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ABSTRAKT

Tato rigordzni prace se zabyva Gipravou metody separace karotenoidl luteinu, betakarotenu
a zeaxanthinu prevzaté z diplomové prace (Optimalizace chromatografickych podminek
pro HPLC stanoveni vybranych karotenoidi, Petra Dvotakova, 2009). Zakladni metodou je
HPLC s VIS detekci. Uprava spoéivala ve vyvinuti gradientové eluce pro zkraceni doby
analyzy. Pii optimalizaci postupu gradientové eluce byly testovany Ctyti zpusoby.

Druhym ukolem této rigordézni prace je shrnuti extrakcnich zplisobl pro vybrané
karotenoidy, které byly publikovany v odborné literatuie a navrzeni zpusobu extrakce
vhodnych pro izolaci karotenoidl z potravnich doplikii.

Pti hledani optimalniho zplsobu extrakce byla vyuzivana extrakce organickymi
rozpoustédly.

ZkouSena byla jak prosta extrakce do organického rozpoustédla, tak extrakce s predchozi
upravou vzorku saponifikaci nebo okyselenim extrak¢éniho prostiedi.

Ptes vyzkouSeni celé fady postupti a organickych rozpoustédel se nepodafilo nalézt

optimalni a univerzalni zptisob extrakce karotenoidti z Iékovych forem.



ABSTRACT

This rigorous thesis deals with modification of method for separation carotenoids lutein,
betacarotene and zeaxanthin borrowed from diploma thesis (Optimization of
chromatographic conditions for HPLC determination of chosen carotenoids, Petra
Dvotéakova, 2009). HPLC with VIS detection is the basic method. This method was
modified by gradient elution for compressed time of analysis. Four ways of gradient
elution were tested during optimization of new procedure.

The second aim of this rigorous thesis is summary of extraction ways for carotenoids
published in special literature and proposition of extraction procedures for carotenoids
from dietary products.

Extraction with organic solvents was used during searching for optimal way for extraction.
Simple extraction with organic solvent was tested as basic method, but extraction with
previous modification of sample (saponification or acidification of extraction medium) was
tested too.

In spite of testing of many various ways for extraction and many various organic solvents,

there wasn’t find optimal and universal extraction way.



Pouzité zkratky

ACN Acetonitril
ARMD  Vékem podminéna makularni degenerace
BHT Butylhydroxytoluen

CL Cesky 1ékopis
HDL High density lipoproteins = lipoproteiny s vysokou hustotou

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie

IC Infracervend oblast spektra elektromagnetického zateni

LLE Extrakce organickymi rozpoustédly

SFE Superkriticka fluidni extrakce

SPE Extrakce na pevnych fazich

SST System suitability test = test vhodnosti chromatografického systému
SUKL Statni Gistav pro kontrolu lé¢iv

THF Tetrahydrofuran

uv Ultrafialova cast spektra elektromagnetického zéaieni

VIS Viditelna ¢ast spektra elektromagnetického zafeni
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1 Uvod!

Lutein, betakaroten a zeaxanthin patfi do skupiny karotenoidd. Tyto latky jsou
charakteristické¢ vyraznym zbarvenim od zluté az po Cervenou barvu, které je zptisobeno
velkym poctem konjugovanych dvojnych vazeb v molekule. Tato vlastnost zaptiCiiuje
také jejich antioxidac¢ni aktivitu, kvili které jsou karotenoidy vyuzivany v prevenci
onemocnéni zrakového aparatu, kardiovaskularnich onemocnéni a nékterych typa
rakoviny.

Ptirozené se tyto latky vyskytuji v ovoci, zelenin€ a v mase. Pfijem téchto latek
potravou, ktery by byl dostatetny pro prevenci onemocnéni napt. zrakového aparatu, by
vyzadoval konzumaci velkého mnoZzstvi ovoce a zeleniny, coz je nerealné (denni piijem
luteinu, ktery muze oddalit nastup vékem podminéné makularni degenerace — ARMD, je
6 mg, coz odpovida konzumaci napt. 2 liber kukufice, 2 saldtovych misek Spenatu nebo
jedné salatoveé misky kapusty).

Proto jsou tyto latky obsazeny v fad¢ potravnich doplikl dostupnych v Iékarnach.
Ve vétsiné pripada se vSak jednd pouze o potravni doplinky a ne o registrované léky.
Nevyhodou tedy je, ze deklarovany obsah karotenoidii nemusi odpovidat skute¢nému
obsahu, protoZe neni garantovan zadnou autoritou (napt. SUKL).

