metoda byla optimalizovana s dodanym vzorkem nikoliv jen s vybranymi
standardy. Bylo tedy nutno nejprve vyextrahovat barviva z dodaného
lyofilizovaného vzorku fasy. Pfi studiu literatury bylo zji§téno, Ze nejjednodussi

vhodné extrakce astaxanthinu, jeho esterti i dalSich karotenoidi je extrakce
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3.4.2

343

acetonem — viz tabulka 1 [23, 34, 38, 45]. Stabilita astaxanthinu v acetonu byla
zaroven ovéiena s vyuzitim UV-VIS absorpcni molekulové spektrometrie tak, ze
po dobu 18 hodin byla pribézn€¢ snimana spektra acetonového roztoku
astaxanthinu a nebyla pozorovéana zadna zména spektra indikujici jeho oxidaci.
Zvazené lyofilizované vzorky tas byly opakované extrahovany 2 ml
acetonu s obsahem 0,1% BHT jako antioxida¢niho ¢inidla. Vzorky byly michany
2 minuty na vortexu se sklenénou kulickou a centrifugovany 4 minuty pii 900 rpm
(40% vykon centrifugy). Extrakce byly opakovany do odbarveni supernatantu.
Spojené supernatanty byly ptefiltrovany pies stiikackovy filtr (PTFE, velikost
pori 0,2 um) a byl odecten jejich celkovy objem. Pfi vyvoji metody byl
prefiltrovany vzorek jest€é zakoncentrovan odpafenim acetonu pomoci

probublavani argonem.

Priprava vzorkl pro HPLC separaci karotenoidi

Vzorky pro HPLC separaci byly piipraveny z extrahovaného vzorku a
mobilni faze A vrizném pomeéru, nejcastéji v poméru 1:2 (extrahovany

vzorek/mobilni faze A).

Piiprava kalibra¢nich roztoki

Jednotlivé kalibra¢ni roztoky standardii astaxanthinu, zeaxanthinu, 9'-cis-
neoxanthinu, luteinu, violaxanthinu, echinenonu a B-karotenu byly pfipraveny
fedénim jejich zasobnich roztokdi o koncentraci pfiblizné 1 mg 1! (pfesné
koncentrace standardili jsou uvedeny v tabulce 2) mobilni fazi A na koncentraci
0,1 mg 1"\, Byl také piipraven smésny vzorek obsahujici zeaxanthin, lutein, 9'-
cis-neoxanthin, violaxanthin, echinenon a B-karoten tak, aby koncentrace
kazdého standardu v tomto smé&sném vzorku byla 0,1 mg 1.

Zasobni roztoky p-karotenu a astaxanthinu o koncentracich 1 mg 1! byly
pfipraveny navaZenim 1 mg daného standardu a rozpusténim v 10 ml acetonu,
¢imz byl ziskan roztok o koncentraci 100 mg 1", Tento roztok byl dale fedén

mobilni fazi A na koncentraci 1 mg 1! a pouzZit pfi piipravé kalibra¢nich roztok.
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3.5 Priprava pufru

Ptiprava 0,05M roztoku Tris-HCI byla provedena navazenim 1,5768 g
Tris-HCI, ktery byl nasledné rozpustén v 200 ml deionizované vody. Pfidavkem

0,5M NaOH a pomoci pH-metru bylo pH upraveno na hodnotu 8,0.

3.6 Pouzité mobilni faze

Separa¢ni metoda je modifikovanou verzi metody dle Jin Liu [45] a bylo
pouzito analogické oznaceni mobilnich fazi. Jako mobilni faze A je oznacovana
sme¢s ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI pufr (pH = 8,0) v rizném poméru, jako
mobilni faze B smés MeOH/EtOAc v rizném poméru. Byla testovana gradientova
eluce za rizného objemového poméru jednotlivych slozek mobilni faze. Slozky

mobilnich fazi A a B byly michany on-line za pomoci sméSovace.

3.7 Podminky separace v HPLC a mobilni faze

Separace karotenoidii byla provadéna v reverznim modu vysokouc¢inné
kapalinové chromatografie. V termostatu byla nastavena teplota 28 °C a
v autosampleru 16 °C, coz jsou nejcastéjsi podminky nalezené v literarni reSersi.
Meéfeni bylo provadéno za podminek gradientové eluce. Pritok mobilni faze byl
zpocatku 0,3 ml min™, pozdéji byl optimalizovan na 0,25 ml min"!. Davkovany
objem vzorkli byl 20 pl. Vlnova délka pro detekci byla zvolena na zakladé
absorpCnich spekter karotenoidil a astaxanthinu jako 470 nm.

