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ABSTRAKT

Univerzita Karlova Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Mgr. Markéta Svobodova

Skolitel: Doc. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Nazev rigor6zni prace: Stanoveni obsahu betakarotenu v odridach visni pomoci HPLC

V této rigordzni praci jsme stanovovali piitomnost karotenoidl (trans betakarotenu, cis
betakarotenu a luteinu) v 18 odrtidach visni. Testované odrudy: Rannaja, Meteor, Krasnyj flag,
Pandy 45, Muskatnaja prazskaja, Erdi jubileum, Griot Moskovskij, Valkova, Mesabich,
Gorsetin, Inga mladi, Naumburger osheimer, Pandy 6039, Korosska, Morellen fever,
Wolynska, Heimann's rubin a Visna IV/155. Optimalizovanou metodu jsme pievzali z
diplomové prace Stépana Ruzi¢ky-Vyvoj HPLC metody pro stanoveni vybranych karotenoida
v ovoci (2017). Pii chromatografické separaci jsme pouzili kolonu Supelco Analytical RP-
Amide (100 x 4,6 mm, 5 pm) a stanovované karotenoidy byly detekovany pti vinové délce 450
nm. Méfeni probéhlo v rezimu isokratické eluce mobilni fazi acetonitril: hexan: dichlormethan
(97,5 : 1,25 : 1,25) o prutokové rychlosti 1,8 ml/min pfi teplot¢ 30 °C. Vzorky, které jsme
analyzovali byly extrahovany ultrazvukem do chloroformu, centrifugovany, piefiltrovany a
nadavkovany do HPLC systému. Objem vzorku byl 5 pl. Pivodnim cilem bylo stanovit pouze
trans betakaroten a lutein, ale po prubéznych vysledcich jsme narazili u nékterych odrid na

vysoky vyskyt také cis formy betakarotenu. Proto jsme i tuto formu nasledné vyhodnotili.
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Charles University
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Candidate: Mgr. Markéta Svobodova
Supervisor: Doc. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Title of the rigorous thesis: Determination of beta-carotene content in sour cherries by

HPLC

In this rigorous thesis, we determined the presence of carotenoids (zrans betacarotene, cis
beta-carotene and lutein) in 18 cultivars of sour cherries. Cultivars: Rannaja, Meteor, Krasnyj
flag, Pandy 45, Muskatnaja prazskaja, Erdi jubileum, Griot Moskovskij, Valkova, Mesabich,
Gorsetin, Inga mladi, Naumburger osheimer, Pandy 6039, Koros, Morellen fever, Wolynska,
Heimann's rubin, and Visna IV/155. The optimized method was taken from the diploma thesis
of Stépan Riizicka - HPLC method development for carotenoids determination in fruits (2017).
In the chromatographic method, we used a Supelco Analytical RP-Amide column (100 x 4.6
mm, 5 um) and carotenoids were detected at a wavelength of 450 nm. Measurements were
carried out in the isocratic elution mode with a mobile phase of acetonitrile: hexane:
dichloromethane (97.5 : 1.25 : 1.25) at a flow rate of 1.8 ml / min at 30 ° C. The analyzed
samples were extracted by ultrasound into chloroform. After centrifugation, they were filtered
and injected to the HPLC column. The sample volume was 5 pl. Originally, we wanted to
determine only trans betacarotene and lutein, but after continuous results, we encountered a

high incidence of cis form of betacarotene in some cultivars. Therefore, we have also evaluated

this form.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACN- acetonitril

ATBC- studie prevence rakoviny o-tokoferolu betakarotenu (angl. The Alpha-

Tocopherol, Beta-Carotene Cancer Prevention)

CARET- zkouska ucinnosti betakarotenu a retinolu (angl. Carotene and Retinol Efficacy

Trial)

CMOI - 15,15"-oxygenaza

CMOII - 97,10"-0xygenaza

CN - kyano radikal (nitril)

DAD HPLC - vysokou¢inné kapalinova chromatografie s detekci diodovym polem
(angl. diode-array detector)

Faktor R - reten¢ni faktor

HCOOH - kyselina mravenci

HPLC - vysokou¢inna kapalinova chromatografie (angl. high-performance liquid

chromatography)

MeOH - methanol

MS - Hmotnostni spektrometrie (angl. Mass spectrometry)
MTBE - methyl terc-butyl ether

NADPH - Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NH2 - amino radikal

PHS - zdravotni studie 1ékaiti (angl. Physicians' Health Study)
RAR - receptory kyseliny retinové

RXR - retinoidni X receptory

tm - ,,mrtvy ¢as

tr - retencni Cas

TEA - triethylamin

VR - eluéni objem

UV/VIS - Ultrafialovo-viditelna spektroskopie


https://epi.grants.cancer.gov/Consortia/members/caret.html
https://epi.grants.cancer.gov/Consortia/members/caret.html
https://cs.wikipedia.org/wiki/Nikotinamidadenindinukleotidfosf%C3%A1t
https://cs.wikipedia.org/wiki/Ultrafialovo-viditeln%C3%A1_spektroskopie

1 UVOD

Karotenoidy je obecné oznaceni pro skupinu piirodnich latek, které jsou obsazeny v
rostlinnych i zivociSnych tkénich. Nejzndméjsi vyskyt je v plodech rizného ovoce, zeleniny,
ale také tfeba v plazmé zivocichl. Funkce zastavaji riznorodé - piredevs§im jsou to barviva a

siln¢ antioxidanty. Pro tyto vlastnosti jsou nejcastéji zpracovany do dopliku stravy.

1

dvojnych vazeb. Latky maji diky dlouhému uhlikatému fetézci prevazné lipofilni charakter.

Pro kvantitativni i kvalitativni analyzu vzorkii s obsahem karotenoidii a dalSich
pribuznych latek je vhodnd metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC), kterd je
snadno automatizovatelnd, dokaze separovat jednotlivé analyzované latky, neni ¢asoveé naro¢na

a k analyze dostacuje pomérné malé mnozstvi vzorku.

V této praci jsme stanovovali obsah karotenoidl v 18 odridach visni (Rannaja, Meteor,
Krasnyj flag, Pandy 45, MuSkatnaja prazskaja, Erdi jubileum, Griot Moskovskij, Valkova,
Mesabich, Gorsetin, Inga mladi, Naumburger osheimer, Pandy 6039, Kordsska, Morellen
fever, Wolynska, Heimann's rubin a Visia IV/155). Konkrétné byla prace zamétena na trans
betakaroten, cis betakaroten a lutein. Vysledky prace mohou byt eventuelné dale vyuzity jako

zdroj informaci o obsahu karotenoidl a zhodnoceni nutri¢ni kvality jednotlivych odrtd visni.



2 Cil a zadani rigorozni prace

Cilem prace bylo pokracovat v analyze karotenoidu (betakarotenu a luteinu) v riznych
odridach visni (Rannaja, Meteor, Krasnyj flag, Pandy 45, Muskatnaja prazskaja, Erdi
Jjubileum, Griot Moskovskij, Valkova, Mesabich, Gorsetin, Inga mladi, Naumburger osheimer,
Pandy 6039, Korosska, Morellen fever, Wolynska, Heimann's rubin a Visna 1V/155). Tato
rigor6zni prace navazuje na spolupraci s Vyzkumnym ustavem ovocnaiskym a Slechtitelskym
v Holovousech, v analyzéach antioxidantl v riznych druzich drobného ovoce. Prevzatd metoda
chromatografické separace, ktera byla vyuzita v této rigordzni préci, byla jiz v predeslé
diplomové praci Stépana Ruzicky optimalizovana a validovana pro stanoveni obsahu
betakaroten v odrtidéach tesni. Cilem této prace bylo vyvinutou metodu aplikovat pro stanoveni

betakarotenu v dostupnych odriidach visni.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Karotenoidy
Karotenoidy patii do skupiny pigmentl zluté, oranzové nebo cervené barvy. Tyto
pigmenty se vyskytuji hojn¢ v rostlinach. V mensi mife u zvifat a lidi, kde zajistuji mnoho

dalezitych funkei (1).

3.1.1 Vlastnosti a funkce

Karotenoidy ptevad¢ji Skodlivé ultrafialové zafeni na tepelnou energii. Diky této vlastnosti se
fadi do skupiny “zhasect”, “lapaci” nebo také “zametac” (anglicky quencher, scavenger).
Antioxidanty maji schopnost nalézt a zneutralizovat volné radikéaly a jsou taktéz nezbytné k
funkei jinych molekul v organismu. Napft. likvidaci kyslikovych a peroxidovych radikali
pusobi imunomodulaéné (2) (3).

Chrani télo pfed béZnymi civilizaénimi nemocemi, jako je rakovina, kardiovaskuldrni
onemocnéni, obezita, diabetes 2. typu a dal$i. Strava zalozena na pestrosti jidelni¢ku, obsahu
zeleniny nebo ovoce, snizuje vyrazn€ riziko téchto onemocnéni. Nejsiln€j$imi antioxidanty se

ukazaly plody $ipku, visné, divoké bortvky, ¢erného rybizu, divokch ostruzin (4) (5).