Prodej piipravku, ktery neobsahuje to, co by mél obsahovat, povazuji za naprosto
nemoralni, ovSem v soucasné dob¢ neni zjistitelné, zda potravni dopliky obsahuji to, co

maji, protoZe nad nimi neni stanoven zadny zptisob kontroly.

! Kapitola byla vypracovana ze zdroje 1



2 Cil prace

Cilem této rigorézni prace bylo vyvinout, optimalizovat a validovat metodu pro
extrakci a stanoveni luteinu, betakarotenu a zeaxanthinu v potravnich doplicich
dostupnych na trhu v Ceské republice. Rada t&chto potravnich doplikti dostupnych
Vv 1ékarnach totiz budi podezieni jednak deklarovanym obsahem latek (ktery je pomérné
vysoky) a jednak nizkou cenou. Proto jsem si dala za cil ovétit, zda jsou tyto potravni
dopliiky skute¢né diivéryhodné a obsahuji to, co obsahovat maji.

Pti volbé postupu pro extrakci karotenoidli z potravnich doplikl jsem vychazela
z ¢lankd publikovanych v odborné literatufe. Pro stanoveni karotenoidid jsem vyuZila
a modifikovala metodu z diplomové prace (Optimalizace chromatografickych podminek
pro HPLC stanoveni vybranych karotenoidd, Petra Dvorakova, 2009). Zakladni metodou
byla HPLC s VIS detekci.



3 Teoreticka cast

3.1 Karotenoidy®

Karotenoidy jsou rostlinnd barviva, kterd patii do skupiny tetraterpeni. To jsou
latky, které obsahuji v molekule 40 atomiti uhliku a velky pocet konjugovanych dvojnych
vazeb, které maji vétSinou all-trans konfiguraci. Velky pocet konjugovanych dvojnych
vazeb zpuisobuje absorpci viditeIného svétla, a proto jsou tyto slouceniny barevné.

Tvofti skupinu Zlutych, oranzovych, ¢ervenych a fialovych barviv, kterd doprovazeji
v rostlinach chlorofyl, ale vyskytuji se 1 v mikroorganismech a zivocisnych organech
a jako zasobni latky jsou ukladany do tukové tkané (napt. vajeény Zloutek, jatra, pigment
sitnice oka). D¢li se do dvou skupin:

Karoteny: jedna se o uhlovodiky (o-karoten, p-karoten, y-karoten), které maji
Vv molekule jeden nebo dva cyklohexenové kruhy spojené konjugovanym uhlovodikovym
fetézcem.

Xantofyly: jedna se o kyslikaté slouceniny (zeaxanthin, lutein, cryptoxanthin,
a dalsi) odvozené od karotend, které¢ v molekule obsahuji hydroxylové skupiny a jedna se
0 alkoholy nebo dioly. V rostlinnych tkanich jsou pfitomny bud’ volné, nebo vazané ve
formé esterti s vy$§imi mastnymi kyselinami, nebo ve form¢ glykosidu.

Karotenoidy jsou latky rozpustné v tucich a nékterych organickych rozpoustédlech
(chloroform, hexan, petrolether). Nerozpousti se ve vodé¢, omezené v ethanolu.

Rada latek ztéto skupiny ma charakter provitaminu A, ktery je nezbytny pro
spravnou funkci kiize, sliznic a sitnice. Dulezity je pro rast a nitrod€lozni vyvoj. Jeho
nedostatek se projevuje suchou kizi, Serosleposti apod.

Kromeé role provitaminu A se karotenoidy Gc¢astni dalSich procest v organismu jako
antioxidanty, regulatory bunécné proliferace a diferenciace, modulatory imunitnich reakci
a metabolismu karcinogent, stimulatory komunikace mezi buiikami a jako filtry UV
zareni.

Piijem karotenoidii snizuje riziko kardiovaskularnich onemocnéni (ischemicka
choroba srde¢ni, méstnavé srde¢ni selhdni, aterosklerdza, diabeticka kardiomyopatie,...),

nékterych nddorovych onemocnéni (rakovina tlustého stieva).

? Kapitola byla pievzata ze zdroje 2
¥ Kapitola byla vypracovana ze zdrojii 3, 4, 5, 6
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V této praci jsem se zabyvala tfemi latkami — betakarotenem, luteinem
a zeaxanthinem, které jsou vyuzivany predev§im v potravnich doplicich urcenych

k predchazeni rozvoje vékem podminéné makularni degenerace.