Pii optimalizaci sloZeni mobilni faze pro separaci karotenoidii byly
vyzkouSeny riizné pomery acetonitrilu a methanolu v mobilni fazi A pii zachovani
poméru pufru vici organickym slozkam, rizné poméry methanolu a ethylacetatu

v mobilni fazi B a také rlizné poméry organické a vodné slozky.

3.8 PouzZité vzorce a vypocty

Hodnoty retenéniho faktoru, rozliSeni, poctu teoretickych pater, limitu
detekce (LOD) a limitu stanovitelnosti (LOQ) byly vypocitané podle

nasledujicich vztaht:
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= M

kde ki je retencni faktor, r i [min] je reten¢ni ¢as dané¢ho analytu, fm [min]
je mrtvy Cas kolony. Retencni faktory byly vypocitany s pouzitim odezvy

nasttiku jako indikatoru mrtvého Casu (hold-up time).

2 (tri — tr;)
Wi + Wj

2

ij

kde Rij je rozliSeni dvou pik, ;i [min] a frj [min] jsou retencni casy

analytd a wi [min] a wj [min] jsou Sitky pikt pfi zakladné.
£ \?
N =16 <ﬂ) 3)
Wj
kde N je pocet teoretickych pater, & j [min] je retencni ¢as daného analytu
a wj [min] je $itka piku daného analytu pii zékladné.
LOD=3-SD 4
LOQ=10-SD (5)

kde SD je smérodatnd odchylka hmotnosti standardu analytu vypoctena

pomoci kalibra¢ni kiivky pro osmkrat prométeny smésny roztok standardll o

cvwr
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4 Vysledky a diskuse

Na zéklad¢ literarni reSerSe byly na extrahovaném vzorku vyzkouSeny a
porovnany tifi metody HPLC separace karotenoidi: metoda dle Marinova-
Ribarova [44], metoda dle Kim J. Mulders [46] a metoda dle Jin Liu [45]. VSechny
uvedené metody byly vyzkouSeny snam dostupnou kolonou Kinetex-C18.
Porovnani téchto metod je vidét na obrazku 4. Jako nejvhodnéjsi metoda pro dalsi
optimalizaci se jevila metoda dle Jin Liu [45] poskytujici velké mnozstvi dobte
separovanych signald (23 signaltl) véetné dvou sérii signall, které by podle
spektra a strukturni podobnosti mohly byt povazovany za mono- a
diesterifikované formy astaxanthinu [48]. Kromé téchto dvou sérii signall se
uplné na zacatku chromatogramu a také kolem 12. minuty vyskytovalo 3—5 latek
se zietelnym karotenoidovym spektrem.

Béhem optimalizace metody byly jednotlivé piky rozliSovany podle jejich
spektra. Sledovany byly piky s karotenoidovym a astaxanthinovym typem spektra.
Astaxanthin a echinenon mély v polarnim rozpoustédle absorp¢ni pas s jedinym
maximem pfi 470 nm (astaxanthinovy typ spektra). Violaxanthin, neoxanthin,
lutein, zeaxanthin a B-karoten maji absorp¢ni pasy vykazujici tfi az ¢tyfi lokalni
maxima (karotenoidové spektrum) (obr. 2 a 3 v oddilech 2.7 a 2.8).

Nedostatkem metody dle Jin Liu [45] byly pouze signaly pfi retencnich
casech nizSich neZ pfiblizné¢ 8 min, které byly vyznamné deformované. Tato
deformace mohla souviset s pomérem organické a vodné faze v mobilni fazi na
pocatku separace nebo se zbytkovym obsahem acetonu ve vzorku po extrakci a

byla proto podnétem pro optimalizaci sloZeni mobilni faze.
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— metoda dle Marinova-Ribarova \

t [min]
5 10 15 20 25

—— metoda dle Kim J. Mulders |

Odezva detektoru [mAU]

5 10 15 20 25 30 35 40 t[min]

—— metoda dle Jin-Liu|

25 30

t [min]

Obr. 4: Porovnani tfi zkouSenych metod: metoda dle Marinova-Ribarova —
linearni gradient z MF A: ACN/MeOH (95/5) do MF B: ACN/MeOH/EtOAc
(60/20/20); metoda dle Kim J. Mulders — A: 50% ACN v deionizované vodé, B:
100% ACN, C: 100% EtOAc, gradient; metoda dle Jin Liu - A:
ACN/MeOH/0,05M Tris-HCl (84:2:14), B: MeOH/EtOAc (68:32), linearni
gradient, davkovany objem vzdy 20 pl, teplota kolony 28 °C, detekce pii A =
470 nm