3.1.2 Chemicka struktura

Podle chemické struktury se jedna o terpeny neboli isoprenoidy. Podstata molekuly
spo¢iva ve vzajemné¢ vazanych pétiuhlikovych isoprenovych jednotkéach, prevazné v trans-
konfiguraci (Obrazek 1). Existuji v mensi mife v postaveni cis-. Podle poctu jednotek se terpeny
déli na monoterpeny (C10), seskviterpeny (C15), diterpeny (C20), sesterterpeny (C25),
triterpeny (C30), tetraterpeny (C40) a polyterpeny (Csn).

Obrazek 1: Isoprenova jednotka (6)
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Terpeny se rozd¢€luji na tii dulezité skupiny:

a) Karoteny

Skupina zahrnuje nékolik ptibuznych sloucenin, které maji obecny vzorec C4oHse.
Jedna se o jednochuchy typ karotenoidu, ktery se vyskytuje v nékolika
isomerickych formach jako je alfa (), beta (), gamma (y), delta (3), epsilon (g)
a zeta ({). Alfa a beta karoteny jsou dvé hlavni formy. V lidském téle je
betakaroten Stépen ve sliznici tenkého stteva pomoci betakaroten dioxygenazy do
dvou retinovych molekul, které se pozd¢ji redukuji na vitamin A. Pfirozen¢ se
vyskytuje v trans formé. Méné v cis uspotradani. V potadi all-trans > 9-cis > 13-
cis > 15-cis.

Prevlada nepolarni charakter molekul. Jsou to tedy lipofilni latky a rozpoustéji se

v nepolarnich rozpoustédlech (2).

b) Lykopeny

Lykopeny jsou acyklicé karotenoidy s otevienym uhlovodikem s pifimym
fetézcem sestavenym z 11 konjugovanych a dvou nekonjugovanych dvojnych
vazeb. Lykopen nemad aktivitu provitaminu A, protoze neobsahuje beta ionicky

kruh, ktery je zéklad pro strukuturu vitaminu A.

c) Xantofyly

Xantofyly jsou oxidované derivaty karotenti. Maji obecny chemicky vzorec

C40Hs602. Obsahuji hydroxylové skupiny a jsou vice polarni nez karoteny (7).

Podle funkce v rostlinach je miiZzeme dozdélit na:

Primérni, které jsou spolu s chlorofylem obsaZeny v chloroplastech a chrani
rostlinu pfed Skodlivym ultrafialovym zafenim a podileji se na fotosyntéze a
fototropismu. Z toho vyplyva, Ze jsou nejvice zastoupeny v metabolicky aktivnich
listech. Fototaxi zachycuji svételnou energii ve spektru 450-750 nm. Tuto roli
ptebiraji hlavné xantofyly lutein, neoxanthin, violaxanthin a méné& f-karoten.
Takové¢ karotenoidy nejsou v listech moc viditelné a objevuji se az po odbouravani
chlorofylu béhem podzimu (2) (1).

Sekundarni, které primarné slouzi rostliné k ptilakani opylovact a roznaSect

semen. Ty musi pak byt na rostlin€ vidét a zbarvuji kvéty a plody.
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Nejznaméjsimi karotenoidy jsou:
1. bezkyslikaté karoteny, které jsou nejvyznaméj$imi provitaminy vitaminu A,
2. kyslikaté xanthofyly, hlavni zastupce lutein, violaxanthin, neoxanthin a
kryptoxanthiny. Doprovazeji chlorofyl (napft. v listové zelening),
3. rozsifeny lykopen, ¢ervené zbarveny (raj¢ata-Solanum lycopersicum, Sipky-Rosa
canina, vodni meloun- Citrullus lanatus),
4. zeaxanthin, zZluty barvivo kukufice (Zea mays),

5. kapsaicin, barvivo ¢ervenych paprik (Capsicum annuum) (7)

Dvojné vazby vytvareji tzv. konjugovany systém. Karotenoidy obsahujici vice nez sedm
konjugovanych dvojnych vazeb se fadi mezi latky s vétsi antioxidaéni kapacitou. Jsou to tzv.
chromofory, které absorbuji svétlenou energii. Oxidaci karoteinody prechdzeji na vyse uvedené

xantofyly (8) (7).

3.1.3 Vyskyt

Doposud bylo izolovano vice nez 600 karotenoidi. Karotenoidy syntetizuji rostliny a
nekteré mikroorganismy, u vétSiny Zivocichii se jiz jen ukladdaji nebo chemicky pietvaii.
Ptiblizné 50 jich bylo nalezeno v lidské stravé a 20 bylo identifikovano pfimo v plasmé a

lidskych tkanich.

Vétsina karotenoidll se vyskytuje v ptirod¢ jako estery né€kolika mastnych kyselin, které

vznikaji pfi zrani plodu esterifikaci. Tento efekt mlize ovliviiovat intenzitu barvy (8) (7).

Ve stravé jsou vazany v komplexu s bilkovinami nebo uspotadany do krystalické podoby.
Zahtatim se nejspis zlepSuje biologicka dostupnost tim, Ze se tyto komplexy rozkladaji, jak bylo

pozorovano u lykopenu ve vatenych a syrovych rajcatech (8) (5).

3.1.4 Metabolismus

Do metabolismu retinoidi spadaji v§echny chemické ptemény, transport po organismu

a pusobeni na buiiku.

vvvvvv

vyskytu v rostlinnych potravinach a jeho nejvétsi aktivité (9).
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Metabolismus karotenoidlli zacina po vsttebani do systému. Molekula betakarotenu se
rozstépi bud’ symetricky:

pusobenim enzymu 13,15-oxygenazy (CMOI), vytvoii se dvé molekuly retinal
(aldehydu, nas hlavni pigment zraku). Retinal se poté mulze oxidovat za vzniku kyseliny
retinové (esencialni metabolit) nebo miize byt redukovan retinaldehydreduktizou a NADPH na
retinol, ktery se déle prevadi na ester retinolu. Estery retinolu jsou ze stfeva transportovany v
chylomikronech pfes lymfaticky syst¢ém do krevniho obéhu. Tam se z nich stavaji
chylomikronremnanty, které jsou i s retinolem vychytavany jatry. V jatrech je uklddan do
zasoby jako ester v lipocytech pravdépodobné jako lipoglykoproteinovy complex. V piipadé
potieby miize byt zaktivovan a transportovan ve form¢ konjugétu s bilkovinou. In vivo 95%

retinoidl pochazejici z betakarotenu vznika touto cestou.
Nicméné betakaroten se mize take $tépit asymetricky:

pusobenim enzymu 9°, 10’-oxygendzou (CMOII) na apokarotenoidy, které mohou byt
metabolizovany na retinal zkradcenim fetézce. Timto zpiisobem vznikne z jedné molekuly

betakarotenu jedna molekula retinal-aldehydu.

vvvvvv

izomernich forméch. Podili se na regulaci diferenciace imunitniho systému a energetického
metabolismu. TaktéZ funguje jako antioxidant poskytujici ochranu proti degenerativnim

nemocim vcetné kardiovaskularnich onemocnéni a rakoviny (7) (10) (9) (11).

Betakaroten

symetricka ¢ast CMO"

\ asymetricka cast
Apo-karotenoidy
HO
15 14'12°10" &
/ ﬂ

15

Retinol 15 14 12
o]
15’
OH

'
Retinova kyselina (o)
15’
Estery retinolu M

Obrazek 2: Metabolismus betakarotenu (11)

\

Retinal-aldehyd
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Obrazek 3: Betakaroten v téle (12)

3.1.5 [Izomery betakarotenu

Vétsina karotentl je v ptirodé v trans formé, coz je molekularné identické k synteticky
vytvafenému all-trans betakarotenu. All-trans betakaroten mize izomerizovat pokud je
vystaveny zahfivani (jakmile jsou teploty dostate¢né vysoké k indukci rozpousténi
krystalickych struktur betakarotenu), suSeni, kyselinam, enzymim a svétlu, jak je popisovano

v mnoha studiich (13) (14) (7) (15) (16) (17).

Izomert betakarotenu je celd fada. Kazda dvojna vazba v uhlikovém fetézci existuje ve
formé cis (7-cis, 9-cis, 11-cis, 13-cis, 15-cis, di-cis formy) nebo trans. Cis konfigurace patii
mezi méné stabilni neZ frans. Cis izomery jsou vice polarni a maji mensi schopnost
krystalizovat. Isomery all-trans, 9-cis 13-cis a 15-cis byly identifikovany v rGznych
koncentracich jak v potravinach tak v lidské plazmé. Naopak cerstvé mrkve, rajcata a sladké
brambory neobsahuji Zadny z cis izomert. 98 % betakarotenu, ktery je obsazeny v mrkvi

predstavuje trans forma (7).
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Obrazek 4: Nejcastéjsi formy betakarotenu (18)

3.1.5.1 Viastnosti izomerii

Pifesmyknutim na jiny isomer se miZe ménit antioxidacni aktivita, absorbce a s tim
souvisejici aktivita provitaminu A. Napf. all- trans betakaroten je silnéjsi antioxidant nez 13-
cis betakaroten. 9-cis karoteinody jsou hiie absorbovany nebo jsou absorbovany

prosttednictvim riznych mechanizmi (8) (19) (7) (20).