3.1.1 Lutein*

Struktura:

Obrazek 1: Strukturni vzorec luteinu

Sumarni vzorec: CaoHs60,

Mr: 568,88
Teplota tani: 190 °C
CAS: 127-40-2

Tento karotenoid patii do skupiny xantofyld. Ma zlutou barvu a nema aktivitu
provitaminu A. Nejvétsi obsah luteinu je v ovoci, zelening, obili a vejcich. Vysoky obsah
je také vtasach. Z vyssich rostlin je lutein zastoupen v kvétech mésicku lékatského,
V fepce olejce, pomerancich, merunkach, Spenatu atd., z fas 1ze jmenovat Chlorellu.

V zivocCiSnych organismech je transportovan HDL lipoproteiny a to diky své

relativné vysoké polarité. Skladovan je v jatrech a krvi a v téle piisobi jako antioxidant.

3.1.2 Zeaxanthin®

Struktura:

OH

Obrazek 2: Strukturni vzorec zeaxanthinu

Sumarni vzorec: C4oHs602
Mr: 568,88
Teplota tani: 215,5 °C

* Odstavec byl vypracovan ze zdroji 4, 7, 8
® Odstavec byl vypracovéan ze zdroji 4, 6
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CAS: 144-68-4

Stejn¢ jako Iutein patii do skupiny xantofyld a je v podstaté jeho polohovym
izomerem. Ma vyrazné zlutou barvu a vyskytuje se v ovoci a zelening, vétSinou spolu
s luteinem. Vysoky obsah je v zrnech kukufice.

Zeaxanthin ma s luteinem podobnou nejen strukturu a zdroje, ale také vlastnosti.

Béhem ptipravy roztokli standardi téchto latek byla vSak zjisténa rozdilna
rozpustnost luteinu a zeaxanthinu v chloroformu. Zeaxanthin se v chloroformu Iépe
odezvou.

Lutein se naproti tomu dobie rozpoustél i v ethanolu.

3.1.3 Betakaroten®

Struktura:
CHy CHy e
HiC CHy
RV NP T e e N
Hyt  CH,

CH CH
CHy ® 2

Obrazek 3: Strukturni vzorec betakarotenu

Sumarni vzorec: CaoHsg

Mr: 536,88

Teplota tani: 183 °C

CAS: 7235-40-7

Betakaroten patii do podskupiny karotent. Jedna se o rostlinné barvivo oranzové
barvy a s aktivitou provitaminu A. Vyskytuje se v ovoci a zeleniné, vysoké mnozstvi je
v merunkach, mrkvi, paprikéach, apod.

Ve své molekule neobsahuje Z4dnou hydroxylovou skupinu, je to tedy lipofilni
latka rozpustna v lipofilnich rozpoustédlech (napt. chloroform), prakticky nerozpustna ve

vodé a ethanolu.

® Qdstavec byl vypracovéan ze zdroji 4, 9
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3.2 Metody extrakce karotenoidi’

Navrzené extrakéni zplisoby vychazely jednak z vlastnosti stanovovanych
karotenoidil a jednak z ¢lankd publikovanych v odborné literatute.

Vétsina zplisobil vyuziva extrakei do organickych rozpoustédel bud’ samostatnou,
nebo v kombinaci s ptisobenim ultrazvuku, nebo saponifikace.

Metody shrnuté v nasledujici tabulce se vzdy netykaji pfimo/pouze luteinu,
betakarotenu a zeaxanthinu, ale vzhledem k tomu, Ze vSechny karotenoidy maji podobné
vlastnosti, bylo moZzné z nich vychazet. VétSina metod rovnéZz nevyuziva jako zdroj
karotenoidil kapsle nebo tablety, ale ptirodni zdroje (ovoce, zelenina, jatra,...), které jsou

vvvvvv

modifikovany a to 1 vzhledem k vybaveni laboratofte.