4.1 Optimalizace sloZeni mobilni faze

Nejprve byl optimalizovan pomér acetonitrilu a methanolu v mobilni fazi
pfi zachovani koncentrace a poméru pufru vici organickym slozkam. Cilem bylo
zjistit, jaky vliv na separaci ma zaména ACN za méné polarni MeOH. Testovana
byla nésledujici slozeni pocatecni mobilni faze ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI pufr
(pH = 8,0): 76/10/14, 43/43/14 a 0/86/14. ZvySujici se obsah methanolu mirné
meénil retenci neékterych analytti. Dokud ale nebyl pouzit prebytek methanolu,
nebyl pozorovan jednoznaény obecny trend vlivu méniciho se poméru

ACN/MeOH na retenci. Pti pouziti 86% MeOH doslo k nartstu viskozity mobilni
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faze, zpomaleni celé¢ analyzy vCetn¢ mrtvého Casu a retence analyti klesla.
Vyrazny nartst mrtvého Casu v poslednim piipadé se nepodatilo vysvétlit.
RozliSeni s rostouci koncentraci MeOH mirn¢ klesalo a deformované piky
karotenoidi na pocatku separace odstranény nebyly. Pro porovndni retence
(retencni Cas, reten¢ni faktor) a rozliSeni byly vybrany tfi intenzivni signaly (piky

2, 3 a 6 v chromatogramu). Hodnoty jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: Hodnoty reten¢nich Casii (fr), retenc¢nich faktorti (k) a rozliSeni (R)
vybranych signall pii pouziti mobilni faze A: ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI pufr
(pH = 8,0) v pomérech 76/10/14, 43/43/14 a 0/86/14

ACN/MeOH/0,05M Im

Tris-HCI pufr (pH =8,0) [min] Pik fx [min] k R
2 6,14 7,12 8,90
76/10/14 0,825 3 8,70 9,49 2,51
6 13,17 14,9 1,19
2 7,00 7,44 8,37
43/43/14 0,830 3 8,92 9,75 3,09
6 13,09 14,8 1,06
2 8,69 6,01 6,51
0/86/14 1,235 3 10,29 7,30 3,07
6 14,13 10,4 -

Dalsi pravdépodobnou pficinou deformace signali na zacatku separace se
jevila 1 pfitomnost vodného pufru. Nejprve bylo testovano, zda se projevi rozdil
mezi pritomnosti 0,05M Tris-HCI pufru (pH = 8,0) a pfitomnosti deionizované
vody. Byla-li pouzita pouze deionizovand voda, tak retence analyti klesla
o cca 20 %, navic deformace signali byla v obou mobilnich fazich stejna.
Nasledné tedy byl optimalizovan pomér pufru a organické faze.

Kromé¢ poméru ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI pufr (pH = 8,0): 84/2/14
byly vyzkouSeny poméry: 88/2/10, 93/2/5 a 98/2/0; byl tedy zachovan obsah
MeOH v mobilni fazi a byl postupné snizovan obsah vodného pufru. K porovnani
byly pouzity signdly deformovanych pikt s karotenoidovym a astaxanthinovym

typem spektra (piky 1 az 5) a pik 8 (hodnoty pro sloZzeni mobilni faze A 88/2/10 a
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93/2/5 jsou uvedeny v tabulce 4). Na téchto dvou slozenich je nejlépe mozné
ilustrovat vliv malé zmény poméru vodné faze na vyslednou separaci analytu.
Tyto chromatogramy byly zméfeny s novym extrahovanym vzorkem, proto neslo
predpokladat zastoupeni ani identitu analytt stejné jako v predchozich ptipadech.
Pik 8 by m¢l odpovidat piku 6 z ptredchozich chromatogramti.

Se snizujicim se obsahem pufru pii stalém mnozstvi MeOH v mobilni fazi
A dochézelo k postupnému zkracovani retencnich ¢asti analytd. RozliSeni bylo
nejlepsi pti 5% obsahu pufru, tedy pii ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI pufr (pH =
8,0): 93/2/5.

Slozeni mobilni faze ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI pufr (pH = 8,0): 98/2/0
je blizké slozeni mobilni faze v metodé Marinova-Ribarova [44], kterd vyuziva
jako pocatec¢ni mobilni fazi ACN/MeOH: 95/5. Podle metody Marinova-Ribarova
[44] by mély karotenoidy eluovat az s nastupem méné poladrni mobilni faze
obsahujici ethylacetdt a MeOH. Pfi naSich experimentech ale latky
s karotenoidovym vzhledem spektra eluovaly v blizkosti mrtvého €asu. Z hlediska
struktury by se tedy mélo jednat o polarni latky interagujici se stacionarni fazi az
v pfitomnosti velmi polarni mobilni faze. Tato charakteristika karotenoidim
ovSem pfili§ neodpovidd. Zvazena byla také moznost koeluce izomernich
sloucenin karotenoidii, tu ovSem bylo mozné potvrdit nebo vyvratit pouze

s pouzitim standardu, které v této ¢asti experimentd zatim pouzivany nebyly.