3.1.5.2  Vznik izomerii podle podminek

Mnozstvi cis formy v potravinach se zvySuje pii zpracovani a zahtivani. Prevladajici
produkty isomerizace jsou 13-cis betakaroten a 9-cis betakaroten. Konkrétné 13-cis betakaroten
je hlavnim produktem geometrické izomerizace. 13-cis aflfa a betakaroten se vytvaii béhem
skladovani, zatimco 9-cis betakaroten vznika pfi vystaveni svételnému zateni (7).

Zajimavosti je, Ze tepelnym zpracovanim cervené nebo oranzoveé zabarvenych potravin
se vytvaii vice 13-cis betakarotenu. Naproti tomu osvétlovanim vznikd ptfevazné 9-cis
betakaroten. Jinak je tomu za situce, kdy se pracuje se zelené¢ zbarvenou zeleninou nebo

ovocem. Tam v obou pfipadech je hlavnim produktem 9-cis betakaroten. Po vystaveni svétlu
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Cisté karotenoidy vykazovaly mnohem lepsi svételnou stabilitu nez v pfitomnosti chlorofylu. Je
zfejmé, ze pigmenty jako jsou chlorofyly, ptsobi senzibilizacné na rozklad a izomerizaci.

Podobné kyselina chlorogenova zvysuje rychlost izomerizace trans betakarotenu (21).

Také neni podminka, ze se cis forma musi pietvaret na trans. Opacny proces se odehrava
v lidském stfeve, kde se forma cis pietvari na trans. Takto vznikla izomerizace je nejb€znéjSim

problémem artefaktli v analyze karotenoidu (8) (22) (23).

3.1.5.3  Synteticka vs prirodni forma betakarotenu

Epidemiologické prizkumy a intenzivni vyzkumné studie ukazaly, Ze betakaroten z tasy
mikroalga Dunaliella se li$i od syntetického betakarotenu v jeho sloZeni izomert a biologickych
ucincich. Naptiklad synteticky betakaroten miize byt ve vysokych davkach promotor rakoviny,
zatimco piirodné se vyskytujici betakaroten je uznavan jako ochrannd latka proti rakoving,
psoriaze, kardiovaskularnim retindlnim a jinym degenerativnim onemocnénim (24) (25) (26)

27) (28).

Neustalé debaty ohledn¢ rozdilii mezi syntetickymi nebo ptirodné ziskanymi karotenoidy
rozhoduje fakt tykajici se metabolismu cis izomert. Synteticky betakaroten neobsahuje cis
formu. Narozdil od ptirodnich betakarotenii z ovoce a zeleniny, kde obsahuji kromé trans formy
1 cis, (9-cis betakaroten a 13-cis betakaroten). Konkrétné 9-cis forma hraje ovSem klicovou roli

v metabolismu (2) (29).

Retinové kyselina je hlavni molekula fidici signalni drahu, ktera reguluje Sirokou skalu
biologickych procesi. Retinova kyselina je ligand dvou tfid nuklearnich receptorti. Receptort
kyseliny retinové (RAR) a retinoidnich X receptort (RXR). A/l-trans betakaroten je prekurzor
all-trans retinové kyseliny, kterd se prednostné vdze na RAR receptory, zatimco 9-cis
betakaroten je prekurzorem 9-cis retinové kyseliny, ktery preferuje vazbu na RXR receprory

(30) (31).

Absorpce betakarotenu a jinych karotenoidl ze zeleniny je vétSinou 5-30 % absorpce vici
syntetickému betakaroten. Je to diky potravinové matrici obklopujici betakaroten. Tato matrice
vytvofena z vldkniny nebo proteinti musi byt nejdiive narusena Zvykanim a trdvicimi enzymy

(8).

Podrobnosti budou uvedeny pozdéji v kapitole 3.5.
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3.2 Izomerie

Izomerie je nedilnou soucasti organické chemie. Je obecné znamo, Ze existuji molekuly,
které maji stejné sloZeni, stejny sumarni vzorec. Sumarni vzorec udava pouze druh a pocet
atomu obsazenych v molekule. Molekuly o stejném sumarnim vzorci, jejichz atomy se 1isi
posloupnosti nebo prostorovym usporaddnim se nazyvaji izomery a svymi fyzikalnimi i
chemickymi vlastnostmi jsou rozdilné.

Rozdélujeme izomery na:

e Strukturni

e Prostorové - stereoizomery

3.3 Konstituce vs. konfigurace

Charakterizace molekul pomoci atomi spojenych vazbami s konkretizaci charakteru
vazeb vyjadiuje konstituci molekul. Pokud je vystizeno i prostorové uspotradani s odhlédnutim
od prostorovych zmén zptisobenych volnou otac¢ivosti kolem jednoduchych vazeb, mluvime o

konfiguraci.

Rozdé€lujeme:
e Geometricka izomerie

e Opticka izomerie

3.3.1 Geometrickd izomerie- konfigurace na dvojné vazbé

Atomy dvou uhliki vdzanych dvojnou vazbou lezi v jedné roving, sviraji thel 120° a
nejsou volné pohybliveé, napt. ethylen. Takovému usporadani se fika geometrickd prostorova
izomerie. Prostorové izomery na dvojné vazbé mezi atomy uhliku se oznacuji cis, pokud
substituenty na obou sousednich atomech uhliku vytvatejicich dvojnou vazbu smétuji na jeji
stejnou stranu. Pokud je tomu opacné a jejich orientace je protilehld, tak maji oznaceni trans.
Nov¢jsi zplisob oznacenti je systém Z/E z némeckého jazyka. Z oznaceni odpovida starSimu cis

(zusammen) a E odpovida starSimu trans (endgegen) (32) (33).

17



H H H CHs

N s B 4

e e s
HsC \CH3 HsC “H

cis-2-buten trans-2-buten
(Z)-2-buten (E)-2-buten

Obrézek 5: Izomerie na dvojné vazbe

Jak bylo vySe zminéno, stereoizomery maji rozdilné fyzikalni a chemické vlastnosti. To
muzeme pozorovat na ucinosti nékterych 1éCiv. Geometrické izomery napf. vitaminu A
(retinolu) maji konfiguraci vSech vazeb v trans usporadani. U jinych izomer(, které se 1i8i v

jedné nebo ve dvou moznych polohéch, jsou molekuly méné ucinné (32).

3.4 Visné a jejich potencial pro spole¢nost

Chronické neptfenosné nemoci jako kardiovaskuldrni onemocnéni, rakovina, obezita a
diabetes jsou nejcastejsi priciny imrti moderni civilizace. Vyskytuji se nejcastéji diky Spatnému
stravovani. Zlepsenim skladby jidla v podob¢ vyvazené stravy (pestrost - vice ovoce a zeleniny

ve strave) je mozné snizit ¢etnost onemocnéni (34).

Diky analytické a kontrolni studii byla potvrzena korelace mezi pfijmem ovoce a zeleniny
bohaté na karotenoidy a vyskytem kardiovaskularnich onemocnéni. Pocetné retrospektivni
epidemiologické studie prokéazaly inverzni vztah mezi hladinami karotenoidi ve stravé a
vyskytem specifickych naddori. Mnoho laboratornich studii a studii na zvitatech ukazaly také

znacnou schopnost karotenoidii potlacovat riist nadorovych bunék a progresi karcinogeneze (8).

Na zaklad¢ dosavadnich studii byla prokdzana zavislost mezi konzumaci ovoce v
prevenci a 1écbé obezity, diabetu a kardiovaskuldrnich onemocnéni. Ovoce je charakteristické
vysokym obsahem polyfenoll a vysokou antioxida¢ni aktivitou. Navic stimuluje inzulinovou
sekreci, redukuje glykemii, snizuje krevni tlak, cholesterol v krvi a triglyceridy. Jako
potencialni zastupce z pohledu zdravotni prospésnosti vychazi nejlépe plody visné (35) (36)
(37).

Také visnim podobné tfesné nebo jejich zpracovani v dzusu, vede k vyznamnéhomu

snizeni systolického 1 diastolického krevniho tlaku a srdecni frekvence u hypertenznich
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subjektli, stejné¢ jako ke snizeni biomarkerti, které se u zdravych lidi vyskytuji v prab¢hu
zanétlivého onemocnéni (38) (39) (40).
Pravé vytazky z tfeSni vykazuji antioxidacni vlastnosti jak v testu bez bunék, tak v

bunikach. In vitro plsobi antiproliferacni aktivit¢ proti lidskym rakovinnovym buikam z
tlustého stfeva (HT-29 a CT-15) a zaludku (MKN45) (41) (42).

Visné i tfesné patii obecné do Celedi Rosaceae (RUzovité) a rodu Prunus (Ttesen). Mezi
nejcastéjsi zastupce patii TieSen ptaci (Prunus avium) a ViSen obecna (Prunus cerasus). Oba
jsou ovocné stromy s plody obsahujici pecku, které se bézné péstuji vSude po svété. To je

priznivé pro lepsi dostupnost a dalsi zpracovani (35) (36) (3).