” Kapitola byla vypracovana ze zdroji 7, 8, 10, 1, 11
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Zdroj Stanovované ‘o x o o1 . .
karotenoidil litky Typ extrakce Rozpoustédla a dalsi chemikalie Zdroj Poznamka
Extrakce rozpoustédlem
Extrakéni rozpoustédlo - hexan
Extrakce rozpoustédlem
+ saponifikace Porovnani
Kufeci jatra Lutein 7 vytezku rvuz,nych
extrakénich
Extrakce rozpoustédlem . postupi
+ ultrazvuk Saponifika¢ni roztok - 10 g Na OH, 1 g BHT,
50 ml ethanol, 50 ml voda
Extrakce rozpoustédlem +
saponifikace + ultrazvuk
Extrak¢ni rozpoustédlo - dichlormethan
Rasa "
Chlorella Lutein Extrakce rozp(_)ustedlem 8
. + saponifikace
vulgaris

Saponifika¢ni roztok - 10 M KOH s 2,5 %
kyseliny askorbové
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pokracovani z piedchozi strany

Zdroj Stanovované ‘o x o o . ,
karotenoidil litky Typ extrakce Rozpoustédla a dalsi chemikalie Zdroj Poznamka
Extrakéni rozpoustédlo - hexan Antioxidadnt pfi
Vajecny . Extrakce rozpoustédlem saponifikaci -
y Lutein o 10 roztok kys.
Zloutek + saponifikace Saponifikaéni roztok - 10% NaOH (vodny) askorbové
(0,1 g/ml)
Extrak¢ni rozpoustédlo I - aceton
Kukufice Lutein Extrakce roz_pc_)ustedlem Extrak¢ni rozpoustédlo I.I - sm¢es 1
+ saponifikace etheru a hexanu (1:1)
Saponifika¢ni roztok - 10% KOH
(methanolicky)
Mrkvovy
protlak | aroten, p- Okyselujici roztok - 0,5 ml BHT, 10 ml 0,1 M
Dzus karoten, HC Kvantifikace
lutein, Extrakce rozpoustédlem 11 Karotenoidd
Potravni zeaxanthin, v kyselém prostiedi 7 riznvech zdroid
dopliiky | Cryptoxanthin, 4 )
(tablety, trans-retinol Extrakéni rozpoustédlo - chloroform
kapsle)

Tabulka 1: Prehled extrakcnich zpiisobii pouzivanych pro extrakci karotenoidit publikovanych v odborné literature
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3.3 Extrakce®

Pii HPLC analyze karotenoidd je nutna jejich piedchozi extrakce. V fadé ¢lankt
publikovanych v odborné literatuie byl jako zdroj karotenoidii vyuzivan biologicky
material. V této praci byly jako zdroj karotenoidit vyuzivany lékové formy raznych
potravnich doplikt. Jednalo se o tablety, tvrdé a mékké zelatinové tobolky.

Metody extrakce 1ze rozdélit na:

= Extrakce organickymi rozpoustédly — LLE (liquid-liquid extraction)
= Extrakce na pevnych fazich — SPE (solid phase extraction)
= Superkriticka fluidni extrakce — SFE (extrakce kapalinou v nadkritickém

stavu)

3.3.1 Extrakce organickymi rozpoustédly
Tento zplsob extrakce je nejpouzivanéjsi a instrumentalné nejméné narocny.
V nejjednodusSim provedeni se jednd o vytfepavani 2 vzajemné nemisitelnych kapalin
(opacéné polarity), Vv nichz extrahovand latka vykazuje rozdilnou rozpustnost.
Extrakce organickymi rozpoustédly probihé podle rozd€lovaciho koeficientu K:
K = koncentrace latky v organické fazi / koncentrace latky ve vodné fazi
Extrakce rozpoustédly je ovliviiovana fadou faktort, ke kterym patfi:
= FyzikdIn¢ chemické vlastnosti rozpoustédla
= pH vodné faze
=  Vziajemny pomeér fazi
= Zpusob a doba trvani extrakce
= Zpusob piedchoziho zpracovani vzorku

= Fyzikidlné chemické vlastnosti rozpoustédla: Rozpoustédlo volime podle

vlastnosti extrahované latky. K zdkladnim pozadavkiim patii, aby rozpoustédlo bylo
nemisitelné s vodnou fazi a nereagovalo s extrahovanou latkou. K dal§im pozadavkim lze
ptifadit nehotflavost a pfijatelnou toxicitu s ohledem na zivotni prostfedi a bezpecnou
manipulaci. Nejcastéji pouzivanymi rozpoustédly jsou chloroform, ether, aceton,
ethylacetat.

= pH vodné fize: tento faktor se uplatituje pii extrakci latek charakteru slabych

kyselin a zasad. Plati totiz, Ze ptes fazové rozhrani pfechdzi pouze neionizované molekuly.