Tabulka 4: Hodnoty retencnich ¢ast (#r), reten¢nich faktort (k) a rozliSeni (R) vybranych

signalii pfi pouziti mobilni faze A: ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI pufr (pH = 8.,0)

v pomérech 88/2/10 a 93/2/5
ACN/MeOH/0,05M Tris-  tm

HCI pufr (pH = 8,0) [min] Pik fx [min] k R
1 1,77 1,11 -
2 2,80 2,33 -
3 3,60 3,29 -

88/2/10 0,837

4 4,88 4,81 -
5 6,15 6,32 0,96
8 12,21 13,5 -
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ACN/MeOH/0,05M Tris- M

HCI pufr (pH = 8,0) [min] Pik fr [min] k R
1 1,57 0,89 1,26
2 2,04 1,46 0,97
3 2,49 2,00 1,98
93/2/5 0.827
4 3,54 3,27 1,73
5 4’50 4942 8,37
8 8,44 9,17 0,92

Nejlepsich vysledkti bylo dosazeno pti 5,0% obsahu pufru v po¢atecni
mobilni fazi, tedy pifi poméru ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI pufr (pH = 8,0):
93/2/5. 1 vtéto mobilni fazi byly ovSem piky karotenoidi na pocatku
chromatogramu c¢astecné deformované. Experiment byl tedy zopakovan pro
obsah pufru v rozmezi 1,0-5,0 % s cilem posoudit kromé tvaru pocatecnich pika
a jejich retence a rozliSeni také celkovou separaci vSech analytl s cilem predejit
pfipadnym koelucim. Podle niZe uvedenych dat (tabulka 5) by optimalni bylo
pouzit 4 % obsahu pufru nebo 2 % obsahu pufru. V prvnim ptipad¢ bylo dosazeno
dobrého rozliseni a lepsi retence nez ve druhém piipadé€, ovSem ale za cenu mozné
deformace signall a neptesnosti pifi kvantifikaci. Ve druhém ptipadé¢ mély piky
lepsi tvar, ale mald zména ve sloZzeni MF mohla vést k prekryvu piki karotenoidd,
respektive jednoho zanalyti se signalem chlorofylu. Jako kompromis byla

vybrana varianta ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI pufr (pH = 8,0): 94/2/4.
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Tabulka 5: Hodnoty reten¢nich ¢asii (zr), retencnich faktora (k) a rozliSeni (R) vybranych
signalll pi1 pouziti mobilni faze A: ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI pufr (pH = 8,0) v
pomérech 93/2/5, 94/2/4, 95/2/3, 96/2/2, 97/2/1 a 98/2/0

ACN/MeOH/0,05M Tris- M

HCI pufr (pH = 8,0) [min] Pik fr [min] k R
1 1,50 0,79 1,36

2 2,03 1,42 1,09

93/2/5 o84 O 248 1,95 2,36
4 3,56 3,24 1,94

5 4,48 433 9,66

6 7,87 8,34 1,19

1 1,45 0,75 1,30

2 1,92 1,31 1,04

94/2/4 0,83 3 2,32 1,80 2.12
4 3,23 2,89 1.83

5 4,01 3,83 6,19

6 7,17 7,64 0,55

1 1,42 0,71 1,11

2 1,82 1,19 1,03

95/2/3 083 - 2,19 1,64 1,92
4 2,91 2,51 1,65

5 3,52 3,24 9,03

6 6,44 6,76 1,08

1 1,38 0,68 1,16

2 1,72 1,10 1,14

96/2/2 082 207 1,52 1,60
4 2,61 2,18 1,58

5 3,12 2,80 8.40

6 5,71 5,96 1,06
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ACN/MeOH/0,05M Tris- M

HCl pufr (pH=8,0)  [min] 'k fx[min] k R

I 137 0,67 0,90
2 1,63 0,99 1,23
3 1,99 1,43 1,39

97/2/1 0,82
4 241 1,94 1,40
5 2,82 244 7,69
6 5,00 5,10 0,93
I 135 0,63 113
2 1,66 1,00 0,95
3 1,89 1,28 1,01

98/2/0 0,83
4 2,19 1,64 1,17
5 2,51 2,02 6,57
6 425 4,12 1,02

Pti pouziti ACN/MeOH/0,05M Tris-HCl pufr (pH = 8,0): 94/2/4 byly piky
na zacatku chromatogramu rozsitené, ale lepsiho tvaru, méné vyrazn¢ hranaté. Pti
vys$si koncentraci analytd by se ovSem nezadouci tvar stdle mohl projevovat.
Separace pikli 6 a 7 (oba mély astaxanthinovy typ spektra) byla nedostatecna.
Chlorofyl eluujici mezi piky 8 a 9 se s nimi neptekryval.