3.5 Bioanalytické studie karotenoidi

Aplikace metody

Studie Luterotti et al, 2002 popisuje jako prvni aplikaci metody HPLC-TLS v oblasti
lidské vyzivy. Zaroven byly sledovany geometrické izomery betakarotenu v riznych
rostlinnych olejich pomoci HPLC-TLS a zavedena spolehliva a jednoducha metoda pro jejich

rutinni detekci (19).

Vliv teploty béhem skladovani:

Imsic a dalSi se zabyvali vlivem zmény teplot pfi skladovani vzorkt mrkve. Jak bylo
uvedeno diive, mrkev je pfirozenym zdrojem velkého mnoZstvi betakarotenu. Pfirozené se
vyskytujici ve formé trans. Mnozstvi cis formy (13-cis a 9-cis) je v syrovych mrkvich velmi

malé. Priblizné€ kolem 1,8% z celkového mozstvi betakarotenu.

Pii skladovéani se sledoval ubytek 9-cis betakarotenu pfi jakékoliv teploté, zatimco 13-cis
betakaroten se pti skladovani v teploté 4°C zvysil na 109% po 56 dnech. Vateni vyrazné zvysilo
mnozstvi 13-cis a 9-cis formy a vedlo k produkci 15-cis betakarotenu, ktery nebyl pfitomen v

syrové mrkvi.

Zkouselo se take skladovani pfi teploté 4 °C po dobu 15 dntl a vice pted vafenim. Tento
postup zptisobil nizsi citlivost trans betakarotenu ve vzorcich na tepelnou izomerizaci pti

nasledném vareni. To vedlo k niz§imu vzniku vSech tfi cis forem betakarotenu.

Zatimco skladovani pii teploté 20 °C po dobu az 21 dni mélo za nasledek vyrazné vyssi

hladiny frans betakarotenu pied a po vareni. Na produkci cis izomert nebyl prokazan zadny
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vliv béhem vateni. Proto pro dosazeni nejvétsiho zdravotniho pfinosu mize byt Cerstva mrkev
skladovéna po dobu az 21 dni pti 20 °C nebo pii 4 °C po dobu az 56 dni bez vyznamného
snizeni trans betakarotenu. Mrkev by poté méla byt spotfebovana syrova nebo vaiena méné nez

15 minut k omezeni tvorby izomeru cis betakarotenu (43) (44).

Vliv teploty béhem analvyzy:

Ve studii Cserhati testoval rozdilnou teplotu kolon od 0 do 30° a vliv teploty na zastoupeni
trans a cis formy ve vzorcich. Pigmenty se vétSinou extrahovaly acetonem a/nebo methanolem,

aby se tak zabranilo nechténé zvysené teploté, expozici svétlu a kyselosti (5).

Tabulka 1: Vliv teploty kolony na zastoupeni izomeri betakarotenu (5)

Teplota Retenéni ¢as
(C) Lykopen (E)-p Karoten 9(Z)-p Karoten 13(Z)-p Karoten 15(Z)- Karoten
+30 12.77 16.00 17.43 18.43 18.43
+25 16.21 19.19 21.28 22.13 22.13
+20 26.64 26.64 30.71 30.71 30.71
15 41.47 36.03 41.47 4147 41.47
+10 80.14 5545 65.72 60.74 60.74
t5 159.04 86.99 105.44 92.13 86.99
0 29373 133.25 164.16 133.25 124.27

Studie zabyvajici se izomerizaci zpisobené vlivem zahiivani pod zpétnym chladicem
ukazala, Ze degradace nastava u all-trans- betakarotenu na produkt 13-cis betakaroten (7).

Na zékladé¢ struktury all-trans betakarotenu mohou byt dvojné vazby premistény behem

zahtivani a mohou tak tvofitnékolik izomert (45).

Vliv interakci karotenoidd béhem analvyzy:

Khachik a dal$i (1988) popisuji interakce mezi molekulami karotenoidfi, ddvkovanym
rozpoustédlem a mobilni fazi. Tyto interakce znazorni na HPLC piky, které mohou byt nasledné
Spatn¢ identifikovany jako necistota nebo cis forma. K rozdéleni HPLC pikl nastava pfti
davkovani trans karotenoidii do dichlormethanu, ale ne do dimethylketonu ve smési methanolu,
acetonitrilu, dichlormethanu a hexanu jako mobilni fazi. Dal§imi davkovanymi rozpoustédly,
které nevedly k artefaktim v HPLC byly acetonitril, methanol a hexan, pficemZ vznikly

artefakty, které byly vytvoreny z methylenchloridu, chloroformu, tetrahydrofuranu, benzenu a
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toluenu. Zkresleni vysledkli by mohlo byt zabranéno aplikaci koncentrovanych vzorkd v malém

objemu (23).

Zkous$ka pfidani antioxidanti k betakarotenu

K zabranéni izomerizace se zkousSely ptidavat k betakarotenu rizné antioxidanty. Napf.
a- tokoferol a r.askorbova kyselina ve studii Jiang Yi. Na pokus byl all-trans betakaroten
enkapsulovan v nanoemulzi (olej ve vod€) a vystaven teploté¢ od 25-50°C za ptidavku
antioxidantl. V dalsi studii byly skladovany vzorky pomeranc¢ového dzusu pfti teploté 4°C pres
10 dni. Vysledky naznacily, Zze kombinaci s antioxidanty by se mohla vyznamné zvysit

chemicka stabilita betakarotenu (43) (44).

Metabolismus betakarotenu

Naproti tomu tfi velké studie betakarotenu: Zkouska ucinnosti betakarotenu a retinolu
(CARET), Studie prevence rakoviny a-tokoferolu betakarotenu (ATBC) a Zdravotni studie
lékatd (PHS) ukazaly na nedostatek uc¢inku syntetického betakarotenu na sniZeni
kardiovaskularnich onemocnéni nebo vzniku rakoviny u zdravé se stravujici populace az po
zvySeny vyskyt a mortalitu rakoviny plic u kutakt (38).

Tamai podal 38 muzskym dobrovolnikiim bud’ 60 mg synteticky all-trans betakarotenu
(100%) nebo 60 mg betakarotenu z tas (pomér trans: cis 50:50) po dobu 44 tydnti. Jeho védecka
skupina dosla k zavéru, ze dobrovolnici, kterym byl podén synteticky betakaroten méli
dvojnasobné mnozstvi betakarotenu v plazmé oproti dobrovolnikiim, kteti dostali pfirodni
formu karotenoidl. Piekvapivé skupina, ktera dostavala syntetickou formu karotenoida
potvrdila vyznamné vys$§i mnozstvi 9-cis- betakarotenu v plazmé, ackoliv v podavany karoten
cis formu neobsahoval. Autoti dospéli k zavéru, Ze izomerizace z all-trans formy na 9-cis formu

pravdépodobné probiha v téle béhem nebo po absorpci, a Ze 9-cis forma se kumuluje ve tkdnich.

Dalsi studie vysla po roce. Skupina z Cornellovy university podavala v jedné davce 1 mg
cis betakaroten, ktery byl radioaktivné oznaceny (99% cis betakaroten), tfem zdravym
dospélym. 95% cis betakarotenu bylo izomerizovano do frans betakarotenu nebo pietvoreno na
retinol pfechazejiciho do krevniho obéhu. Pomoci vypocti odhadli, ze piiblizné 14-52% cis

betakarotenu se pretvaii pomoci izomerizace na frans formu.

21



Pozorovali taktéZz absorpci oznaceného cis betakarotenu tim, Zze dodavali jednotlivou davku
neoznaceného cis betakarotenu jeste¢ 8 mésict dale. Vysledkem srovnavajicich tidaja byly tfi

vyznamné body.

Jednak to byl prvni kone¢ny dikaz, ze cis betakaroten je izomerizovan ve stfevni
vystelce na trans izomer jesté pred absorpci. Také konkrétné 13-cis betakaroten miize byt
produkovan ze vsech trams karotenoidii ve vyznamnych mnozstvich: az 10% z celkového

piijmu karotenoidd.

Za druhé autofi naznacuji, ze po podani cis betakarotenu se absorbuje a sekretuje vetsi
mnozstvi trans betakarotenu do chylomikronii nez po ekvivalentni davce frans betakarotenu.
Pfiemz se zmifuji o skuteCnosti, ze cis izomer muze byt skutecné 1épe absorbovan, coz je v
rozporu s ostatnimi vyzkumnymi poznatky.

Za tfeti, vétSina radioaktivné oznaceného retinolu produkovaného studovanymi
subjekty byla vyrobena z oznaceného trans isomeru spiSe vyrobeného ptimo z oznafené cis
isomerni formy betakarotenu. To poukazuje na U€in€j$i mechanismus produkce retinolu
transformaci betakarotenu. Dosli k zdvéru, Ze proces izomerizace muize slouZit jako kontrolni

mechanismus pro vyrobu 9-cis-retinolu.

Ackoli 9-cis betakaroten (spole¢né s 13-cis a 15-cis izomery nalezenymi v potravinach
a prirozené se vyskytujicich latkach) muze slouzit k dalezitym funkcim v lidské fyziologii,
které nelze nahradit syntetickym betakarotenu, dusledky pouziti syntézy all-trans betakarotenu

jsou v tomto okamziku neznamé (8).

