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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Stépan Rzicka

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

Nazev diplomové prace: Vyvoj HPLC metody pro stanoveni vybranych

karotenoidl v ovoci

V této diplomové praci byla optimalizovana a vyvinuta HPLC metoda pro
stanoveni karotenoidu betakarotenu, luteinu a zeaxanthinu ve vybranych
odradach tfeSni. Tato metoda vyuziva kolonu Supelco Analytical RP-Amide
(100 x 4,6 mm; 5 ym) a UV detekci pfi vinové délce 450 nm. Méfeni probihalo
vrezimu isokratické eluce mobilni fazi acetonitril:hexan:dichlormethan
(96,6:1,7:1,7) o pratokoveé rychlosti 1,409 ml/min pfi teploté 30 °C. Analyzované
vzorky tfeSni byly extrahovany s pomoci ultrazvuku do chloroformu,
centrifugovany a po prefiltrovani davkovany do HPLC systému. Davkovany
objem vzorku byl 5 ul. Kvali nizké koncentraci karotenoidl byl betakaroten

kvantifikovan pouze v nékolika vybranych odrudach tfesni.
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ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Stépan Razicka

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

Title of the diploma thesis: HPLC method development for carotenoids

determination in fruits

In this thesis was optimized and developed a new HPLC method for the
determination of specific carotenoids (betacarotene, lutein and zeaxanthin)
content in selected species of sweet cherries. The method used Supelco
Analytical RP-Amide (100 x 4.6 mm; 5 ym) column for separation and UV
detection at a wavelength of 450 nm. There was used isocratic elution of the
mobile phase acetonitrile:hexan:methylene chloride (96.6:1.7:1.7) at a flow rate
of 1.409 ml/min during the measurement. The cherry samples were extracted to
chloroform in ultrasound bath, centrifuged, and after filtration injected into HPLC
system. The temperature was set at 30 °C and injected volume was 5 ul. The
amount of betacarotene was quantified in a few cherry samples because of too

low concentration of carotenoids.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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1 UVOD

Karotenoidy patfi do skupiny pfirodnich barviv, které vykazuji pfevazné lipofilni
charakter. Diky tomu, Ze ve své molekule obsahuji mnozstvi konjugovanych
dvojnych vazeb, jsou vnimany jako barevné. Tyto latky se pfirozené vyskytuji
v rostlinnych i ZivociSnych tkanich, jako jsou napfiklad rdzné druhy ovoce,
zeleniny nebo tfeba vejce. Jsou znamé predevSim pro svou antioxidacni aktivitu

a jsou Casto pouzivany jako doplnky stravy.

Pro separaci karotenoidu je vhodné pouzit vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC), protoZze tato metoda poskytne béhem jedné analyzy
informace o kvantité, kvalité i Cistoté stanovovanych latek. Zarovenn neni
analyza zbyte¢né €asové naro¢na. Z uvedenych divodu byla pravé tato metoda

Vv praci pouzita.

V této praci byla vyvinuta a popsana HPLC metoda pro souCasné stanoveni
betakarotenu, luteinu a zeaxanthinu. Vznikla metoda byla optimalizovana,
validovana a nasledné pouzita ke stanoveni obsahu zminénych karotenoidu
v plodech tfesni téchto vybranych odrad: ‘Gloria”, ‘Rum’, "Jubileu SI°, ‘NY
13688, ‘Svestitkova’.



2 CILE A ZADANI PRACE

Prvnim cilem diplomové prace bylo vyvinout, optimalizovat a validovat vhodnou
HPLC metodu pro stanoveni tfi konkrétnich karotenoidl: betakarotenu, luteinu

a zeaxanthinu.

Druhy cil byl pouzit nové vyvinutou metodu separace pro stanoveni obsahu
téchto tfi latek v dodanych odridach tfesni. Cile prace navazuji na spolupraci
s Vyzkumnym ustavem ovocnarskym a Slechtitelskym v Holovousech a na jejich
pozadavek na vyvoj metody pro analyzu beta-karotenu v odradach tiesni. Cile
prace vyplyvaji také ztoho, Ze analyza karotenoidd ve tfeSnich je zatim
v odborné literatufe prakticky nepopsana a planovana studie bude v budoucnu

pokryvat vétsi pocet odrud tfeSni a zejména visni.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Karotenoidy

Karotenoidy Ize definovat jako rostlinna barviva, patfici do chemické skupiny
tetraterpenli, coz jsou slouceniny, které ve své molekule obsahuji Fetézec,
tvofeny Ctyficeti uhlikovymi atomy, které jsou propojeny VvétSim poctem
konjugovanych dvojnych vazeb (povétSinou v all-trans konfiguraci). Toto
usporadani dvojnych vazeb umoznuje slouceninam absorbovat zafeni v oblasti
viditeIného svétla, a proto jsou barevné. Karotenoidy jsou Cervena, oranzova,
Zluta a fialova barviva, ktera se v rostlinach vyskytuji vedle chlorofylu, ale daji
se najit i v zivoc€iSnych tkanich (jatra, vaje€ny Zloutek) nebo mikroorganismech.

Déli se na dvé skupiny:

Karoteny jsou uhlovodiky, které maji ve struktufe jeden nebo dva
cyklohexenové kruhy, spojené fetézcem s konjugovanymi dvojnymi vazbami.

Do této podskupiny mimo jiné patfi tfeba betakaroten, a-karoten a lykopen.

Xantofyly jsou odvozené od karotenll, ale ve své molekule obsahuji
hydroxylové skupiny. Jedna se tedy o kyslikaté slouceniny, pfedevSim alkoholy
a dioly. V pfirodé se vyskytuji bud’ volné, ve formé estert s vySSimi mastnymi
kyselinami nebo jako glykosidy. Podskupina xantofyld zahrnuje napfiklad

cryptoxanthin, lutein, zeaxanthin, violaxanthin, a dalsi.

Karotenoidy jako skupina latek jsou pomérné dobfe rozpustné v tucich
a nékterych organickych rozpoustédlech (napf. hexan, chloroform). V ethanolu
se rozpousti omezené a ve vodé prakticky vibec. Hodné latek ze skupiny
karotenoidd ma vlastnosti provitaminu A, ktery je dullezity pro spravny vyvoj
a funkci sitnice, kuze a sliznic. Kromé této dilezité role se karotenoidy ucastni
rznych metabolickych procesu jako antioxidanty (imunomodulaéni funkce,
vychytavani vzniklych radikald v organismu, regulace bunécné proliferace

a diferenciace).

V této diplomové praci byla vénovana pozornost konkrétné tfem latkam:
betakarotenu, luteinu a zeaxanthinu. Tyto latky se €asto pouZzivaji v doplicich

stravy k prevenci riznych obtizi a nemoci. Tato prace se ale zabyva analyzou
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ur¢enych karotenoidd z pfirodnich materialad (konkrétné plodu tfesni) a jejich

kvantitativnim stanovenim [1, 2, 3, 4].

3.1.1 Betakaroten

VA
s

va

Obrazek 1: strukturni vzorec betakarotenu
Sumarni vzorec: CsoHsg
M;: 536,89 g/mol
Teplota tani: 183 °C
CAS: 7235-40-7

Betakaroten je jednim z dulezitych predstavitell podskupiny karotenl. Je to
oranzové rostlinné barvivo, které v organismu funguje jako prekurzor vitaminu
A. Pfirodnim zdrojem betakarotenu je pfevazné ovoce a zelenina. Ve vySSim
mnozstvi se vyskytuje v mrkvi, dyni, paprikach a podobné. Neobsahuje ani
jednu hydroxylovou skupinu, a proto je to silné lipofilni latka rozpustna

v lipofilnich rozpoustédlech a nerozpustna ve vodé a ethanolu [5].