Pii pouziti ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI pufr (pH = 8,0): 95/2/3 byla
separace pikli 6 a 7 nedostatecnd. Chlorofyl eluujici mezi piky 8 a 9 se s nimi
nepiekryval. Dochazelo k ptekryvu pikd 13 a 14, znichz alespoil jeden ale
pravdépodobné oba byly dle spektra karotenoidy.

Pti pouziti ACN/MeOH/0,05M Tris-HCl pufr (pH = 8,0): 96/2/2 byly piky
6 a 7 téméf rozdéleny. Chlorofyl eluujici mezi piky 8 a 9 se s nimi nepiekryval.
Karotenoidy ptedstavované zde piky 15 a 16 se neptekryvaly (obr. 5).

Pti pouziti ACN/MeOH/0,05M Tris-HC1 pufr (pH = 8,0): 97/2/1
dochézelo ke koeluci piku 9 s chlorofylem. Piky 6 a 7 nebyly rozseparovéany. Piky
14, 15 a 16 nebyly rozseparovany az na zakladni linii, ale pro kvalitativni analyzu

jejich rozliseni postacovalo.
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Obr. 5: Chromatogram separace karotenoidii, mobilni faze A -
ACN/MeOH/0,05M Tris-HCl pufr (pH = 8,0): 96/2/2, mobilni faze B -
MeOH/EtOAc: 68/32, 0—15 min linearni gradient z A do B, 15-25 min izokraticky
B, pritok 0,3 ml min!, teplota kolony 28 °C, ddvkovano 20 ul, detekce pfi A =
470 nm

Mobilni faze pouzivana pro eluci predpokladanych mono- a diestert
astaxanthinu (mobilni faze B) je smés methanolu a ethylacetatu. Byly vyzkouSeny
rizné pomery, ale ukdzalo se, ze pomér MeOH/EtOAc: 68/32 z metody Jin Liu
pln€ vyhovuje potfebam nasi analyzy. Celkova doba analyzy byla zkracena na
23 min, coz plné postacovalo pro eluci vSech slozek. Vysledny optimalizovany

gradient je uveden v tabulce 6.
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Tabulka 6: Vysledny gradient pouzity pro separaci karotenoida

y ACN MeOH 0,05M Tris- EtOAc
Cas [min] . . . .
(obj. %) (obj. %) HCI (obj. %) (obj. %)
0 94 2 4 0
15 0 68 0 32
23 0 68 0 32

4.2  Vliv teploty kolony na tvar signala

Bylo testovano, jaky vliv na tvar signalti ma teplota, na kterou je vyhtivana
kolona. Kromé& obvykle pouZivané teploty 28 °C byly otestovany také teploty
20 °C a 35 °C. Jedinym efektem bylo celkové zpomaleni separace vlivem sniZeni
rychlosti difize a zvySeni viskozity rozpoustédla v ptipadé kolony vyhtivané na
20 °C a celkové zrychleni separace vlivem zvySeni rychlosti difuze a snizeni
viskozity rozpoustédla v pfipadé kolony vyhiivané na 35 °C. RozliSeni nebylo

ovlivnéno.

4.3 Optimalizace prutokové rychlosti

Vliv pritokové rychlosti byl zkouman v rozmezi 0,2-0,4 ml min™.

Pritokové rychlosti doporuované vyrobcem pouZzivané kolony jsou typicky
0,1 ml min"!. Tato priitokova rychlost byla ale vyrazné mensi nez priitokova
rychlost 0,3 ml min™, pro kterou byl optimalizovan gradient mobilni fize. Ta byla
dosud pouzivana kvuli rychlosti analyzy. Tlakovy limit kolony byl pfiblizné
580 bar, nejvyssi tlak dosahovany v pribchu analyzy pii pritokové rychlosti
0,3 ml min byl 140 bar. Priitokovou rychlost by tedy bylo mozné i vyrazné
zvysit, ale s ohledem na nizkou retenci nékterych latek by to nebylo relevantni.
Vyhodnocovéna byla retence prvnich pikd, piekryv nékterych signala a
doba analyzy. Jako kompromisni a nejlepsi varianta byla zvolena pritokova

rychlost 0,25 ml min™! (obr. 6).
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Obr. 6: Chromatogram separace karotenoidll v readlném vzorku, kolona Kinetex
C18, mobilni faze A — ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI pufr (pH = 8,0): 94/2/4,
mobilni faze B — MeOH/EtOAc: 68/32, 0—15 min linedrni gradient z A do B, 15—
23 min izokraticky B, priitok 0,25 ml min™', teplota kolony 28 °C, davkovano
20 pl, detekce pfi A =470 nm