3.6 Chromatografie
Chromatografické metody patii k hojn¢ vyuzivanym analytickym separaénim metodam,

které umoznuji kvantitativni i kvalitativni hodnoceni jednotlivych slozek smési.

3.6.1 Zaikladni principy a rozdéleni chromatografickych metod

Chromatografie vyuziva déleni analyzovanych latek mezi dvéma nemisitelnymi fazemi.
Prvni faze je nepohybliva - staciondrni (nachazi se v koloné nebo v ploSné vrstvé) a druha
pohyblivd - mobilni (prochazi systémem a und$i separované latky). V priabéhu

chromatografického procesu dochazi k postupnému vytvéieni rovnovahy délenych latek mezi
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témito fazemi. K separaci dochéazi tedy na zaklad¢ afinity jednotlivych délenych latek ke

staciondrni a mobilni fazi.
Chromatografické metody lze rozdélit podle:

e Charakteru mobilni faze - plynova: mobilni faze je inertni plyn

- kapalinova: mobilni faze je kapalina

e Podstaty separa¢niho procesu - adsorpc¢ni

- afinitni

- gelova

- iontoveé vyménna
- rozdélovaci

V této praci byla vyuzivana vysokoucinna kapalinova chromatografie — High Performance

Liquid Chromatography (HPLC) (46).

3.6.1.1 HPLC
HPLC je jedna z nejpouzivanéjsSich analytickych metod, kterd nachazi vyuziti v riznych
oblastech, napt. v analyze 1¢é¢iv, analyze potravin, v monitorovani hladin, v kontrole 1é¢iv atd.
Je vhodna jak ke kvalitativnimu, tak i1 kvantitativnimu hodnoceni separovanych latek.
Mezi jeji vyhody patii hlavné rychlost a citlivost stanoveni, minimalni spotfeba vzorku a

moznost automatizace.
HPLC Ize rozdélit podle polarity mobilni a stacionarni faze na:

o Chromatografii na normalnich fazich (NP) — jako stacionarni faze se vyuZiva polarni
silikagel a jako mobilni faze se pouzivaji nepolarni rozpoustédla (heptan, hexan, atd.).
o Chromatografii na reverznich fazich (RP) — vyuZivaji se stacionarni faze, které jsou
chemicky modifikované. Na inertni nosi¢ (silikagel, oxid zirkonicity, atd.) se
chemickou vazbou nanesou rtizné funkéni skupiny (radikaly). Podle typu radikélu jde
bud’ o nepolarni faze (radikal obsahuje uhlikaté fetézce — C8 az C18) nebo o stfedné
polarni faze (radikal obsahuje tiiuhlikaté fetézce zakoncené riznymi skupinami, které
ovliviiji polaritu, napt. -NH>, -CN, atd.). HPLC je mozno realizovat za konstantniho
sloZzeni mobilni faze v pribéhu celé analyzy, tzv. isokratickd eluce. Pokud se béhem

analyzy programové méni sloZzeni mobilni faze, jedna se o gradientovou eluci.
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Obrazek 6: Schéma kapalinového chromatografu (46)

Zasobniky (Z1, Z2, 7Z3) mobilni faze jsou nddoby vyrobené ze skla, kovu nebo plastu.
Muze byt jeden nebo jich mize byt vice. Mobilni fize musi byt odplynéna, bud’
pouzitim vakua, nebo probuldnim inertnim plynem (napf. heliem). Nové sestavy maji
zabudované degassery.

Vysokotlaké &erpadlo (C) tladi konstantni pritokovou rychlosti mobilni fazi

nastaveného slozeni ptes kolonu do detektoru. V HPLC se pouzivaji dva typy Cerpadel.
Jedna se bud’ o vysokotlakd Cerpadla, u kterych se slozky mobilni faze misi az za
cerpadlem, nebo o nizkotlaka Cerpadla, kterd pumpuji uz smisenou mobilni fazi. Oba
typy Cerpadel ale pracuji za vysokého tlaku (az 40 MPa).

Programovaci jednotka (PG) nastavuje pozadované slozeni mobilni faze.

Davkovaci zafizeni (DZ) umoziiuje nadavkovat roztok vzorku na kolonu. Nové HPLC

sestavy maji zabudované automatické davkovace, tzv. autosamplery, které automaticky
a presn€ davkuji 1 mald mnozstvi vzorku.

Na koloné (K) dochazi k rozdéleni smési na jednotlivé slozky, které jsou unaSeny
mobilni fazi do detektoru. U novych pfistroji je kolona umisténa v termostatovaném
prostoru, coz zajiStuje stalou a regulovatelnou teplotu analyzy a tim i stabilni retencni
casy.

Detektor (D) registruje priitok mobilni faze a sloZek smési, a tento pritok prevadi na
vhodny signdl do pocitace, kde je softwarem dale zpracovavan. Na typu detektoru zavisi

citlivost a také selektivita analyzy (46).
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3.6.1.2  Charakteristiky HPLC procesu

Pti bézné chromatografii protékd mobilni faze kolonou stalou rychlosti. Vneseni urcité
latky na kolonu a jeji opusténi z kolony se zaznamena jako signal detektoru. Uplynuty Cas
prachodu latky kolonou je zavisly na retenci latky v daném chromatografickém systému a tedy
na jejim druhu (fyzikaln¢€ chemickych vlastnostech). Protoze tento Cas charakterizuje retenci,
zadrzovani latky v koloné€ (a tim soucasné i snadnost jeji eluce z kolony), oznacuje se jako
retencni nebo elucni Cas tr. K eluci latky je zapotiebi, aby kolonou protekl urcity objem mobilni
faze. Také ten miize latku charakterizovat jako tzv. retencni nebo elu¢ni objem Vr. Eluci lze

popisovat zcela rovnocenné jako ¢asovou nebo objemovou zavislost (47).

Pokud detektorem protéka Cista mobilni faze (eluent), registruje zapisovac zakladni
linii rovnobéZznou s osou x. Priichod zony eluované latky detektorem vyvola nartist a opétny
pokles signalu detektoru a tomu odpovidajici maximum na chromatogramu, ozna¢ované jako
,»pik".

Pokud by latka nebyla vibec afinitni k pouzité stacionarni fazi a postupovala kolonou
stejn€ rychle jako samotnd mobilni faze, potom se jeji retencni ¢as oznacuje jako ,,mrtvy cas"
tm. Pomér mrtvého retenéniho Casu a retencniho ¢asu latky A se oznacuje jako retencni faktor

R (mZe mit hodnotu 0 az 1): tm / tr=R.

Pro chromatografickou separaci je ucelné, aby R bylo v rozsahu 0,2 az 0,8. Priibé¢h piku
predstavuje koncentracni profil zony. Proto je plocha vymezend pikem nad zdkladni linii
(,,plocha piku") imérnd mnozstvi latky v zon€ a je zakladnim tdajem pro kvantitativni analyzu.

M¢éfteni plochy piku na chromatogramu se provadi jako soucin jeho vySky a Sitky v
polovi¢ni vySce. V dneSni dobé je vypocet plochy ziskavan pievazné pomoci integra¢niho
software. Na zaklad¢ zjisténych ploch pikii se obsah latky ve vzorku urcuje vZdy relativng, tedy

s pouzitim standardu o piesn¢ znamé koncentraci (12).

Pfi metod¢ vnéjsSiho standardu je nezbytné davkovat do kolony ptesné¢ definované
mnozstvi vzorku. Plocha piku latky ve vzorku se srovnava s plochou piku standardu
analyzovaného pfi totoZznych podminkach. Pro sériova stanoveni je Gc¢elné i potizeni kalibracni
zavislosti s pouzitim koncentra¢ni fady standardi. Vyhodou metody je, Ze vzorek i standard
jsou jedna a taz latka, nevyhodou je pak nezbytnost pifesn¢ho davkovani, kter¢ mize byt
dokonce hlavnim zdrojem chyb (47).

Naopak pouzitim metody vnitiniho standardu se eliminuje chyba pfi pfipravé vzorku a
jeho davkovani na kolonu. Pouzivd se latka o podobnych fyzikalnich a chemickych
vlastnostech, ktera se eluuje v jiném Case nez analyty. Pokud je analyzovan biologicky material,
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nem¢l by se vnitini standard pted jeho pfidanim v materidlu vyskytovat. Koncentrace vnitiniho

standardu by se méla pohybovat ve stejném rozmezi jako analyt (12).