12



3.1.2 Lutein

Obrazek 2: strukturni vzorec luteinu
Sumarni vzorec: C4oHs602
M;: 568,89 g/mol
Teplota tani: 196 °C
CAS: 127-40-2

Karotenoid nalezici do skupiny xantofyld. Barvivo se Zlutou barvou, které
postrada schopnost provitaminu A. Lutein je obsazen v rlizném ovoci
a zelening, vejcich, obili a dokonce i v rostlinnych fasach (Chlorella).
V pomérné vysokém mnozstvi ho mizeme najit tfeba v brukvi fepce, Spenatu
nebo v kvétech mésiCku lékarfského. Kvili relativné vyS8Si polarité je lutein
v ZivoCiSném organismu transportovan lipoproteiny o vysoké hustoté (HDL).
Plsobi jako antioxidant a jeho funkce je dulezita z hlediska prevence poskozeni

ocni sitnice [6].
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3.1.3 Zeaxanthin

Obrazek 3: strukturni vzorec zeaxanthinu
Sumarni vzorec: C4oHs602
M;: 568,89 g/mol
Teplota tani: 215,5 °C
CAS: 144-68-3

DalSi ze skupiny xantofyld je v podstaté polohovy izomer luteinu. LiSi se
od sebe polohou dvojné vazby a jejich hlavni rozdil tak spo€iva v poctu
chiralnich center (lutein ma tfi, zatimco zeaxanthin pouze dvé). Zeaxanthin je
jeden z nejbéznéjSich xantofyll, vyskytujicich se v pfirodé. Ma syté Zlutou
barvu a poskytuje typické zbarveni tfeba kukufici nebo $afranu. Casto se
vyskytuje spolu s luteinem. Diky strukturni podobnosti maji tyto dvé latky i

podobné fyzikalné-chemické vlastnosti [7].
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3.2 Chromatografie

Chromatografie je jedna z dominantnich separac¢nich metod, ktera je rutinné
pouzivana ve vSech typech analytickych pracovist. Jeji zakladni podstata tkvi
v rozdélovani slozek smési vzorku mezi dvé faze, a to fazi stacionarni
a mobilni, které se od sebe odliSuji nékterou zakladni fyzikalné-
chemickou vlastnosti, napf. polaritou. Ruzné slozky vzorku, unasené mobilni
fazi, interaguji v rizné mife s obéma fazemi a na zakladé podobnosti s jednou

nebo druhou fazi se jednotlivé sloZzky vzorku separuiji [8].

3.2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)
Vysokoucinna kapalinova chromatografie neboli také HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) je hojné vyuzivana chromatograficka metoda, ktera
slouzi k rozdéleni jednotlivych komponent smési a zaroven ke stanoveni jejich
mnozstvi nebo jen k prostému urCeni pfitomnosti hledaného analytu. Je to tedy
metoda kvantitativni i kvalitativni. HPLC ma oproti ostatnim separacnim
metodam mnoho vyhod: relativné velka pfesnost a citlivost metody (zalezi
na citlivosti pouzitého detektoru), Siroky zabér pouzitelnosti (Ize méfit mnoho
druht riznych latek). Dnes je HPLC nejvice pouzivanou separac¢ni metodou
diky zvySujici se dostupnosti pfistrojového vybaveni i diky vzrastajicimu poctu
pouzivanych material(. DalSi vyhody pfedstavuje: rychlost analyzy, moznost jeji
CasteCné automatizace nebo tfeba malé naroky na spotfebu vzorku. Od
sloupcové kapalinové chromatografie se HPLC liSi tim, Ze se pfi méfeni
pouZzivaji kolony s velmi malymi ¢asticemi, coz ma za nasledek kladeni velkého
odporu MF, a proto je nutné analyzy provadét za zvySeného tlaku. To zajiStuje

rychlou a ucinnou separaci jednotlivych komponent smési [9, 10].

Muze se uplatnit chromatografie s normalnimi fazemi, pfi které jsou pouzivana
méné polarni rozpoustédla a polarnéjsi stacionarni faze nebo chromatografie
s reverznimi fazemi, které se pouzivaji ¢astéji. Pfi nich jsou uplatfiovany vhodné
chemicky modifikované stacionarni faze (napfiklad faze s navazanymi C-8
fetézci, faze s C-18 fetézci) a naopak vice polarni rozpoustédla [11].
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3.2.11

3.2.1.2

Princip HPLC

Proces chromatografie je zaloZen na rozdilném rozdéleni separovanych latek
ve smési mezi dvé vzajemné nemisitelné faze: pohyblivou (mobilni) a pevnou
(stacionarni). Ve vysokoucinné kapalinové chromatografii pfedstavuje mobilni
fazi kapalina, ktera je vhanéna cCerpadlem do chromatografického systému
za vysokého tlaku. Stacionarni fazi obvykle byva tuha latka, nékdy kapalina
ukotvena na pevném nosici. Mezi mobilni a stacionarni funkci neustale dochazi
k ustavovani rovnovahy pfi distribuci jednotlivych slozek smési. Rozdéleni

sloZek mezi tyto dvé faze je mozné popsat distribuéni konstantou.

Podle zplsobu pratoku mobilni faze se mize HPLC analyza délit na dva
rezimy. Pokud chromatografem protéka mobilni faze o konstantnim slozeni
v Case, jedna se o isokratickou eluci. Pfi gradientové eluci se pomér slozek
mobilni faze méni ve prospéch jedné z elu€nich slozek. Gradientova eluce je

a zvySeni citlivosti analyzy.

Zakladni soucasti kazdé vyvijené HPLC metody je kolona, od které se odviji jeji
selektivita a ucinnost navrhované separace. Kolony pro HPLC analyzy jsou
vétSinou tenké trubice (z nerezové oceli nebo ze syntetickych polymert)
o riznych rozmérech. Uvniti kolony je ukotvena stacionarni faze (nejCastéji
tvofena silikagelem). Kvalita sorbetu je rozhodujici pro ucinné rozdéleni latek,
konkrétné jeho velikost a stejnomérnost €astic, ale i tvar, struktura a porozita
[11].

HPLC aparatura

HPLC sestava pro chromatografickou analyzu obvykle sestava ze zasobnich
nadob mobilnich fazi, odplynovade (degasser), vysokotlakého cerpadla,
sméSovaciho zafizeni, davkovaciho zafizeni, chromatografické kolony,

detektoru a zafizeni na vyhodnoceni signalu [12].
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Obrazek 4: Jednoduché schéma kapalinového chromatografu [13]

3.2.1.3 Charakteristika HPLC procesu
Pfi bézné chromatografické analyze protéka MF stalou rychlosti. Od nastfiku
urCité latky na kolonu do chvile, kdy z kolony odejde a projevi se signalem
detektoru, uplyne urcity €asovy usek zavisly na retenci latky v konkrétnim
chromatografickém systému a tedy na jejich vlastnostech (kvalité). Tento Cas
charakterizuje retenci latky v koloné (zaroven tedy i snadnost jejiho pritoku
kolonou), a proto je oznaCovan jako retentni Cas (tr). Objem MF, ktery je
potfeba k eluci latky se nazyva elu¢ni nebo retencni objem (Vg). Proto je mozné

eluci popisovat rovnocenné bud jako ¢asovou nebo jako objemovou zavislost.

Koncentraéni profil zény je pfedstavovan prabéhem piku. Proto je plocha
ohrani¢ena pikem nad nulovou linii (jednoduSe, plocha piku) shodna
s mnozstvim latky v zéné a jako takova je zakladnim podkladem pro
kvantitativni analyzu. Plochu piku na chromatogramu ziskame z integraci kfivky

piku s vyuzitim pfisluSného chromatografického softwaru. Na zakladé zjisténych
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3.3

ploch pikl se obsah latky v neznamém vzorku urCuje vzdy relativng, je tedy

tfeba pouzit standard o znamé koncentraci.

Pfi pouZiti metody vnéjSiho standardu je potfeba davkovat do kolony presné
odméfené mnozstvi vzorku. Plochy pikl latek ve vzorku se potom srovnavaji
s plochami piku standardd analyzovanych za stejnych podminek. Pro sériova
stanoveni je vhodné i proméfeni kalibracni zavislosti s pouZitim nékolika
standardd. Vyhodou metody je, Zze vzorek i standard jsou shodné latky.
Nevyhodou je ovdem nezbytnost pfesného davkovani, které se muize ukazat

dokonce jako hlavni zdroj chyb méfeni [11, 12, 17].