® Kapitola byla vypracovana ze zdroji 12, 13, 14, 15
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Z toho vyplyva, Ze slabé baze se budou lépe extrahovat v bazickém prosttedi, protoze
Vv kyselém prostiedi ionizuji a nebudou tedy prechazet pies rozhrani kapalina — kapalina.
Opacné to plati pro latky slabé kyselé.

= 7Zpusob a doba trvani extrakce: ztohoto hlediska lze extrakci rozdélit na

jednostupiovou a vicestupnovou. Pti vicestupniové extrakci celkovy objem rozpoustédla
rozdélime na nékolik ¢asti a s témi pak provadime extrakci a ziskané extrakty spojime.
Protoze extrakce mezi 2 fazemi probiha po koncentraénim gradientu, tak ma tento zptsob
provedeni extrakce vyss$i vytéznost. Doba extrakce nesmi byt neimérné dlouhd a nesmi pfi
ni dochazet k tvorbé emulzi ¢i rozkladu extrahovanych latek.

Dalsim zptisobem provedeni extrakce je pouziti ultrazvuku v prubéhu extrakce.
V piipad¢ extrakce z biologického materidlu dochéazi k rozruseni biologickych membran
atak ke zvySeni vytéznosti. Pfi extrakci z 1ékovych forem dochazi k jejich rychlejsimu
rozpadu.

Vytéznost extrakce je také zvySena protfepavanim, protoze se tak zvetsi plocha
mezi dvéma fazemi, tedy rozhrani, ptres které prechazi extrahované latky. Protfepavani

vSak musi byt opatrné, aby nedochdzelo ke vzniku emulzi.

= Zpiusob ptedchoziho zpracovani vzorku: piedchozi zpracovani vzorku ovliviiuje

vytéznost extrakce. V piipad¢ biologického materidlu se miize jednat o rozdrobnéni vzorku
pii kterém dochazi k rozruseni biologickych membrén a latka pak muaze 1épe prechazet do
rozpoustédla nebo o predvlhceni, pii kterém bunééné membrany nabobtnaji. V ptipadé
Iékovych forem extrakci usnadiuje rozdrceni tablet ¢i otevieni zelatinovych tobolek.

Mezi jeden ze zplUsobli zpracovani vzorkl pied extrakci karotenoidti patii
i saponifikace.

Jedna se o zmydelnéni zbytkli vysSich mastnych kyselin (mydla jsou sodné nebo
draselné soli vysSich mastnych kyselin), které mohou byt v biologickém materialu vazany
na hydroxylové skupiny xantofyli (napf. lutein nebo zeaxanthin).

Pii saponifikaci dochazi Kk alkalické hydrolyze esterti vysSich mastnych kyselin
s karotenoidy za vzniku volnych karotenoidii a mydel. Saponifikace tak zvySuje vytéZnost
extrakce. Vlivem alkalického prostfedi vSak mize dochéazet k rozkladu karotenoid, proto
je nutné pouzivat antioxidacni ptisady (napiiklad BHT nebo kyselinu askorbovou).

Mezi nej€astéji pouzivana rozpoustédla patii ethylacetat, dichlormethan a dalsi.

K vyhoddm extrakce organickymi rozpoustédly patfi jeji univerzalnost a dobra

vytéznost (Ize zvysit zakoncentrovanim vzorku odpatenim rozpoustédla). Mezi nevyhody
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patii zejména zdlouhavost pracovniho postupu a spotieba organickych rozpoustédel a tedy

nesetrnost k Zivotnimu prostredi.

N5 DISSOLUTION IN SMALL
YOL. OF MOBILE PHASE

INJECTION
TO A COLUMP

SEPAR. OF
ORGANMIC SOLV.

CENTRIFUGE THICKENING

Obrazek 4: Schema extrakce organickymi rozpoustédly

3.3.2 Extrakce na pevnych fazich

Tento zpUsob vyuziva extrakénich kolonek, které jsou naplnéné pevnym sorbentem.
Sorbenty pouzivané pii extrakci jsou stejné jako sorbenty vyuzivané v HPLC kolonach, ale
kolonky jsou plnéné vétSimi Casticemi a maji vétsi pramer.

Pte extrakci na pevnych fazich jsou vyuzivany dva rozdilné postupy.

= Latky, které chceme izolovat pro dalsi analyzu mohou byt zachycovany
(adsorbovany) na kolonce a po odmyti balastnich latek je z kolonky extrahujeme vhodnym
rozpoustédlem.