3.6.2 MozZnosti stanoveni betakarotenu pomoci HPLC

V soucasné dob¢ se pro stanoveni karotenoidll vyuzivéa prevazné vysokoucinnd kapalinova
chromatografie s fadou obmeén v separacnich postupech. Vychazi se z piedchozi extrakce latek
ze vzorku. V mnoha studiich se mizeme docist o validovanych metodach, pomoci kterych se
provadi rutinni analyzy. K detekci slouzi Casto univerzalni UV/VIS detektory, které jsou

vhodné z hlediska spektralnich vlastnosti betakarotenu (48).
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Tabulka 2: Piehled vybranych HPLC metod pro stanoveni karotenoidt

Chromatograficka Mobilni faze Prutok Detekce Analyzovany vzorek Analyzované latky Citace
kolona [ml/min]
RP-Amide (C16) MeOH/ACN/ 1 UV/VIS fasa Dunaliella salina o- karoten, all-trans-p- karoten, (49)
(250 x 4.6 mm, 5 2-propanol (54/44/2) (DAD) 9-cis-p karoten, 13-cis-p karoten
wm) a 15-cis-p karoten
YMC C30 Tercialni gradient 1 UV/VIS Syrova a vatrena mrkev (13Z)- betakatoren, (15Z) (13)
(250 x 4.6 mm, 5 MeOH/MTBE/H,0 450 nm (Daucus carota) betakaroten, (9Z7) betakaroten,
pm) (all-E) betakaroten
YMC C30 MeOH/MTBE 1 UV/VIS Biologické vzorky Fytoen, fytofluen, lutein, (50)
(150 x 4,6 mm, 3pum) 450 nm | (postprandialni plazma, plice) zeaxantin, B-kryptoxantin,
lykopen a alfa a betakroten
HxSil C18 (A) H,O/HCOOH (99/1) 1 HPLC/MS 6 druhd italskych t¥esni Hydroxyskoticové kyseliny, (40)
(250 x 4,6 mm, Spum) (B) ACN/HCOOH (99/1) (Prunus avium) antokyany a flavan-3-dioly
Prevail C18 RP (150 | (A)ACN/MeOH (95/5) (B)ACN/MeOH/ethylacectat 1 UV/VIS Ovocné plody (jahody, Lutein, zeaxantin, lykopen, [3- (51)
x 4,6 mm, 5 um) (60/20/20) + 0,1 % BHT, 0,05 % TEA 450 nm | maliny, borivky, Cerny rybiz) | kryptoxantin, alfa a betakaroten
Tracer Extrasil ODS- | (A) MeOH 2 UV/VIS Olivovy olej a, B, v, 8- tokoferol, a- tokoferyl | (52)
2 (DAD) acetat, all-frans alfakaroten, 9-

(150 x 4 mm; 5 pm)

(B) Milli-Q voda

(C) butanol

cis a 13-cis betakaroten
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Materialy a pomucky

4.1.1 Chemikalie, standardy a vzorky

Pfed samotnou analyzou byly vzorky, standardy i pracovni roztoky skladovany v

mrazicim boxu pii teploté -18 °C. A roztoky uschovany v nadobach z tmavého skla.

Podminky byly nastaveny zamérn¢, aby se piedeslo nechténému rozpadu materialu (viz

kapitola 3.5)
Chemikalie: Methanol CHROMALSOLYV for HPLC (Sigma Aldrich)

Tetrahydrofuran CHROMALSOLV for HPLC, gradient grade
(Sigma Aldrich)

Acetonitril CHROMALSOLV for HPLC, gradient grade (Sigma
Aldrich)

Chloroform p.a. stabilizovany v 1% ethylalkoholu (PENTA)
Hydroxid draselny (Lachema)

Ultracista voda

Hexan (Sigma Aldrich)

Butylhydroxytoluen (Sigma Aldrich)

Standardy:  Betakaroten 97,0 % (Sigma Aldrich)

Lutein 95% (Sigma Aldrich)

Testované vzorky:  Rannaja
Meteor
Krasnyj flag
Pandy 45
Muskatnaja prazskaja
Evdi jubileum
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Griot Moskovskij
Valkova
Mesabich
Gorsetin

Inga mladi
Naumburger osheimer
Pandy 6039
Korosska
Morellen fever
Wolynska
Heimann's rubin

Visna IV/155

4.1.2 Pristroje a podminky separace

Chromatograficky systém

Chromatograf: Shimadzu 20AD Prominence Liquid Chromatograph

Detektor: Shimadzu M20A Diode Array Detector

Kolony: Ascentis® Express RP-Amide, 100 x 4,6 mm, 5p Castice
(Sigma Aldrich)

Dévkovani: Sul

Detekce: 470 nm

Mobilni faze: Acetonitril/Dichlormethan/Hexan 97,5/1,25/1,25

Priatokova rychlost: 1,8 ml/min

Vyhodnoceni: Chromatograficky software LC Solution

4.1.3 Pomiicky
PTFE filtry o velikost porta 0,45 pm
Analytické vahy (Sartorius analytic)

Ultrazvukova lazeit (BANDELIN SONOREX RK100)
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Ttepacka (Memmert), Pipety (BRAND)

Bézné laboratorni sklo a pomtcky

4.2 Priprava standardnich roztoku

4.2.1 Priprava zasobniho roztoku

Pro kazdou latku byl pfipraven zvlast’ zdsobni roztok. Navazili jsme 1,02 mg standardu
trans betakarotenu a nésledné ho rozpustili v 1 ml chloroform (c=1020 mg/l). Dale jsme
navazili standard luteinu 0,26 mg a taktéz rozpustili v 1 ml chloroform (c=520 mg /). Vzniklé

zasobni roztoky jsme uschovavali v tmavych vialkach ulozené v chladicim boxu pii -18°C.

4.2.2 Priprava roztoku pro kalibraci

Pracovni roztok o objemu 500 pl jsme ptipravili smichananim 50 pl zasobniho roztoku

betakarotenu, 50 pl zésobniho roztoku luteinu a 400 pl chloroformu.

Z tohoto pracovniho roztoku byly vytvoieny kalibra¢ni roztoky podle Tabulka 3.

Tabulka 3: Pfiprava roztoku ke kalibraci

Pracovni Koncentrace Koncentrace luteinu | Objem hlavniho pracovniho
roztok pro betakarotenu v v pracovnim roztoku roztoku doplnény
kalibraci pracovnim roztoku pro kalibraci (mg/l) | chloroformem na objem 100
pro kalibraci (mg/1) ml v odmérné bance (ul)

1 25 12,5 25

2 20 10 20

3 15 7,5 15

4 10 5 10

5 5 2,5 5

6 2 1 2

7 1 0,5 1

8 0,5 0,25 0,5

9 0,25 0,125 0,25

30



4.2.3 Priprava vzorkii pro stanoveni obsahu betakarotenu a luteinu

Nejprve jsme vzorky visni vyndali z mraziciho boxu a 30 min je nechali rozmrznout pii
pokojové teploté. Dale jsme plody zbavili pecek a v kadince je zhomogenizovali pomoci
tyCového mixéru. Od kazdé odridy jsme navazili piiblizné¢ 8-10 g zhomogenizovaného
materidlu do patnactimililitrovych plastovych zkumavek. Nasledn¢ jsme ke vzorku
napipetovali 2 ml chloroformu a 3 ml demineralizované vody pro lepsi oddéleni nemisitelnych
fazi a pro snadnéjsi odbér organické faze po piedchozi extrakci.

Timto zpisobem pfipravené zkumavky byly intenzivné 30 sekund protfepavany a dale
ponoieny na 15 minut do ultrazvukové lazn€. Po ultrazvuku byla kazda zkumavka vloZena na
10 minut do centrifugy (rychlost 6 000 otacek/min). Po ustdleni rozmezi hladin dvou
nemisitelnych kapalin s usazeninou na dn¢, jsme odebrali pomoci injekéni stiikacky 500 pl
spodni chloroformové vrstvy do vialky a ptes PTFE filtr zaroven ptefiltrovali. Vzorky byly dale

davkovany autosamplerem do HPLC systému.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Vyvoj metody
Optimalizace chromatografickych podminek byla ptevzata z predeslé diplomové prace

Stépana Rizicky 2017-Vyvoj HPLC metody pro stanoveni vybranych karotenoidt v ovoci (47).
Vlnova délka: 450 nm
Detector: DAD
Kolona: Supelco Analytical, Ascentis Expres RP-Amide, 100 x 4,6 mm, 5u ¢astice

Mobilni faze: acetonitril: hexan: dichlormethan v poméru 96,6 : 1,7 : 1,7, prutok 1,409

ml/min
Objem nastiiku: 5 pl
Extrakéni ¢inidlo: chloroform

Tyto separa¢ni podminky byly mirn¢ upraveny vzhledem k pfenosu na novéjsi HPLC
systém na mobilni fazi Acetonitril/Dichlormethan/Hexan 97,5/1,25/1,25, pritok 1,8 ml/min. Za
téchto podminek bylo také dosazeno lepSiho rozliSeni cis a trans betakarotenu v realnych

vzorcich visni, které nebylo v piechozi diplomové praci feseno.

5.2 Validace metody

5.2.1 Linearita

Linearitu pouzité analytické metody jsme zjiStovali u trans betakarotenu a luteinu.
Vytvofili jsme si devét roztokll od kazdého standardu o riznych koncentracich.