Validace analytické metody

Validace je standardni proces, jehoz cilem je dokazat a dokumentovat kvalitu
pouzité metody ustanovenim prfesné definovanych podminek a proméfenim
hodnot stanovenych kritérii. Validace slouzi jako nastroj k prokazani
spolehlivosti analytické metody a k ovéreni spravnosti zvoleného metodického

postupu [14].

3.3.1 Test vhodnosti chromatografického systému

3.3.1.1

Test zpUsobilosti systému predstavuje nedilnou soucast vyvinuté metody

a vede k zajisténi vhodné ucinnosti chromatografického systému [16].

Faktor symetrie chromatografickych piku
Faktor symetrie piku (As) popisuje tendenci latky ulpivat na koloné a pouziva se

pro vypocet plochy pod pikem.

KdyZz se hodnota faktoru symetrie rovna 1,0, znaci to idealni symetrii piku.
Hodnoty vétsi nez 1,0 znamenaji chvostovani piku a hodnoty mensi nez 1,0
zase frontovani piku. Cim vy$si je asymetrie piku, tim vétsi je moznost chyby
pfi vypoctu plochy piku [16].
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3.3.1.2

3.3.1.3

3.3.1.4

Rozliseni chromatografickych pikd

RozliSeni (R) pfedstavuje kvalitu separace dvou po sobé eluovanych latek. Se
vzrustajici hodnotou rozliSeni chromatografickych pikud je kvalita rozdéleni dvou
sousednich eluatd vyssi. Volbou vhodnych separacnich podminek se usiluje

o dosazeni potfebného rozliSeni, vétsSinou R > 1,5 [17].

Pocet teoretickych pater
Tento parametr udava ucinnost chromatografické kolony. Zdanliva ucinnost

kolony muze byt vypocitana jako zdanlivy pocet teoretickych pater (N).

Zdanlivy pocet teoretickych pater je rozdilny pro rGzné stanovované slozky,
kolony a retenéni &asy. Uginnost kolony je vy$8i s rostoucim poétem

teoretickych pater N. Doporuceny limit je N > 2000 [16, 18].

Kapacitni faktor
Kapacitni faktor vyjadfuje kapacitni moznosti kolony a je také mirou sorpce

analytu na koloné. Idealné by mél byt kapacitni faktor vétsi nez 2 [17].

3.3.2 Opakovatelnost

Definice opakovatelnosti metody je popsana jako tésnost shody vysledk
ziskanych za podminek pouziti shodné zkuSebni metody na shodném
materialu, na stejném pracovisti, stejnym pracovnikem, za pouziti stejnych

zafizeni a nastroja, v pribéhu kratkého ¢asového useku.

Opakovatelnost se da vyjadfrit jako relativni smérodatna odchylka (RSD), coz je
pomér mezi smérodatnou odchylkou a stfedni hodnotou dil€ich méfeni udavany

v procentech:
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100 [Z(y-7)

RSD =
y n—1
Yi jsou jednotlivé hodnoty vyjadiené jako plocha piku
y je primeér jednotlivych hodnot
n je pocet jednotlivych hodnot [19, 20]

3.3.3 Linearita
Linearita je chapana jako pfimkova =zavislost mezi dvéma nahodnymi
proménnymi, konkrétné odezvou instrumentace (vystupnim signalem)

a koncentraci analytu [21].

Je zadouci, aby bylo béhem testu linearity proméfeno minimalné 5 nebo 6
koncentraci standardniho roztoku. Pfimkova zavislost dvou nahodnych
proménnych se uréi pomoci metody linearni regrese. Cim vice jsou hodnoty
korelacniho koeficientu blize jedné, tim je vzajemna zavislost proménnych

veli€in linearnéjsi [20].

3.3.4 Presnost
Definice pfesnosti metody je vyjadfena jako mira shody mezi vzajemné
nezavislymi vysledky, které byly ziskany opakovanym méfenim stejného vzorku
za predem stanovenych podminek. PoCet opakovani musi byt dostateCny, aby
umoznoval statistické vyhodnoceni. Podle podminek prabéhu stanoveni

rozliSujeme:

Opakovatelnost - analyzy jsou provadény vSechny najednou, na stejném
pristroji s touz obsluhou; mize se pouzit i oznaCeni presnost v sérii; tento
analyticky parametr charakterizuje metodu a preciznost jejiho provedeni

v laboratofi;

Reprodukovatelnost - stanoveni se provadi s ¢asovym odstupem, napfiklad
jednou denné, na stejném pfistroji, pfipadné i rdznymi pracovniky; timto
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postupem se charakterizuje stabilita metody a jejiho provadéni béhem celého

procesu méreni; nékdy se nazyva presnost v Case;

Mezilaboratorni reprodukovatelnost - méfeni je provadéno na ruznych
pristrojich, rdznymi pracovniky, na ruznych pracovistich a zprostfedkovava

srovnani pfesnosti metody v rliznych laboratofich.

Presnost zavisi na rozdéleni nahodnych chyb, které neni mozné zcela odstranit,
a nema vztah k pravé hodnoté. Neovlivnitelné zmény stability pfistroju,
pomucek, teplot atd. b&€hem analyzy vzdy zpUsobuji, Ze vysledky opakovanych
méfeni jsou rovnomérné rozmistény kolem prdmérné hodnoty. Mirou
nepfesnosti, tedy rozptylu vysledk(, je smé&rodatna odchylka (SD). Cim je nizsi
hodnota smérodatné odchylky, tim je metoda presnéjsSi a naopak. Smérodatna
odchylka ma stejné jednotky jako veli€ina, ktera je méfena. Pro nazornéjsi
demonstraci vysledki se obvykle pocita jesté relativni smérodatna odchylka

(RSD) vyjadfovana jednoduse v procentech [14, 15, 22].

3.3.5 Spravnost
Spravnost metody je definovana jako tésnost shody ziskanych vysledk( méreni
a realné hodnoty mérfené veliCiny pfijaté referenCni hodnoty. Jedna se tedy
o statisticky vyznamny rozdil mezi ziskanou a skute€nou hodnotou. Pro validni
vyhodnoceni spravnosti musi byt pouzit primér z vice stanoveni, protoze
hodnota z jednoho stanoveni mize byt zatizena nahodnou chybou. Dohodnuta
referen¢ni hodnota pfedstavuje realnou hodnotu, ktera je ve skutecnosti vzdy
neznama. Ziskava se, nejlépe ve vétSim poctu raznych laboratofi, pomoci
referentnich metod. Spravnost je mozné vyhodnotit pouzitim metody
na referenéni material se znamou distotou nebo srovnanim vysledkd s jinou
vhodné validovanou metodou. Spravnost Ize mimo jiné prokadzat metodou

standardniho pfidavku stanovované latky ke vzorku.

Spravnost se vyjadiuje bud jako rozdil hodnot, nebo jako vytéznost (R;), coz je
veliCina, udavajici pomér koncentrace stanovované latky ziskané danou

analytickou metodou a pfijaté referenéni hodnoty v procentech:
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R =100-

Co
Ci je koncentrace stanovena pomoci HPLC metody
Co je koncentrace referenc¢ni latky [14, 15, 19, 20, 22]

3.3.6 Metody stanoveni karotenoidii pomoci HPLC
V souCasné dobé se pro stanoveni karotenoidl pouziva velké mnozstvi
modifikaci separaCnich postupll zaloZzenych na metodé vysokouc€inné
kapalinové chromatografie. Ddulezita je i predchozi extrakce latek ze
stanovovaného materialu. Jiz bylo provedeno a zaznamenano mnoho metod,

zabyvajicich se analyzou karotenoidl a zaroven byly i dostatecné validovany.