4.4 Méreni standarda a kalibrace

Za optimalizovanych separacnich podminek byly zanalyzovany jednotlivé
standardy  (all-trans-astaxanthin, zeaxanthin, lutein, 9’-cis-neoxanthin,
violaxanthin, echinenon a B-karoten), kazdy o koncentraci piiblizné 0,1 mg I'!
(obr. 7). Presné koncentrace roztokd jednotlivych standardd byly 10x nizsi
ve srovnani s hodnotami v tabulce 2 (viz. oddil 3.3). Cilem bylo identifikovat

analyty v redlném vzorku extraktu fas na zdklad€ retencnich cast.
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Obr. 7: Porovnani chromatogramii standardi 9'-cis-neoxanthinu (1),
violaxanthinu (2), all-trans-astaxanthinu (3), luteinu (4), zeaxanthinu (5),
echinenonu (6) a B-karotenu (7), kazdy o koncentraci 0,1 mg 1! za pouziti MF A
— ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI pufr (pH = 8,0): 94/2/4, MF B — MeOH/EtOAc:
68/32, 0—15 min linedrni gradient z A do B, 15-23 min izokraticky B, pratok
0,25 ml min!, davkovano vzdy 20 ul, teplota kolony 28 °C, detekce pii A =
470 nm

Také byl analyzovan smésny vzorek obsahujici zeaxanthin, lutein, 9'-cis-
neoxanthin, violaxanthin, echinenon a -karoten (koncentrace kazdého standardu
ve smésném vzorku byla piiblizné 0,1 mg I'") v davkovanych objemech 0, 1, 2, 5,
12 a 25 pl pro sestrojeni kalibra¢nich kiivek. Smésné standardy byly méfeny vzdy
v duplikatech.

Porovnanim reten¢nich Casti standardil s retencnimi Casy pikl v redlném
vzorku byla identifikovana kli¢ova barviva. Porovnanim s chromatogramem
readlného vzorku bylo zjiSténo, Zze volny all-trans-astaxanthin se ve vzorku

nenachézi, ostatni piedpokladané pigmenty ano. Identifikovanymi barvivy
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v realném vzorku byly B-karoten, neoxanthin, violaxanthin, lutein, zeaxanthin a
echinenon, které byly pracovniky katedry algologie ve vzorcich ocekavany

(obr.8).
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Obr. 8: Chromatogram separace a identifikace karotenoidl v redlném vzorku
(oznaceni vzorku N+3), mobilni faze A — ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI pufr (pH
= 8,0): 94/2/4, mobilni faze B — MeOH/EtOAc: 68/32, 0-15 min linearni gradient
z A do B, 15-23 min izokraticky B, priitok 0,25 ml min™', teplota kolony 28 °C,
objem nastiiku vzorku 20 pl, detekce A = 470 nm, identifikované karotenoidy: 1 —
neoxanthin, 2 — violaxanthin, 3+4 — lutein + zeaxanthin, 5 — echinenon, 6 — [3-

karoten

Ukazalo se, ze deformované signdly na zacitku chromatogramu byly
zpusobeny castecnou koeluci vzdy dvou izomerd karotenoidld. Retencni Casy
violaxanthinu s 9'-cis-neoxanthinem a luteinu se zeaxanthinem se piekryvaly.
Diivodem té€chto podobnych retenénich ¢asti dvojic standardii byl jejich stejny
sumarni vzorec (jednalo se o izomery se stejnou molekuldrni hmotnosti), a na

stacionarni fazi se tedy tyto dvojice zadrzovaly podobné. Lutein a zeaxanthin se
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nepovedlo zintegrovat jednotlive, ale povedlo se je identifikovat z kvalitativniho
hlediska a kvantifikovany byly dohromady. Tento postup byl posouzen jako
mozny diky jejich shodnym molekulovym hmotnostem a absorpcnim
koeficientiim pii vlnové délce maxima (aze. =254 1 g em™, aze =2551g! cm™
pii 450 nm). Violaxanthin a 9'-cis-neoxanthin se povedlo jednotlivé zintegrovat,
pokud jejich obsahy nebyly vysoké, samostatné. Tato podminka se zdala byt
splnéna pro vétSinu dodanych vzorki a kalibracni kiivky violaxanthinu i 9'-cis-
neoxanthinu tak byly vytvofeny pouze z hodnot ziskanych z ddvkovanych objemt
0, 1,2, a5 ul smésného vzorku standarda. Pti davkovanych objemech 12 a 25 nl
uz 9'-cis-neoxanthin a violaxanthin eluovaly v jednom piku a nebylo mozné je
zintegrovat. Pro porovnani je uveden graf pro ddvkovany objem 20 pl smésného
vzorku (obr. 9) a graf pro davkovany objem 5 pl smésného vzorku (obr. 10),
ze kterych je ziejmé sliti pika 1 (neoxanthin) a 2 (violaxanthin) do jednoho signalu