Byly provedeny 3 nastiiky od kazdé koncentrace. Priméry ploch pod pikem z
jednotlivych nastiikl jsme pouzili pro pozdé&jsi vypocty. Vyhodnoceni jsme provedli pomoci
metody linedrni regrese. Koncentrace a plochy pikii jsou vyobrazeny v niZe uvedenych

tabulkach (Tabulka 4, Tabulka 5).
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Betakaroten:

Tabulka 4: Test linearity-betakaroten

Koncentrace (mg/l) | Plocha piku
0,25 4233
0,5 10867
1 38522
2 77965
5 158767
10 304188
15 458110
20 658220
25 737773

1000000 —

800000 —+

600000

400000

200000

0 10y 20 30
c (mg/1)

Auc 0

Obrazek 7: Graf linearni regrese-betakaroten

Regresni funkce: y =kx +q

Pocet bodlin =9

Smérnice k =30511,95 + 802,5556
Absolutni ¢len q =-5092,142 + 9938,998
Korela¢ni koeficient R = 0,997587

Rezidualni odchylka S, =21100,5
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Lutein:

Tabulka 5: Test linearity-lutein

Koncentrace (mg/l) | Plocha piku
0,125 2198
0,25 6425
0,5 22658
1 45261
2,5 92267
5 180942
7,5 274179
10 393050
12,5 451136
/00000
400000
300000
200000
100000
AUC 0 f f
0 5 x 10
c (mg/l)

Obrazek 8: Graf linearni regrese — lutein

Regresni funkce: y =kx +q

Pocetbodun=9

Smérnice k =37016,31 + 799,5292

Absolutni ¢len q =-1177,622 + 4950,759

Korelacni koeficient R = 0,998371

Rezidudlni odchylka Sie; = 10510,46
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5.3 Stanoveni obsahu karotenoidii v odriidach viSni

Na zakladé vyse popsané analytické metody jsme zjisStovali obsah betakarotenu (cis a
trans) a luteinu v plodech 18 odrtid visni. Jelikoz jsme neméli k dispozici standard zeaxantinu,
nemohli jsme jeho obsah kvantitativné vyhodnotit jako tomu bylo u betakarotenu a luteinu.

Stanoveni obsahu bylo provedeno metodou vnéjsiho standardu.

Vysledny obsah karotenoidii v odriidach visni byl vzdy zaloZzen na vytvotfeni dvou
navazek od kazdé odrudy (podle kapitoly 4.2.3). Z chromatogramu byly ziskany plochy
elucnich kiivek a nasledn¢€ vypocitany primérné plochy pikti od kazdého karotenoidu zvIast'.

Poté jsme vypocitali mnozstvi stanovovanych karotenoidit v mg/1 podle vzorce:

CVZ _ AVZ

CSt AS t

cvz je koncentrace stanovované latky

cst je presnd koncentrace standardu podle pfesné navazky a po
korekcei na ¢istotu standardu (karoten 97%, lutein 95%)
Av; je primérnd plocha piku stanovované latky piepocitand na
navazku

Ast je primérna plocha piku standardu

Podle nésledujiciho vypoctu jsme vyjadrili zastoupeni jednotlivych druht karotenoidt v pg/100
g plodli: Ze zac4atku jsme vypocitali obsah sledovanych karotenoidl v kocentar¢nich jednotkach
(mg/l) vztazenych ke koncentraci pfipravené¢ho standardu. Ten byl nésledné pfeveden na mg
vydélenim 500 (vzorek jsme extrahovali do 2 ml chloroformu). Vyslednd hodnota byla dale
vynasobena 100/ navazka, ¢imZ jsme ziskali mnoZstvi karotenoidii v mg/100 g. Zavérem, z
diivodu nizkych koncentraci karotenoidd, jsme vysledek vynasobili 1000 a tim jsme hodnotu
pievedli na jednotky ug/100 g (ug karotenoidu/100 g ovoce). Obsahy cis a trans betakarotenu
jsou vztazeny proporciondlné k ploSe piku standardu celkového beta-karotenu. NiZe jsou
uvedeny priklady chromatografickych zaznamu jednotlivych méfenych odrad visni spole¢né s

vypocitanymi obsahy:
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5.3.1.1 Standard

mAl
10%) 450nm, 4nm (1.00)

Trans BK

———— Luteln

Nezndm4 litka

Cls BK

A

A5 e L s o B B e s B e B B e B B e

0o 05 10 15 20 25 30 35 410 45 min

b 0 3 F NN E X s 8 AgrIFgREER

10

Obrazek 9: Chromatogram separace standardl za podminek validované metody (kap. 5.1) (¢trans

betakaroten+lutein)

Tabulka 6: Plochy karotenoidii v roztoku standardu odpovidajici uvedenym koncentracim

Standard Ast Cst (mg/1)
Trans betakaroten 18118 0,9894
Lutein 1107 0,494
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5.3.1.2 Rannaja

may
J450nm,4nm (1.00)]

Trans BK
Cis BK

Neznama latka

Obrazek 10: Chromatogram stanoveni obsahu karotenoidti v odriidé Rannaja

Tabulka 7: Obsah karotenoidt v odriidé Rannaja

Rannaja Ast cst (mg/1) Avz Cyz (mg/1) (ng/100 g)
Trans 18118 0,9894 29668 1,62 19,68
betakaroten

Cis 18119 0,9894 29598 1,61 19,63
betakaroten

Lutein 11076 0,494 2828 0,13 1,53

V odrtd¢ visni “Rannaja” bylo stanoveno trans betakarotenu 19,68 ng, cis betakarotenu

19,63 pg a luteinu 1,53 pg na 100 g plodd.
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5.3.1.3 Meteor

nAl
1450nm,4nm (1.00})
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Obrazek 11: Chromatogram stanoveni obsahu karotenoidti v odrtidé Meteor

Tabulka 8: Obsah karotenoidu v odradé Meteor

Meteor Ast cst (mg/1) Ay, Cvz (mg/l) (ng/100 g)
Trans 18119 0,9894 34945 1,91 22,77
betakaroten

Cis 18119 0,9894 21640 1,18 14,10
betakaroten

Lutein 11076 0,494 3665 0,17 1,95

V odridé visni “Meteor” bylo stanoveno frans betakarotenu 22,77 pg, cis betakarotenu

14,10 pg a luteinu 1,95 pg na 100 g plodd.
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5.3.1.4 Muskatnaja prazskaja
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Obrazek 12: Chromatogram stanoveni obsahu karotenoidl v odridé Muskatnaja Prazskaja

Tabulka 9: Obsah karotenoidti v odradé Muskatnaja Prazskaja

Muskatnaja | A cst (mg/1) Ay, Cyz (mg/l) (ng/100 g)
Prazskaja

Trans 26328 0,9894 15185 0,57 6,05
betakaroten

Cis 26328 0,9894 8749 0,33 3,48
betakaroten

Lutein 15546 0,494 1262 0,04 0,42

V odrade visni “Muskatnaja Prazskaja” bylo stanoveno trans betakarotenu 6,05 pg, cis

betakarotenu 3,48 pg a luteinu 0,42 pg na 100 g plodi.
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5.3.1.5 Griot Moskovskij

mAl

"

10

1450nm,4nm (1.00)

Nezndmd litka

Obrazek 13: Chromatogram stanoveni obsahu karotenoidt v odridé Griot Moskovskij

Tabulka 10: Obsah karotenoida v odridé Griot Moskovskij

Griot Ast cst (mg/1) Ay, Cvz (mg/l) (ng/100 g)
Moskovskij

Trans 26328 0,9894 35282 1,33 14,29
betakaroten

Cis 26328 0,9894 24016 0,93 9,73
betakaroten

Lutein 15546 0,494 2973 0,10 1,02

V odridé visni “Griot Moskovskij” bylo stanoveno trans betakarotenu 14,29 pg, cis

betakarotenu 9,73 pg a luteinu 1,02 pg na 100 g ploda.
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5.3.1.6  Naumburger ostheimer
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Obrazek 14: Chromatogram stanoveni obsahu karotenoidt v odriidé Naumburger ostheimer

Tabulka 11: Obsah karotenoidd v odriidé Naumburger ostheimer

Naumburger | A cst (mg/1) Avz Cyz (mg/l) (ng/100 g)
ostheimer

Trans 25976 0,9894 84058 3,38 38,34
betakaroten

Cis 25976 0,9894 64179 2,41 28,90
betakaroten

Lutein 16556 0,494 8373 0,25 3,00

V odradé visni “Naumburger ostheimer” bylo stanoveno trans betakarotenu 38,34 ng, cis

betakarotenu 28,90 pg a luteinu 3,00 pg na 100 g plodi.
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5.3.1.7 Morellen fever SE 603

mAll
12.450nm,4nm (1.00)

Luteln

Trans BK
Cls BK

Nezndmd litka

20 25

30 35

40 45 min

Obrazek 15: Chromatogram stanoveni obsahu karotenoidt v odriidé Morellen fever SE 603

Tabulka 12: Obsah karotenoidd v odridé Morellen fever SE 603

Morellen Ast cst (mg/1) Ay, Cvz (mg/l) (ng/100 g)
fever SE 603

Trans 25976 0,9894 42237 1,61 18,12
betakaroten

Cis 25976 0,9894 39666 1,50 16,79
betakaroten

Lutein 16556 0,494 2860 0,09 0,96

V odrtdé visni “Morellen fever SE 603 bylo stanoveno trans betakarotenu 18,12 pg, cis

betakarotenu 16,79 pg a luteinu 0,96 pg na 100 g plodi.
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5.3.1.8 Visna IV/155 bez BHT
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Obrazek 16: Chromatogram stanoveni obsahu karotenoidt v odridé Visna IV/155