V Tabulce 1 jsou shrnuty rizné metody stanoveni karotenoidd pomoci HPLC,
vyhledané v ¢lancich publikovanych v literatufe. Velka ¢ast metod, uvedenych
v dfive zminéné tabulce, vyuziva jako zdroj betakarotenu rizné druhy ovoce
a zeleniny, ve kterych se karotenoidy pfirozené vyskytuji. Karotenoidy se
v pfirodnich zdrojich vyskytuji vétSinou spolec¢né, a proto se metody uvedené
v tabulce pfevazné tykaji urCovani vétsiho poctu latek nez pouze betakarotenu,
luteinu a zeaxanthinu. Vzhledem k podobnym vlastnostem karotenoidl jako

skupiny, bylo mozno se o tyto zjiSténé metody pfi optimalizaci podminek opirat.
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Tabulka 1: Pfehled vybranych HPLC metod pro stanoveni karotenoidt

acetat (60:20:20)

Analyzoyf:my Stanovované latky Kolona Mobilni faze Prutgk Da\./kovany Detekce Zdroj
material (ml/min) objem (ul)
A
Violaxanthin, lutein, | Phenomenex | ACN:MeOH:dichl
& zeaxanthin, Luna 3 y, |ormethan (16:3:1)
Sipky rubixanthin, 100 % 3 mm B: 0,8 neuveden |DAD 458 nm [23]
betakaroten C18 ACN:MeOH:dichl
ormethan (6:4:10)
Pathfinder AP
Rajcata, silica 100,
kukufiéna | Lykopen, betakaroten | Cg, 3.5 pm, | ACN:MeOH (1:1) 1,5 20 DAD 502 nm [24]
mouka RP,
4.6 x 150 mm
Lidské a Luliem't;:::;?;hlz-' ¥| ywecy,
O yp ’ 3um MeOH a MTBE | neuveden 50 DAD 450 nm|  [25]
zviteci plazma| karoten a betakaroten 46 x 150’
(celkem 26 latek) | mm
Nucleodur
ISIS, 1.8 pm,
5cmx 4.6
Rajcata | -YKopen, betakaroten, | = A: voda 0,7 neuveden | DAD-MS [26]
zeaxanthin . B: aceton
Nucleosil
C18, 3 um,
250 x 4.6 mm
Neoxanth.ln, all-trans- A: dichlormethan
zeaxanthin, all-trans- B: DAD-MS
Kustovnice betakarotgn, B.— C30 MeOH:ACN-voda 1 20 450 nm [27]
cryptoxanthin, cis- .
. (84:14:5)
zeaxanthin
Listova Betakaroten, 8-apo- |Agilent Zorbax| A: methanol:voda
zelenina karotenal, Eclipse C18, (92:8)
(Spenat, lutein,chlorofyl, a-  |4.6 x 100 mm, B: voda ! 10 DAD 450 nm [28]
brukev, sléz) tokoferol 3.5um C: MTBE
Neoxanthin, lutein, . . .
betakaroten, ymC c30, |~ MeOH: MTBE:
Rakytnik  |zeaxanthin, lykopen, a-{250 x 4.6 mm voda (83:15:2) 0,8 20 DAD-MS [29]
) y ) "|B: MeOH: MTBE: ’ 450 nm
karoten (celkem 22 5um
. voda (8:90:2)
latek)
Bortvky, Lutein, zeaxanthin, RP Prevail A A?g'\é:_M)GOH
ostruziny, lykopen, B- Cis, . UV-VIS
) . B: 1 20 [30]
maliny, kryptoxanthin, a- 50x4.6 mm . ) 450 nm
. . " | ACN:MeOH:ethyl
jahody, rybiz | karoten, betakaroten 5 um
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité pristroje a pomucky

4.1.1 Pristroje

Chromatograficka sestava: Shimadzu LC — 10

Pumpy: LC — 10 AC VP

Degasser: DGU — 14 A

Autosampler: SIL — HTA

Termostat: CTO — 10 AC VP

Detektor: DAD, SPD — M10A VP

Chromatograficky software: LC Solution

Kolony: Supelco Analytical, RP-Amide; 100 mm x 4,6 mm; 5 um
Agilent Technologies, Zorbax SB-C18; 50 mm x 4,6 mm; 1,8 um
Phenomenex, Gemini C18 110A; 50 mm x 2,00 mm; 3 ym
Phenomenex, Gemini C18 110A; 30 mm x 2,00 mm; 3 ym
YMC, Triart C18; 50 mm x 3 mm; 1,9 um

Ultrazvukova lazen: Tescon 1, Tesla

Analytické vahy: Sartorius Genius

4.1.2 Pomicky
PTFE filtry, o velikosti port 0,45 uym

Automatické pipety: Brand
Plastové uzaviratelné zkumavky o objemu 15 ml

Sklenéné vialky o objemu 1,5 ml a inserty o objemu 150 pl
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4.2

4.3

Zakladni laboratorni sklo a pomucky

TyCovy mixér

Podminky separace
Nastiik: 5 pl

Teplota: 30°C

Detekce: 450 nm

Mobilni faze: acetonitril a smés dichlormethanu s n-hexanem v poméru 1:1

Rezim: isokraticka eluce

Pumpa A: acetonitril (1,359 ml/min)

Pumpa B: dichlormethan:hexan (1:1); (0,05 ml/min)

Pratok: 1,409 ml/min

Pouzité chemikalie

Methanol chromasolv, Sigma Aldrich
Acetonitril chromasolv, Sigma Aldrich
Ethanol chromasolv, Sigma Aldrich
Hexan chromasolv, Sigma Aldrich
Methylenchlorid, Sigma Aldrich
Chloroform, Sigma Aldrich
Isopropanol, Sigma Aldrich

Demineralizovana voda
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4.4 Pouzity material

Vzorky, standardy i pracovni roztoky byly skladovany v mrazicim boxu pfi
teploté -18 °C. Roztoky byly uskladnény v nadobach ztmavého skla. Tyto
skladovaci podminky by mély zajistit potfebnou stabilitu karotenoidd a predejit

jejich pfedCasné degradaci [31].

Z odborné literatury vzeSel pfedpoklad, Ze obsah zeaxanthinu v nasich vzorcich
a za pouzitych podminek by mohl byt tak nizky, ze nepuljde fadné kvantifikovat.
Obsah betakarotenu a luteinu by mél dosahovat dostacujicich mnozstvi [32,
33].

4.4.1 Standardy
Betakaroten (Sigma-Aldrich), Cistota = 97,0 %

Lutein (Applichem), Cistota Pure

Zeaxanthin (Applichem), Cistota Pure

4.4.2 Vzorky tresni
Pouzité plody tfesni poskytl Vyzkumny a Slechtitelsky ustav ovocnarsky

Holovousy s.r.o. z rané sklizné roku 2016.

Pro optimalizaci a validaci méfeni byly pouzity stejné vzorky jako pro samotnou

analyzu.

Stanoveni obsahu se provedlo u nasledujicich vybranych a dostupnych odrad:
“Gloria”, 'Rum’, “Jubileu SI", ‘'NY 13688°, "Svesti¢kova’

4.5 Priprava roztokl a vzorku

4.5.1 Priprava zasobnich roztokt standardu
Pro kazdou latku byl pfipraven zasobni roztok zvlast. Byl navazen 1 mg

standardu betakarotenu a rozpustén v 1 ml chloroformu (c = 1000 mg/l). Dale
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byly navazeny standardy luteinu a zeaxanthinu kazdy po 0,5 mg a jejich
navazky zvlast rozpustény vzdy v 1 ml chloroformu (c = 500 mg/l). Vznikly tak
tfi zasobni roztoky, které byly uchovavany ve vialkach ztmavého skla

a v mrazicim boxu pfi -18 °C.

4.5.2 Priprava roztoku pro kalibraci
Pracovni roztok o objemu 500 ul byl pfipraven smisenim 50 pl zasobniho
roztoku betakarotenu, 50 pl zasobniho roztoku luteinu, 50 yl zasobniho roztoku

zeaxanthinu a 350 ul chloroformu.