pii vysSich obsazich obou analyti.
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Obr. 9: Chromatogram separace smési standardll karotenoidd (1 + 2 — 9'-cis-
neoxanthin a violaxanthin, 3 + 4 — lutein a zeaxanthin, 5 — echinenon, 6 — -
karoten) pii pouziti MF A — ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI pufr (pH = 8,0): 94/2/4,
MF B — MeOH/EtOAc: 68/32, 0—15 min linearni gradient z A do B, 15-23 min
izokraticky B, pritok 0,25 ml min™!, teplota kolony 28 °C, ddvkovéano 20 pl,
detekce pii A =470 nm
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Obr. 10: Chromatogram separace smési standardi karotenoidd (1 — 9'-cis-
neoxanthin 2 — violaxanthin, 3 + 4 — lutein a zeaxanthin, 5 — echinenon, 6 — [3-
karoten) pii pouziti MF A — ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI pufr (pH = 8,0): 94/2/4,
MF B — MeOH/EtOAc: 68/32, 0—15 min linearni gradient z A do B, 15-23 min
izokraticky B, pritok 0,25 ml min™!, teplota kolony 28 °C, divkovéano 5 pl,
detekce pii A =470 nm

Volny all-trans-astaxanthin ve vzorcich nalezen nebyl. Z toho divodu
nebyl standard astaxanthinu pouZit pii pfipravé smésného vzorku pouZitého pti
validaci metody. Z primérnych hodnot ploch pikli a vypoctenych hmotnosti
standardd (vypocteno ze zndmého davkovaného objemu a znamé koncentrace)
v méfeném vzorku byly poté sestrojeny kalibracni kiivky pro jednotlivé standardy
(obr. 11-15). V davkovaném objemu 1 pl byl smésny vzorek prométfen celkem
osmkrat pro vypocet LOD a LOQ. Tabulka 7 uvadi hodnoty charakterizujici
jednotlivé standardy (hodnoty &, R a N byly vypocteny pomoci uvedenych vzorcii
1, 2, 3 v oddilu 3.8). Kalibra¢ni rozmezi pro jednotlivé standardy byla zvolena na

zéklad¢ dosavadnich zkuSenosti tak, aby obsahla ocekavané koncentrace
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jednotlivych pigmentt v dodanych vzorcich.

A [mAU.min]

V [ul]

0 1 2 3 4 5

0,075 T T T T T T T T o
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Obr. 11: Kalibra¢ni zévislost plochy piku na hmotnosti 9'-cis-neoxanthinu a na
davkovaném objemu vzorku pti pouziti MF A — ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI
pufr (pH = 8,0): 94/2/4, MF B — MeOH/EtOAc: 68/32, 0—15 min linearni gradient
z A do B, 15-23 min izokraticky B, pritok 0,25 ml min™!, teplota kolony 28 °C,
detekce pii A =470 nm
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Obr. 12: Kalibraéni zavislost plochy piku na hmotnosti violaxanthinu a na
davkovaném objemu vzorku pfi pouziti MF A — ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI
pufr (pH = 8,0): 94/2/4, MF B — MeOH/EtOAc: 68/32, 0—15 min linearni gradient
z A do B, 15-23 min izokraticky B, pritok 0,25 ml min™!, teplota kolony 28 °C,

detekce pii A =470 nm
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Obr. 13: Kalibracni zavislost plochy piku na hmotnosti luteinu, respektive
zeaxanthinu a na davkovaném objemu vzorku pii pouziti MF A -
ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI pufr (pH = 8,0): 94/2/4, MF B — MeOH/EtOAc:
68/32, 0—15 min linedrni gradient z A do B, 15-23 min izokraticky B, pratok
0,25 ml min™!, teplota kolony 28 °C, detekce pii A = 470 nm
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Obr. 14: Kalibraéni zavislost plochy piku na hmotnosti echinenonu a na
davkovaném objemu vzorku pfi pouziti MF A — ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI
pufr (pH = 8,0): 94/2/4, MF B — MeOH/EtOAc: 68/32, 0—15 min linearni gradient
z A do B, 15-23 min izokraticky B, pritok 0,25 ml min™!, teplota kolony 28 °C,

detekce pii A =470 nm
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Obr. 15: Kalibracni zavislost plochy piku na hmotnosti B-karotenu a na
davkovaném objemu vzorku pfi pouziti MF A — ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI
pufr (pH = 8,0): 94/2/4, MF B — MeOH/EtOAc: 68/32, 0—15 min linearni gradient
z A do B, 15-23 min izokraticky B, pritok 0,25 ml min™!, teplota kolony 28 °C,

detekce pii A =470 nm
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Tabulka 7: Charakterizace standarda latek vyskytujicich se v redlném vzorku fas pii

slozeni mobilni faze MF A — ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI pufr (pH = 8,0): 94/2/4,

MF B — MeOH/EtOAc: 68/32, priitok 0,25 ml min™!