Tabulka 13: Obsah karotenoidu v odrudé Visnia IV/155

Visna 1V/155 | Ax cst (mg/1) Ay, Cvz (mg/l) (ng/100 g)
s BHT
Trans 25976 0,9894 45860 2,24 26,61
betakaroten
Cis 25976 0,9894 51512 2,37 28,23
betakaroten
Lutein 16556 0,494 3566 0,12 1,47
V odradé visni “Visna 1V/155” bylo stanoveno trans betakarotenu 26,61 pg, cis

betakarotenu 28,23 pg a luteinu 1,47 pg na 100 g plodu.
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5.3.1.9

Evdi jubileum

Al | 450nm.4nm (1.00)

Trans BK

Neznama latka

T T N e e e e e e e e N N T T
0.0 0.5 10 1.5 20 2.5 30 3.5 40 45

Obrazek 17: Chromatogram stanoveni obsahu karotenoidt v odridé Erdi jubileum

Tabulka 14: Obsah karotenoidd v odradé Erdi jubileum

L
i

Erdi Ast cst (mg/1) Avz Cyz (mg/l) (ng/100 g)
Jjubileum

Trans 26328 0,9894 18986 0,71 7,42
betakaroten

Cis 26328 0,9894 1418 0,05 0,55
betakaroten

Lutein 15546 0,494 1434 0,05 0,47

V odrid¢ visni “Erdi jubileum” bylo stanoveno trans betakarotenu 7,42 ug, cis

betakarotenu 0,55 pg a luteinu 0,47 pg na 100 g ploda.
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5.3.1.10 Pandy 6039
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Obrazek 18: Chromatogram stanoveni obsahu karotenoidi v odridé Pandy 6039

Tabulka 15: Obsah karotenoidli v odrtidé Pandy 6039

Pandy 6039 | Ay cst (mg/1) Av; Cvz (mg/l) (ng/100 g)
Trans 25976 0,9894 9342 0,36 3,74
betakaroten

Cis 25976 0,9894 1291 0,05 0,51
betakaroten

Lutein 16556 0,494 1075 0,03 0,34

V odradé visni “Pandy 6039” bylo stanoveno trans betakarotenu 3,74 pg, cis

betakarotenu 0,51 pg a luteinu 0,34 pg na 100 g ploda.
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5.3.1.11 Heimann's rubin
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Obrazek 19: Chromatogram stanoveni obsahu karotenoidt v odridé Heimann's rubin

Tabulka 16: Obsah karotenoidt v odradé Heimann's rubin

Heimann's rubin Ay Cst (mg/1) Avz Cvz (mg/1) ng/100 g)
Trans 25976 0,9894 14216 0,54 5,74
betakaroten
Cis betakaroten | 25976 0,9894 2064 0,08 0,99
Lutein 16556 0,494 2277 0,07 0,72

V odradé¢ visni “Heimann’s rubin” bylo stanoveno trans betakarotenu 5,74 g, cis

betakarotenu 0,99 pg a luteinu 0,72 pg na 100 g plodi.
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6 DISKUZE

Hodnoceni obsahu karotenoidii prob¢hlo viici standardu o pfimo definované koncentraci.
Jak se ukdazalo, tak nejvyssi hodnoty frams betakarotenu byly zjistény o odrady Gorsetin,
Mesabich, Naumburger ostheimer, Meteor a Rannaja. Cis betakarotenu u odrudy Gorsetin,
Naumburger ostheimer, Visna IV a Mesabich. Lutein byl ve vzorcich detekovan v pomérné
mensich koncentracich téméf na hranici limitu kvantifikace. Nejvyssi hodnoty dosahovaly

koncentrace luteinu v odriidé Naumburger ostheimer, Meteor a Gorsetin.

Miizeme fict, ze nejvice karotenoidil z celkovych 18 testovanych odrid bylo v Gorsetin

a Naumburger ostheimer (viz Tabulka 17).

Tabulka 17: Vysledny ptehled obsahu karotenoidd v jednotlivych odridach v pg na 100g ploda

Lutein | cis BK | trans BK | MnoZstvi celkovych

Odrlda karotenoidd

Gorsetin 1,82| 40,75 51,53 94,10
Naumburger osheimer 3,00| 28,90 38,34 70,24
Mesabich 1,40| 24,53 40,04 65,97
Visna IV/155 bez BHT 1,47| 28,23 26,61 56,31
Visiia IV/155 s BHT 1,18| 21,32 19,23 41,73
Rannaja 1,53 19,63 19,68 40,84
Meteor 1,95 14,10 22,77 38,82
Morellen fever 0,96| 16,79 18,12 35,87
Griot Moskovskij 1,02 9,73 14,29 25,04
Krasnyj flag 0,92 5,89 11,07 17,88
Korosska 0,26 7,37 4,07 11,70
Wolyiiska 0,70 4,77 6,59 12,06
Muskatnaja prazskaja 0,42 3,48 6,05 9,95
Erdi jubileum 0,47 0,55 7,42 8,44
Pandy 45 0,35 1,06 6,65 8,06
Heimann's rubin 0,72 0,99 5,74 7,45
Pandy 6039 0,34 0,51 3,74 4,59
Valkova 0,18 0,38 0,50 1,06
Inga mladi 0,44 0,22 0,16 0,82

Tyto odriidy mohou byt do budoucna doporu¢ovany jako zdroj karotenoidli pro

pramyslové zpracované ovoce.
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Na zéklad¢ dosavadnich studich, které se zabyvaly prospéSnosti cis betakarotenu pro
organismus, je vyhoda, ze krom¢ trans betakarotenu obsahuji visn€ i vétsi podil méné

vyskytujiciho cis betakarotenu (34) (8).

Muzeme se pouze domnivat, zda obsazeny cis betakaroten mohl byt ve visnich uz za
cerstvého stavu a nebo vznikl izomerizaci az po delsi dob¢ pfi skladovani vzorku v mrazicim

boxu.

Taktéz je mozné, ze vzorky z pocatku obsahovaly cis betakarotenu vice a v pribchu

analyzy byla koncentrace snizena vlivem teploty kolony (5).

Na analyzu byla zvolena mobilni faze acetonitrilu a smés dichlormethanu s n-hexanem v
poméru 97,5/1,25/1,25. V ptedeslé literatuie je popisovana interakce dichlormethanu s trans
karotenoidem, coz mize na HPLC znazornit piky, které mohou byt nésledné identifikovany

jako necistota nebo cis forma (24).

Na zaklad¢ starSich studii, kde se porovnavala stabilita betakarotenu samostatného a s
pfidanim o-tokoferolu a L-askorbové kyseliny jako antioxidantd, jsme se 1 my pokusili o
porovndni. Jako antioxidant jsme zvolili butylhydroxytoluen. Antioxidant jsme smisili se
vzorkem tésné pred HPLC analyzou. Bohuzel, vysledny pomér trans a cis betakarotenu byl
srovnatelny. Z toho pravdépodobné vyplyva, ze izomerizace neprobéhla béhem analyzy, ale
nejspis v pribéhu skladovani.

Do budoucna by bylo zajimavé porovnat obsah karotenoidd u cerstvych plodi a
skladovanych po delsi dobé v zavisloti na teploté a asu. Dale porovnani obsahu karotenoidii

za pfitomnosti antioxidantu uz béhem skladovéni.
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7 ZAVER

V této rigordzni praci byl stanoven obsah jednotlivych karotenoidii u vybranych kultivara
visni.

Hodnoceni obsahu karotenoidii prob&hlo vii¢i standardu o piimo definované koncentraci.

Jak se ukézalo, tak nejvyssi obsah karotenoidi z celkové 18 testovanych odrad byl
obsazen v odridach Gorsetin 94,10 ug, Naumburger ostheimer 70,24 ng a Mesabich 65,97 ng

karotenoidd na 100 g vzorku. Oproti tomu nejméné karotenoidd bylo v odridach Inga mladi

0,82 ng, Valkova 1,06 ng a Pandy 6039 4,59 ng na 100 g vzorku.

Nejvice cis betakarotenu bylo v odriadach Gorsetin 40,75 pg, Naumburger ostheimer
28,90 pg a Visna 1V/155 bez BHT 28,23 pgna 100 g vzorku. Nejméné cis betakarotenu u Inga
mladi 0,22 pg, Valkova 0,38 pug a Pandy 6039 0,51 pg na 100 g vzorku.

Nejvice trans betakarotenu v odradach Gorsetin 51,53 pg, Mesabich 40,04 g,
Naumburger ostheimer 38,34 pug na 100 g vzorku. Nejméné frans betakarotenu u odrad /nga

mladi 0,16 pg, Valkova 0,50 pg a Pandy 6039 3,74 pug na 100 g vzorku.

VéEtsi zastoupeni cis betakarotenu nez trans betakarotenu bylo u odridy Korosska, Visna
1V/155 s BHT i1 bez BHT. Vysledky ziskané v ramci této rigordzni prace by bylo vhodné
potvrdit dalsi studii na totoznych kultivarech a u Cerstvé sbirané¢ho ovoce, a vyloucit ptipadny

vliv chlorovanych rozpoustédel pii extrakci a separaci na izomerizaci betakarotenu ve visnich.
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