= Latky, které chceme izolovat prochazi kolonkou nezadrzeny a sorbuji se na ni
balastni latky.

Priitok kolonkou je zajistén bud’ ptisobenim ptetlaku, nebo naopak podtlakem.

Vyhodou extrakce na pevnych fazich je moznost automatizace a moznost spojeni
s HPLC. Dalsi vyhodou je, ze sorbovany analyt nemusi byt z kolonky eluovan ihned, ale
muze byt s kolonkou napt. zamrazen a uchovan pro pozd¢jsi analyzu.

Nevyhodou je vysoka cena extrakcénich kolonek.

WASHING
| ELUTION
! 1
SAMPLE ¥ .

—_—

SELECTIVE

ADSORPTION i

4 OF DRUG h

REMOVAL OF
UNDE SIR ABLE
BALAST SUBSTANCES

% - -_— INJECTION
TO A COLUMMN

Y
! SOLUTION
THICKENING

SELECTIVE DESORPTION
WITH SUITABLE SOLVEMNT

Obrazek 5: Schéma extrakce na pevnych fazich
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3.3.3 Superkriticka fluidni extrakce®

Superkriticka fluidni extrakce vyuziva vlastnosti superkritickych kapalin. Jako
kapalina v superkritickém (nadkritickém) stavu je nejéastéji vyuzivan CO,. V nadkritickém
stavu se nachazi pti 31 ° C a 7,3 Mpa.

Superkritické kapaliny maji nékteré vlastnosti jako plyny (viskozita) a nékteré
vlastnosti jako kapaliny (hustota a rozpoustéci schopnost).

CO; jako nadkriticka kapalina je vhodny zejména pro extrakci nepolarnich latek.
Jeho vyhodou je nehoflavost, neni toxicky, je levny a je kompatibilni sIC
i spektrofotometrickymi detektory. Nevyhodou je, Ze je nepolarni a neni tedy vhodny pro

extrakci polarnich latek.

% Odstavec byl vypracovan ze zdroje 14
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Material a pomiicky

Standardy karotenoidi: Lutein, Applichem

Zeaxanthin, Applichem
Betakaroten, Fluka

Chemikalie: Methanol chromasolv, Sigma Aldrich

Acetonitril chromasolv, Sigma Aldrich

Tetrahydrofuram chromasolv, Sigma Aldrich

Hexan chromasolv, Sigma Aldrich
Methylenchlorid, Sigma Aldrich

Aceton, Sigma Aldrich

Chloroform, Sigma Aldrich

Isopropanol, Sigma Aldrich

Isobutanol, Sigma Aldrich

Dimethylsulfoxid, Sigma Aldrich

Kyselina octova, Fluka

Kyselina askorbova, Sigma Aldrich

Hydroxid draselny, Lachema

Kyselina chlorovodikova, Lachema

Destilovana voda, Millipore

Pristroje a pomiicky: Chromatograficka sestava Shimadzu

Pumpy LC-10 AD VP
Degasser DGU-14 A
Autosampler SIL-HTA

Termostat kolony CTO-10 AC VP
DAD detektor SPD-M10A VP
Fluorescencni detektor RF-10A XL

Ultrazvukova lazen, Bandelin Sonorex Digitec
Analytické vahy, Sartorius

Ttepacka, Memmert
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Centrifuga, Schoeller Instruments

Kolona: Zorbax SB C18 (50 x 4,6 mm, 1,7 um), Agilent Technologies

Testované potravni dopliiky: Centrum Silver

Lutein lux
Ocutein
Super beta-karoten

4.2 Deklarovany obsah karotenoidi v testovanych potravnich

dopliicich™
Obsah latky (mg/1davku)
Ptipravek Betakaroten Lutein Zeaxanthin
Centrum Silver 0,4 1 —
Lutein lux 3 6 0,35
Ocutein 1 3 0,5
Super beta-karoten 6 55 1,1

Tabulka 2: Deklarovany obsah karotenoidii ve vybranych potravnich dopliicich

4.3 Priprava roztoka standardi

Standardy karotenoidii byly rozpoustény, na zéklad¢ ptredchozich zkuSenosti,
V chloroformu. Navazky standardd byly rozpusStény piimo ve vialkach z tmavého skla,
ultrazvukovany po dobu 5 minut a nasledné uchovavany v chladnicce, aby se piedeslo
oxidatnim zménam latek. Ztéchto zasobnich roztokti byly pak pfipraveny smeési

standardt pro validaci HPLC metody.