Z tohoto pracovniho roztoku byly pfipraveny pfislusné kalibracni roztoky.

ZpuUsob Fedéni je uveden v Tabulce 2.

Tabulka 2: Priprava roztoku pro kalibraci

Koncentrace Objem .
Koncentrace . . Objem
luteinu a pracovniho
betakarotenu hi K chloroformu
(ma/l) zeaxanthinu roztoku (ul)
(mg/l) (1)
50 25 50 50
30 15 30 70
20 10 20 80
10 5 10 90
5 2,5 5 95
2 1 2 98
0,5 1 99
0,5 0,25 0,5 99,5

4.5.3 Priprava roztokt a vzorkt pro validaci metody
Plody tfesni byly nejprve vyndany z mraziciho boxu a 30 minut ponechany pfi
pokojové teploté. Dale byly tfeSné zbaveny pecek a v kadince
zhomogenizovany ty¢ovym mixérem. Do osmi patnactimililitrovych plastovych

zkumavek bylo navazeno pfiblizné 9 g homogenizovaného vzorku tfesni. Do tfi
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z téchto zkumavek byly pfidany 2 ml samotného chloroformu. Do zbylych péti
bylo pfidano 1960 ul chloroformu a 40 pl pracovniho roztoku, pfipraveného
podle kapitoly 4.5.2. Do vSech zkumavek byly jesté pfidany 3 ml vody, které
zajiStovaly lepSi oddéleni nemisitelnych fazi pro pohodinéjSi odbér organické

faze po probéhlé extrakci.

Takto pfipravené zkumavky byly intenzivné protfepavany po dobu 30 vtefin
a nasledné vlozeny na 15 minut do ultrazvukové lazné. Po ultrazvuku byla
kazda zkumavka 10 minut centrifugovana pfi rychlosti 6000 ot/min a nakonec
byla organicka faze vzorku pomoci injekéni stfikacky pfrefiltrovana do vialky
pres PTFE filtr.

V dalSich dvou vialkach bylo smiseno 1960 ul chloroformu a 40 pl vySe
zminéného porovnavaciho roztoku, které pfi analyze slouZily jako samotné

standardy. Pfipravu roztoku pro validaci pfehledné shrnuje Tabulka 3.

Tabulka 3: SloZeni jednotlivych roztokt pro validaci metody

. e Mnozstvi “ e
. Mnozstvi ] Mnozstvi
Cislo pracovniho
chloroformu vody
zkumavky roztoku
(1) | (mi)
(W)
1 2000 X 3
2 2000 X 3
3 2000 X 3
4 1960 40 3
5 1960 40 3
6 1960 40 3
7 1960 40 3
8 1960 40 3
standard 1 1960 40 X
standard 2 1960 40 X
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4.5.4 Priprava materialu a vzorkt pro stanoveni obsahu
VSechny testované odridy proSly stejnym postupem upravy. Zmrzlé plody
tfeSni byly nechany vzdy 30 minut pfi pokojové teploté, aby bylo mozno je dale
zpracovavat. Kazda odrada zvlast byla zbavena pecek, pfevedena do kadinky

a zhomogenizovana ty€ovym mixérem.

Dvé navazky byly pfipraveny z kazdé odrldy (celkem 10 vzorkd). Do plastové
zkumavky bylo vzdy odvazeno pfiblizné 9 g homogenizatu a pfidany 2 ml
chloroformu a 3 ml demineralizované vody. Potom byly vzorky upraveny stejné
jako v pfedchozi kapitole: 30 vtefin tfepani, 15 minut ultrazvukova lazen, 10

minut centrifugace a nakonec filtrace vzorku.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vyvoj metody

5.1.1 Optimalizace chromatografickych podminek
Optimalizace chromatografickych podminek je vybér takovych podminek
analyzy, pfi kterych dojde videalnim pfipadé k co nejdokonalejSi separaci
slozek smési za co nejkratSi ¢as. Tyka se napfiklad volby sloZeni mobilni faze,
vybéru vhodné kolony, vinové délky detektoru, objemu nastfiku a rychlosti
prutoku MF.

5.1.1.1 Volba vinové délky detektoru
Karotenoidy ve své molekule obsahuji velky pocet konjugovanych dvojnych
vazeb, a proto absorbuji zafeni ve viditelné oblasti, coz je pfiblizné 400 — 760
nm. Proto byl pro jejich analyzu zvolen DAD detektor. Byla zméfena absorpcCni
spektra Cistych standardi a podle nich zvolena vhodna vinova délka pro

analyzu.

30



{4347 100

277

101

Obrazek 5: Absorpcni spektrum betakarotenu
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Obrazek 6: Absorpcni spektrum luteinu

31




1339 1.00

452

478

279

e
=]
|
——

Obrazek 7: Absorpcéni spektrum zeaxanthinu

Tabulka 4: Vinové délky v maximu absorpce zareni mérenych karotenoidu

Amax (nm)
Betakaroten 454
Lutein 446
Zeaxanthin 452

Pro detekci byla zvolena vinova délka 450 nm. Tato vinova délka je vhodna

pro analyzu, jelikoz pfi ni absorbuji v8echny tfi zkoumané latky.

5.1.1.2 Volba nejvhodnéjsi kolony a optimalizace slozeni mobilni faze
Pfi vybéru optimalniho slozeni mobilni faze se vychazelo z postupl uvedenych

v odborné literature.

Byly testovany rizné mobilni faze a chromatografické kolony. Byly zkouSeny jak

kolony vyuzivajici systém reverznich fazi, tak i normalnich fazi. Kvuli tomu, ze
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lutein a zeaxanthin jsou polohové izomery, byl pfi testovani feSen hlavni
problém, a to jejich dostate¢né oddéleni na koloné. DalSim problémem byl fakt,
Zze zkoumané latky nemaji shodnou lipofilitu. Zatimco betakaroten je hydrofobni,
zbyvaijici dvé latky obsahuji hydroxylové skupiny, které tyto latky hydrofilizuji.
Z toho duvodu musely byt zvolené mobilni a stacionarni faze vybirany tak, aby
se jednotlivé slozky smési jednoznané& separovaly a separace probihala v

prijatelném Case.

Na obrazcich 8 - 15 jsou uvedeny vybrané chromatografické zaznamy ziskané

pfi méfenich za riznych podminek (kolona, slozeni a prutok MF, teplota).
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Obrazek 8: Chromatogram volby optimalni kolony a MF — Phenomenex Gemini
C18 (30 x 2,00 mm, 3 um), MeOH 100%, 0,7 mi/min, 30 °C
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Obrazek 9: Chromatogram volby optimalni kolony a MF — Phenomenex Gemini
C18 (30 x 2,00 mm, 3 um), ACN 100%, 0,7 ml/min, 30 °C
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Obrazek 10: Chromatogram volby optimalni kolony a MF — Phenomenex
Gemini C18 (60 x 2,00 mm, 3 um), ACN 100%, 0,7 ml/min, 30 °C
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Obrazek 11: Chromatogram volby optimalni kolony a MF — Supelco Analytical
RP-Amide (100 x 4,6 mm, 5 um), IPA 100%, 1 ml/min, 30 °C
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Obrazek 12: Chromatogram volby optimalni kolony a MF — Supelco Analytical
RP-Amide (100 x 4,6 mm, 5 um), ACN:IPA (95:5), 1 mi/min, 30 °C
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Obrazek 13: Chromatogram volby optimalni kolony a MF — Supelco Analytical
RP-Amide (100 x 4,6 mm, 5 um), acetonitril:dichlormethan:hexan (95:2,5:2,5),
2 ml/min, 30 °C
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Obrazek 14: Chromatogram volby optimalni kolony a MF — YMC Triart C18 (50
x 3,00 mm, 1,9um), MeOH 100%, 1 mi/min, 30 °C
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Obrazek 15: Chromatogram volby optimalni kolony a MF — Agilent
Technologies Zorbax SB-C18 (50 x 4,6 mm, 1,8 um), ACN:IPA (95:5), 1 ml/min,
30 °C

Z vysledkl jednotlivych analyz byla nakonec pro tuto metodu vybrana kolona
Supelco Analytical, RP-Amide; 10 cm x 4,6 mm; 5 ym a mobilni faze

acetonitril:hexan:dichlormethan o poméru 96,6:1,7:1,7.