Linearni
Smeérnice
dynamicky LOD LOQ
Standard fr [min] k R N [mAU.min/
rozsah [ng] [ng]
ng]
(LDR) [ng]
9'-cis-
) 1,593 0,562 0,882 852 0,10-041 0,173 0,03 0,10
neoxanthin
violaxanthin 1,773 0,747 3,424 952 0,06 - 0,56 0,348 0,02 0,06
lutein 2,770 1,716 1800
18,321 0,20 - 4,89 0,290 0,06 0,20
zeaxanthin 2,890 1,850 1910
echinenon 8,623 7,454 21,101 14672  0,05-237 0,638 0,01 0,05
B-karoten 13,653 12,003 - 75090 0,56-2,78 0,198 0,17 0,56

4.5 Urcéeni limitu detekce a kvantifikace

Limity detekce (LOD) a limity kvantifikace (LOQ) jednotlivych standarda

karotenoidd byly stanoveny pomoci vzorci 4 a 5 uvedenych v praktické casti

(oddil 3.8). Smésny vzorek standardt o koncentraci kazdého ptiblizné 0,1 mg 1!

byl proméfen osmkrat v davkovaném objemu 1 pl. Z kalibra¢nich pifimek

jednotlivych standardi bylo vypoéteno osm hmotnosti pro kazdy standard.

Z téchto hmotnosti byla vypoc¢tena smérodatna odchylka a dosazena do vzorce pro

vypocet LOD a LOQ. Vypoctené hodnoty LOD a LOQ jsou uvedeny v tabulce 7.
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Ze tii metod pievzatych z literatury (Marinova-Ribarova [44], metoda
Kim J. Mulders [46] a metoda Jin Liu [45]) byla pro HPLC separaci karotenoida
ze vzorku extrahovaného ztasy Tetracystis pulchra pro dalsi optimalizaci
vybrana metoda Jin Liu [45] na reverzni fazi za podminek gradientové eluce
s detekci UV-VIS. Na koloné Kinetex C18 bylo nejprve optimalizovano slozeni
mobilni faze. U mobilni faze A byly vyzkouSeny rGzné pomeéry acetonitrilu a
methanolu pfi zachovani poméru pufru vici organickym slozkdm a také razné
pomeéry organické a vodné slozky. U mobilni faize B byly vyzkouSeny rizné
poméry methanolu a ethylacetdtu. Jako vhodnd byla vybrana varianta
ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI pufr (pH = 8,0): 94/2/4 jako mobilni faze A a
MeOH/EtOAc: 68/32 jako mobilni faze B.

Dale byl testovan vliv teploty kolony na tvar signalu a optimalizovana
pratokova rychlost. Jako optimalni se ukézala teplota kolony 28 °C.

Priitokova rychlost byla zkoumdina v rozmezi 0,2-0,4 ml min"'. Po
vyhodnoceni retence prvnich pikt, prekryvu nékterych signali a celkové dobé
analyzy byla jako nejlepsi varianta zvolena priitokova rychlost 0,25 ml min™.
Celkova doba analyzy optimalizovanou metodou byla 23 min.

Jako standardy byly pouZzity 9'-cis-neoxanthin, violaxanthin, astaxanthin,
lutein, zeaxanthin, echinenon a B-karoten. Reten¢ni €asy violaxanthinu s 9'-cis-
neoxanthinem a luteinu se zeaxanthinem se ptekryvaly. Pii nizSich davkovanych
objemech se violaxanthin a 9'-cis-neoxanthin podafilo jednotlivé zintegrovat a
kvantifikovat kazdy zvlast. Lutein a zeaxanthin se nepodafilo zintegrovat
jednotlivé, ale povedlo se je identifikovat z kvalitativniho hlediska a
kvantifikovany byly dohromady. V redlném vzorku ftas byly identifikovany
vSechny standardy kromé volného a/l-trans-astaxanthinu. Byl-li astaxanthin ve
vzorcich obsazen, pak v jiné form¢. Pro karotenoidy vyskytujici se ve vzorcich
fas byly vytvofeny kalibracni pfimky a vypocteny hodnoty LOD a LOQ. Vyvinuta
metoda je vhodna pro stanoveni, jak se méni zastoupeni raznych karotenoidl ve
vzorcich tas Tetracystis pulchra péstovanych za riznych podminek, které je
obsahem diplomové prace dalsi studentky Bce. Terezie Ocadlikové [49]. Cile této
bakalatské prace tedy byly splnény.
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