4.3.1 Priprava zasobnich roztokii:

Navazka (mg) Chloroform (ul) Ko?ﬁ?gr}tlgace
Betakaroten 0,777 800 971,25
Lutein 0,515 800 643,75
Zeaxanthin 0,468 800 585

Tabulka 3: Koncentrace zasobnich roztoki standardii karotenoidii

1% Odstavec byl vypracovan ze zdroji 16, 17, 18
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4.3.2 Priprava roztoku pro validaci:

Roztok 0 pro validaci byl ptipraven smisenim 300 pl kazdého zasobniho roztoku.
Dalsi roztoky byly pak pfipravovany fedénim predchoziho roztoku pro validaci
chloroformem v poméru 1:1. Roztoky byly pfipravovany piimo ve vialkach. Koncentrace

karotenoidi v roztocich pro validaci jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Koncentrace (mg/l)
Betakaroten Lutein Zeaxanthin
Roztok 0 323,75 214,58 195,00
Roztok 1 161,88 107,29 97,50
Roztok 2 80,94 53,65 48,75
Roztok 3 40,47 26,83 24,38
Roztok 4 20,24 13,42 12,19
Roztok 5 10,12 6,71 6,10
Roztok 6 5,06 3,35 3,05

Tabulka 4: Koncentrace karotenoidii pro validaci

4.4 Optimalizace chromatografickych podminek

Jako zakladni byla pfevzata metoda zdiplomové prace (Optimalizace
chromatografickych podminek pro HPLC stanoveni vybranych karotenoidd, Petra
Dvotéakova, 2009), ktera byla upravena. Aby bylo dosazeno zkraceni doby analyzy, byla
vyvinuta a validovana gradientova eluce.

Pivodni metoda zahrnovala tyto podminky:

= Kolona - Zorbax SB C18, 50 x 4,6 mm, velikost ¢astic 1,7 um.

= Detekce — VIS 450 nm

= Slozeni mobilni fdze — methylenchlorid : hexan : acetonitril o poméru 2,5 :
2,5:95

» Déavkovany objem vzorku — 1 pl

= Rychlost pritoku mobilni faze — 1 ml/min

= Teplota—30°C

= [sokraticky rezim
Pti téchto podminkach trvala analyza 10 minut, pfi¢emZ mezi piky zeaxanthinu

a betakarotenu byla prodleva 7,5 minuty viz.obrazek 3 a tabulka 5.
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Retencni ¢as (min)
Betakaroten 9,32

Lutein 1,68
Zeaxanthin 1,87

Tabulka 5: Retencni casy karotenoidii
pri pouziti puvodni metodiky HPLC
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Obrazek 6: Chromatogram ziskany pri pouziti piivodni metodiky HPLC

4,41 Optimalizace sloZeni mobilni faze

Aby byl zkracen retencni Cas betakarotenu a soucasn¢ zlstala zachovana
dostateCna separace piki luteinu a zeaxanthinu, byl vyvijen gradient. Vychazelo se
z lipo-hydrofilnich vlastnosti karotenoidi. Eluce betakarotenu, ktery je oproti luteinu
a zeaxanthinu lipofiln¢j$i, byla urychlovana organickym rozpoustédly, proto byl

V prub¢hu eluce ménén pomér mobilni faze.
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= QGradient ¢. 1

Slozeni mobilni faze (%)

Cas (min) Methylenchlorid Hexan Acetonitril
Do 3. 2,5 2,5 95
3.-5. prechod na 10 prechod na 10 | pifechod na 80

5. - 10. 10 10 80
10. - 11. prechod na 2,5 prechod na 2,5 | ptechod na 95
11. - 15. 2,5 2,5 95

Tabulka 6: SlozZeni a zmény mobilni faze pri pouziti gradientu ¢. 1

Retencni ¢as (min)
Betakaroten 6,47
Lutein 1,7
Zeaxanthin 1,9

Tabulka 7: Retencni casy karotenoidii
pri pouziti gradientu ¢. 1
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Obrdzek 7. Chromatogram ziskany pouzitim gradientu ¢. 1

=  QGradient ¢. 2

SloZeni mobilni faze (%)

Cas (min) Methylenchlorid Hexan Acetonitril
Do 2. 2,5 2,5 95
2.-3. prechod na 10 pfechod na 10 | pifechod na 80
3.-6. 10 10 80
6.-7. prechod na 2,5 prechod na 2,5 | piechod na 95
7.-09. 2,5 2,5 95