5.1.1.3 Volba objemu nastfiku vzorku a rychlosti pratoku mobilni faze
Zakladni volba davkovaného objemu vychazela z odborné literatury. ZpocCatku
zkousSeni byl nastfikovan objem 2 pl, ktery se jevil jako dostatecCny pfi davkovani
standard(. Pozdéji bylo zjisténo, ze tento objem neni vhodny pro méfeni
samotnych vzorkl, protoze ty v davkovaném objemu2 pl nedosahovaly
stanovitelné koncentrace zjistovanych latek. Davkovany objem byl tedy zvySen
na 10 ul, coz se projevilo mirnym pfetizenim kolony, rozmytymi vyslednymi piky
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5114

a zhorSenou separaci. Nakonec byl objem nastfiku stanoven jako kompromis
na objem 5 ul. Tento objem byl maximalni mozny z hlediska pretizeni kapacity

kolony a témérf vhodny z pohledu koncentrace karotenoidl ve vzorku.

Béhem testovani byly zkouSeny rizné pratokové rychlosti a to za ucelem
zkraceni doby analyzy (pfili§ silna sorbce latek na koloné prodlouzi retenc¢ni Cas
latek) nebo pro lepSi rozdéleni pikd luteinu a zeaxanthinu na chromatogramu.
Jako finalni rychlost pratoku mobilni faze byla zvolena rychlost 1,409 ml/min.
Tato neobvykla hodnota byla zvolena v disledku netésnosti ventild jedné
z pump, ktera byla zjiSténa az v zavéreCné fazi optimalizace. Po odstranéni
zavady pak byla nové optimalizovana prutokova rychlost tak, aby separace
luteinu a zeaxanthinu probé&hla v dostatec¢né kratkém case. Tudiz byl pratok
mobilnich fazi postupné ménén tak, aby byla dosazena stejna optimalni

separace jako pred odstranénim zavady.

Volba extrakéniho €inidla

Pfi pfipravé vzorkd a pfi volbé extrakéniho Cinidla bylo postupovano takto: do
zkouSeného extrakéniho Cinidla. Tato smés byla potom 30 vtefin intenzivné
protfepavana a vloZena na 15 minut do ultrazvukové lazné. Nasledné byl kazdy
vzorek 3 minuty centrifugovan (3000 ot/min) a nakonec byla organicka faze

vzorku prefiltrovana do vialky.

Nejprve byly zkouSeny kombinace acetonu a hexanu v riznych pomérech. Tato
kombinace se ale rychle ukazala jako nepouzitelna kvali rychlému tékani
extrakéniho Cinidla a nedostateCnému rozdéleni obou vrstev u méfenych

vzorkl. Nebyly méfeny opakovatelné vysledky.

Hexan a chloroform se jevily jako stabilngjSi a vhodna dinidla pro extrakci,
a proto byly testovany kombinace, které jsou uvedeny na obrazcich 16 - 19.
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Obrazek 16: Chromatogram ziskany pfi extrakci do Hexanu
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Obrazek 17: Chromatogram ziskany pfi extrakci do smési
Hexan:Chloroform 1:1
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Obrazek 18: Chromatogram ziskany pfi extrakci do smési

Hexan:Chloroform 1:3

WAl
J50nm,4nm {1.00)

1

Zeaxanthin
Betakaroten

0]

15

TT T T [ T T T T [T T T T [T T T T [T T T T [T T T T [T T T T [T T T T [T T T T [T T T T [T T T T [T T17T
10 15 .0 25 30 35 40 45 50 55 ma

Obrazek 19: Chromatogram ziskany pfi extrakci do chloroformu

Podle vysledkl zkouSek byl jako nejvhodnéjsi extrakéni Cinidlo vybran Cisty
chloroform, ktery vykazoval dobrou extrakéni u€innost, bezproblémové oddéleni

obou vrstev a dostateCné rozdélené a symetrické piky. Jedinou nevyhodou
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5.2

tohoto extrak¢niho Cinidla byla komplikace se ziskanim spodni vrstvy organické
faze. Ktomu byla vyuzita injekéni jehla, kterou byla po Castecné dekantaci
odebrana vrstva chloroformu ze dna plastové zkumavky do plastové stfikacky

a poté filtrovana pres filtr.

Validace vyvinuté metody

Validace metody byla provedena za téchto optimalizovanych podminek

separace:

Kolona: Supelco Analytical, RP-Amide; 100 x 4,6 mm; 5 uym

Nastrik: 5 pl

Teplota: 30°C

Detekce: 450 nm

Mobilni faze: acetonitril a smés dichlormethanu s n-hexanem v poméru 1:1
Rezim: isokraticka eluce

Pumpa A: acetonitril (1,359 ml/min)

Pumpa B: dichlormethan:hexan (1:1); (0,05 ml/min)

Pratok: 1,409 ml/min
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5.2.1 Test vhodnosti chromatografického systému
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Obrazek 20: Chromatogram ziskany pfi testu vhodnosti chromatografického
systému

Tabulka 5: Hodnoty veli¢in ziskanych pfi testu vhodnosti chromatografického

systému
- Pocet .
Retvencnl Fakto_r Rozliseni | teoretickych Kapacitni
¢as symetrie faktor
pater

Lutein 3,079 1,091 15,14 2396 4,15

Zeaxanthin 3,478 1,396 1,48 2402 4,81

Betakaroten 4,424 1,160 3,84 6069 6,46

VSechny parametry uvedené v Tabulce 5 byly vypocitany z vysledki

standardnich roztokl pfi méfeni testu na opakovatelnost.
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5.2.1.1 Asymetrie chromatografickych pikd

Faktor symetrie byl vypocitan dle vzorce:

A = 0,05
o 2d
Wo.05 je Sifka piku ve dvacetiné jeho vysky
d je vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku

a vzestupnou casti piku ve dvacetiné jeho vysky

5.2.1.2 RozliSeni chromatografickych pik(

Rozliseni pikd bylo zjisténo vypocétem podle vzorce:

R =2 lry gy
N
w, +w,
tr je retenéni Cas
w je Sifka piku na urovni nulove linie

Minimalni pozadavek na dostate¢né rozliSeni pikl > 1,5 je splnén pouze pro
dvojici pikl zeaxanthinu a betakarotenu. Dvojice lutein - zeaxanthin se
v chromatogramu CasteCné prekryva, jeji rozliSeni dosahuje hodnoty 1,48.
Pfi¢inou tohoto relativné nizkého rozliSeni je podobnost v chemické strukture

téchto latek.
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5.2.1.3 Pocet teoretickych pater

Pocet teoretickych pater N byl ziskan podle vzorce:

2
4
N =5,54| &
Wi
tr je retenéni Cas
Wh je Sifka piku v poloviné jeho vysky
5.2.1.4 Kapacitni faktor
Kapacitni faktor byl vypocitan podle vzorce:
[, —t
—_ 'R M
D = t
M
tr je retenéni Cas
tm je mrtvy retencni Cas

5.2.2 Opakovatelnost
Na kolonu bylo Sestkrat nadavkovano 5 pul pracovniho roztoku pro kalibraci
o koncentracich betakarotenu 0,5; 5; 10 pg/l (pro lutein a zeaxanthin tedy 0,25;
2,5; 5 ug/l - pfiprava téchto roztokd je popsana v kapitole 4.5.2). Nasledné byly
z ploch vyslednych pik( betakarotenu, luteinu a zeaxanthinu vypocitany
smérodatné odchylky (RSD). Vysledky shrnuji Tabulky 6, 7 a 8.
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Tabulka 6: Opakovatelnost méreni prac. roztoku pro kalibraci (c = 0,5 ug/l)

Koncentrace karotenoidl 0,5 mg/I
Cislo pokusu | Plocha piku B-kar | Plocha piku Lut | Plocha piku Zea
1 5444 3350 1415
2 5490 3318 1418
3 5235 3319 1379
4 5587 3329 1444
5 5334 3324 1398
6 5236 3353 1321
primér 5388 3332 1396
SD 143 16 43
RSD (%) 2,66 0,47 3,05

Tabulka 7: Opakovatelnost méreni pracovniho roztoku pro kalibraci (¢ = 5 ug/l)

Koncentrace karotenoidd 5 mg/I
Cislo pokusu | Plocha piku B-kar | Plocha piku Lut | Plocha piku Zea

1 62684 48788 18954

2 67248 48433 20215

3 69232 51248 20714

4 71404 49472 21271

5 70626 51751 20871

6 72064 51563 21315

prumér 68876 50209 20557
SD 3485 1484 883
RSD (%) 5,06 2,96 4,29

Tabulka 8: Opakovatelnost méreni pracovniho roztoku pro kalibraci (¢ = 10 ug/l)

Koncentrace karotenoidd 10 mg/I
Cislo pokusu | Plocha piku B-kar | Plocha piku Lut | Plocha piku Zea

1 152440 100011 44664

2 153015 101737 44678

3 156171 101066 46113

4 158677 102899 45463

5 158907 103998 45954

6 161765 104295 46503

prumér 156829 102334 45563
SD 3643 1691 767
RSD (%) 2,32 1,65 1,68
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5.2.3 Linearita
Linearita pouzité analytické metody byla zjiStovana u vSech tfi latek na deuviti

roztocich standardu o riznych koncentracich.

Koncentrace a plochy pikd jsou shrnuty v nize uvedenych tabulkach. Byly
provedeny 3 nastfiky od kazdé koncentrace. Pro vypocty byly pouzity praméry
ploch pod pikem z dil¢ich nastfiki. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci

metody linearni regrese.
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Betakaroten:

Tabulka 9: Test linearity — betakaroten

Kon(c:nfig}[)z:l €| Plocha piku
0,5 4800
1 8401
2 29472
5 67914
7,5 95294
10 144211
20 408811
30 644789
50 1248490

1500000
1000000
g 500000
< 0 1 1 1
-500000 20 40 60
c (mg/l)

Obrazek 21: Graf linearni regrese — betakaroten

Regresni funkce: y = kx + q

Pocet bodlin =9

Smérnice k = 24917,88 + 999,58
Absolutni ¢len q = -54163,33 + 21037,45
Korelaéni koeficient R = 0,994415

Rezidualni odchylka S, = 47123,71
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Lutein:

Tabulka 10: Test linearity — lutein

Kon(c:nfig}[)z:l ce Plocha piku
0,25 2784
0,5 4886
1 18130
2,5 43199
3,75 74833
5 92278
10 255503
15 382062
25 690911
800000
600000
400000
‘5’ 200000
< 0 1 1 |
-200000 20 40 60
c (mg/l)

Obrazek 22: Graf linearni regrese — lutein

Regresni funkce: y = kx + q

Pocet bodlin =9

Smérnice k = 13928,38 + 339,7871
Absolutni ¢len q = -21154,18 + 7151,243
Korelaéni koeficient R = 0,997924

Rezidualni odchylka S;.; = 16018,72
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Zeaxanthin:

Tabulka 11: Test linearity — zeaxanthin

Kon(c:nfig}[)z:l €| Plocha piku
0,25 1313
0,5 2535
1 9907
2,5 24109
3,75 28982
5 53162
10 147134
15 222097
25 413408
500000
400000
300000
¢ 200000
<:t 100008 | | |
-100000 20 40 60
c (mg/l)

Obrazek 23: Graf linearni regrese — Zeaxanthin

Regresni funkce: y = kx + q

Pocet bodlin =9

Smérnice k = 8338,108 + 276,2933
Absolutni ¢len q = -16439,43 + 5814,937
Korelaéni koeficient R = 0,996179

Rezidualni odchylka S, = 13025,41
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5.2.4 Presnost

K ur€eni parametru pfesnosti bylo pouzito celkem pét roztokd, jejichz pfiprava
je popsana v kapitole 4.5.3. U kazdého roztoku byly provedeny dva nastriky na
kolonu. Z téchto dvou nastfiki byl ziskan pramér, ktery byl pfepocten na

navazku 9 g, dle vzorce:

x=4-—

m
A je primérna plocha piku jedné latky
m je hmotnost konkrétniho vzorku

Nakonec byly z takto ziskanych praméra ureny relativni smérodatné odchylky

stanoveni jednotlivych karotenoidu ve vzorcich tresni.

Tabulka 12: Hodnoty pfesnosti analytické metody

Betakaroten Lutein Zeaxanthin

S 44660 17259 7530
rameérné

hodnoty 47323 18749 8287

ploch piku 44625 17449 7745

prepocitane | 47879 18255 7782
na navazku

53343 20833 9015

Primér 47567 18510 8072

SD 3558 1433 596

RSD (%) 7,48 7,74 7,38
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5.2.5 Spravnost

Spravnost byla vyjadiena vytéznosti.

Ke zjisténi vytéznosti byly pouzity roztoky, které byly pfipraveny podle kapitoly
4.5.3. U kazdého roztoku byly provedeny dva nastfiky na kolonu. Ze ziskanych
hodnot byla vypoc¢tena primérna plocha piku a nasledné byla pfepoctena na

navazku 9 g dle vzorce uvedeného v kapitole 5.2.4.

Samotna vytéznost byla spocitana podle vzorce:

R = (ASsz _AVZ) .100

i

St
Astvz je prumeér ploch pika s pfidavkem standardu
Av; je prumeér ploch pikt bez standardu
Ast je prumeér ploch pikd samotnych standardu

Tabulka 13: Vytéznost analytické metody

Betakaroten Lutein

99,90 101,42

o 107,26 110,89

Vytff,zr)‘OSt 99,81 102,63

108,79 107,75

123,89 124,14

Pramér 107,93 109,37
SD 9,83 9,11
RSD (%) 9,11 8,33

Primérné hodnoty vytéznosti stanovovanych latek byly 107,93 a 109,37 %.
Hodnoty relativni smérodatné odchylky se pohybovaly v rozmezi 8,33 az 9,11
%. Zeaxanthin ve vzorcich bez pfidavku standardu neposkytoval dostatecné

hodnotitelné piky, a proto nebyla vyhodnocena ani jeho vytéZnost.
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5.3 Stanoveni obsahu karotenoidull v odrudach tresni

VySe popsana analyticka metoda byla pouzita pro zjiSténi obsahu betakarotenu
a luteinu v plodech péti odrad tfeSni. Obsah zeaxanthinu nebylo mozno
kvantitativné stanovit z ddvodu jeho pfili§ nizké koncentrace ve vzorcich.

Stanoveni obsahu bylo provedeno metodou vnéjSiho standardu.

Obsah karotenoidl v tfeSnich byl stanoven vzdy ze dvou navazek od kazdé
odridy (celkem deset roztokd, pfipravenych podle kapitoly 4.5.4). Z vyslednych
ploch eluénich kfivek byly vypocitany primérné plochy pikd jednotlivych
karotenoidi ze dvou navazek pro kazdou odrudu. Potom bylo spocitano
mnozstvi stanovovanych karotenoidd v mg/l podle vzorce:

CV _ AVZ

Z

CS AS t

t

Cvz je koncentrace stanovované latky

Cst je koncentrace standardu

Ay, je primérna plocha piku stanovované latky prepocitana na
navazku

Ast je primérna plocha piku standardu

Mnozstvi jednotlivych karotenoidi bylo nakonec vyjadieno v ug/100g plodu
podle tohoto postupu: Nejprve byl spolteny obsah (mg/l) pfeveden na mg
vydélenim péti sty (vzorek byl extrahovan do 2 ml chloroformu). Vysledek byl
dale vynasoben hodnotou 100/navazka, ¢&imz bylo ziskano mnozstvi
karotenoidd v mg/100g. Konec¢ny vysledek byl nasoben tisicem, a tim pfeveden

na jednotky pg/100g (ug karotenoidu/100g ovoce).

Nize jsou uvedeny chromatografické zaznamy jednotlivych méfenych odrud.
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Obrazek 24: Chromatogram stanoveni obsahu karotenoidd v odridé "Gloria”
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Tabulka 14: Stanoveni obsahu karotenoid( v odriidé "Gloria®

GLORIA Ast Cst (Mg/l) Az cvz (mg/l) | (ug/1009)
Betakaroten| 54062 2 1828 0,068 1,52
Lutein 28793 1 638 0,022 0,50

V odrudé tfesSni "Gloria” bylo stanoveno 1,52 ug betakarotenu a 0,5 ug luteinu

na 100 g ploda.
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5.3.2 Rum
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Obrazek 25: Chromatogram stanoveni obsahu karotenoidt v odridé ‘Rum’

Tabulka 15: Stanoveni obsahu karotenoidd v odriidé ‘Rum’

RUM Ast |cst(mg/l)| Az |cvz(mgll)|(ug/1009)
Betakaroten| 54062 2 1454 0,054 1,21
Lutein 28793 1 805 0,028 0,63

V odrudé tfeSni ‘'Rum’ bylo stanoveno 1,21 ug betakarotenu a 0,63 ug luteinu

na 100 g ploda.
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5.3.3 Jubileu SI
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Obrazek 26: Chromatogram stanoveni obsahu karotenoidu v odrudé
Jubileu SI’

Tabulka 16: Stanoveni obsahu karotenoid( v odrtidé “Jubileu SI”

JUBILEUSI| Ag |cs(mg)| Aw |cw (mgh)|(ug/i100g)
Betakaroten| 54062 2 5942 | 0,220 | 4,99
Lutein 28793 1 779 0,027 0,62

V odrudé tfesSni "Jubileu SI” bylo stanoveno 4,99 ug betakarotenu a 0,62 ug
luteinu na 100 g plodu.
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5.3.4 NY 13688
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Obrazek 27: Chromatogram stanoveni obsahu karotenoidu v odrudé
‘NY 13688’

Tabulka 17: Stanoveni obsahu karotenoidd v odridé ‘NY 13688

Betakaroten| 54062 2 4700 0,174 3,76
Lutein 28793 1 615 0,021 0,46

V odrudé tfeSni ‘NY 13688° bylo stanoveno 3,76 ug betakarotenu a 0,46 ug
luteinu na 100 g plodu.
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5.3.5 Svesti¢kova
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Obrazek 28: Chromatogram stanoveni obsahu karotenoidu v odrudé

"Svestic¢kova”

Tabulka 18: Stanoveni obsahu karotenoidt v odridé “Svestickova”

SVESTICKOVA| Aq  |ca(mgl)| Aw |cw (mgll)|(ug/100g)
Betakaroten | 54062 2 23230 | 0,859 | 18,13
Lutein 28793 1 14545 | 0,505 | 10,66

V odridé tredni "Svestickova“ bylo stanoveno 18,13 pg betakarotenu a 10,66

Mg luteinu na 100 g plodu.
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5.4 Diskuze
U vétsiny testovanych odrad, kromé odriidy "Svestickova’, bylo zji$téno, Ze
obsah karotenoidl je pfiliS nizky pro vyhodnoceni pomoci kalibracni kfivky.
Proto bylo hodnoceni provedeno jako vysledek pfimého srovnani vU i
standardu o definované koncentraci. Ziskané hodnoty jsou vSak pouze
orientaCni, a to zejména u luteinu, kde se hodnoty pohybovaly na hranici

detekovatelnosti a byly pod validovanym rozmezim linearity.

Jelikoz vyzkum na téma stanoveni karotenoidd v tfeSnich a viSnich bude
na pracovisti i po této diplomové praci dale pokraCovat, zejména analyzou visni,
kde se oCekava vyssi koncentrace karotenoidu a je jiz potvrzena predbéznymi
vysledky [34], bude potieba vyvinutou metodu dale upravit a to zejména

z ohledu zvyseni citlivosti stanoveni.

Jelikoz neni mozné pro tento ucel pouzit vy$Si davkovany objem vzorku kvuli
pretizeni kapacity kolony, nabizi se prakticky pouze dvé mozZna FeSeni.
Rozsifeni kalibraCni kfivky a ovéfeni linearity k nizS§im koncentracim nabizi
pouze omezeny rozsah feSeni problému. Proto druhou a uc€innéjSi variantou
bude testovani zvySeni navazky a snizeni objemu extrakéniho Ccinidla se
soucasnym odpafenim extrakéniho Cinidla a zakoncentrovanim do mens$iho
objemu. Tato moznost nabizi 5 - 10 nasobné zakoncentrovani karotenoidu, coz

by mélo byt pro analyzu zejména betakarotenu dostacujici.
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6 ZAVER
V této diplomové praci byla popsana HPLC metoda pro stanoveni betakarotenu,
luteinu a zeaxanthinu. U dané metody byly zjiStény nasledujici optimalni
podminky. Méfeni bylo provedeno na koloné RP-Amide; 100 x 4,6 mm; 5 ym
od firmy Supelco Analytical. Jako mobilni faze byla pouzita smés acetonitrilu
a roztoku, vzniklého smisenim dichlormethanu s n-hexanem v poméru 1:1. Cela
analyza probihala v rezimu isokratické eluce. Prutok mobilni faze byl zvolen

1,409 mil/min a teplota 30°C. Pro detekci stanovovanych karotenoidu byla,
pomoci promérfeni hodnot absorpCnich maxim, ur€ena vinova délka 450 nm.

Retenc¢ni Cas pro betakaroten byl 4,424 minut, lutein 3,079 minut a zeaxanthin
3,478 minut. Proméfenim linearity v koncentraénim rozmezi 0,5; (0,25) — 50
mg/l byly ziskany nasledujici hodnoty korelacnich koeficientll. Pro betakaroten
0,99441, pro lutein 0,99792 a pro zeaxanthin 0,99618. Opakovatelnost, ktera
byla zjistovana pro koncentrace 0,5; 5 a 10 mg/l, pro jednotlivé latky
dosahovala hodnot smérodatnych odchylek v rozmezi 0,47 — 5,06 %. Pfesnost
byla vyjadfena jako relativni smérodatna odchylka, ktera dosahovala hodnoty
7,48 % pro betakaroten, 7,74 % pro lutein a 7,38 % pro zeaxanthin. Spravnost
byla urena pomoci vytéznosti a kvlli nedostate¢né koncentraci zeaxanthinu
ve vzorcich byla stanovena pouze pro betakaroten a lutein. Primérné hodnoty
vytéZnosti zkoumanych latek byly 107,93 a 109,37 % a hodnoty jejich relativni
smérodatné odchylky 8,33 a 9,11 %.

Vysledky validace metody v této praci ¢asto nedosahuji idealnich hodnot. Bylo
a nizsi spolehlivosti méfici sestavy béhem validace metody. | pfes zminéné
nedostatky ma tato prace urCitou hodnotu prfedevsim jako podklad pro dalSi

zkoumani karotenoidu z rostlinnych zdroju.

Orientacné stanoveny obsah hodnocenych karotenoidu v tfeSnich dosahoval
hodnot 1,52 ug/100g betakarotenu a 0,50 ug/100g luteinu pro odridu "Gloria“,
1,21 ug/100g B-kar a 0,63 pg/100g Lut pro odrddu ‘Rum’, 4,99 ug/100g B-kar
a 0,62 ug/100g Lut pro odridu "Jubileu SI’, 3,76 ug/100g B-kar a 0,46 ug/100g
Lut pro odridu '‘NY 13688°, 18,13 ug/100g B-kar a 10,66 pg/100g Lut
pro odriidu "Svesti¢kova".

Nejvy3$si obsah karotenoid(i byl zji$tén v odridé "Svestickova'.
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