Tabulka 8: Slozeni a zmény mobilni faze pri pouziti gradientu ¢. 2
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mALl

Retencni ¢as (min)
Betakaroten 53
Lutein 1,74
Zeaxanthin 1,94

Tabulka 9: Retencni casy karotenoidii
pri pouziti gradientu ¢. 2
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Zeaxanthin 1,94
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Obrazek 8. Chromatogram ziskany pouZitim gradientu ¢. 2
= Gradient €. 3
SloZeni mobilni faze (%)
Cas (min) Methylenchlorid Hexan Acetonitril

Do 2. 2,5 2,5 95
2.-3. piechod na 12,5 pifechod na 12,5 | piechod na 75
3. - 6. 12,5 12,5 75
6.-7. piechod na 2,5 piechod na 2,5 piechod na 95
7.-9. 2,5 2,5 95

Tabulka 10: Slozeni a zmény mobilni faze pri pouziti gradientu ¢.3

Retencni cas (min)
Betakaroten 4.8
Lutein 1,72
Zeaxanthin 1,91

Tabulka 11: Retencni casy karotenoidii
pri pouziti gradientu ¢.3
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Obrazek 9. Chromatogram ziskany pouzitim gradientu ¢.3
= Qradient €. 4
Slozeni mobilni faze (%)
Cas (min) Methylenchlorid Hexan Acetonitril
Do 2. 2,5 2,5 95
2.-3. piechod na 12,5 | ptfechodna 12,5 | ptechod na 75
3.-5. 12,5 12,5 75
5.-6. piechod na 2,5 prechod na 2,5 prechod na 95
6.-9. 2,5 2,5 95
Tabulka 12: Slozeni a zmény mobilni faze pri pouziti gradientu ¢.4
Retencni cas (min)
Betakaroten 4,81
Lutein 1,72
Zeaxanthin 1,91
Tabulka 13: Retencni casy karotenoidii
pri pouziti gradientu ¢.4
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Obrazek 10: Chromatogram ziskany pouzitim gradientu ¢. 4
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Jako nejvhodnéjsi byl zvolen gradient ¢. 4. Pfi pouziti této eluce byl Cas analyzy

zkracen na 5,5 minuty a prodleva mezi pikem zeaxanthinu a betakarotenu byla pouze

3 minuty.

Metoda byla validovdna pro tento zpusob gradientové eluce. Ostatni podminky

HPLC analyzy zustaly stejné.

4.4.2 Souhrn optimalnich chromatografickych podminek

Kolona — Zorbax SB C18, 50 x 4,6 mm, velikost ¢astic 1,7 pum.

Detekce — VIS 450 nm

Davkovany objem vzorku — 1 ul

Rychlost pratoku mobilni faze — 1 ml/min

Teplota— 30 °C

Gradientova eluce: Do 2. minuty — methylenchlorid:hexan:acetonitril
2,5:2,5:95, 2. — 3. minuta zména na methylenchlorid:hexan:acetonitril
12,5:12,5:75, tento pomér udrzen do 5. minuty. 5. — 6. minuta zména zpé&t
na methylenchlorid:hexan:acetonitril 2,5:2,5:95, ekvilibrace kolony do 9.

minuty.

4.5 Zakladni validace metody

45.1 Test vhodnosti chromatografického systému (System suitability test — SST)™
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Obrdazek 11: Chromatogram ziskany pri SST

! Kapitola byla vypracovana ze zdroje 19
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_ Pocet teoret.
Reten¢ni ¢as | Faktor symetrie Rozliseni
pater
Lutein 1,716 1,498 2431,8
Zeaxanthin 1,905 1,596 1,258 (L-2) 2239,4
Betakaroten 4,807 1,475 17,319 (Z-B) 12192,5

Tabulka 14: Hodnoty parametrii ziskanych pri SST

45.1.1 Faktor symetrie

Tento parametr se vypocitava podle vzorce:
As =Wy s/ 2d
Kde : WO0,05 = sitka piku v jedné dvaceting jeho vysky
d = vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou casti
piku v jedné dvaceting€ jeho vysky
Hodnoty pro faktor symetrie, které pozaduje CL 2005 jsou 0,8 — 1,5

Tento pozadavek je spInén pouze pro piky luteinu a betakarotenu.

45.1.2 RozliSeni

Vypocita se podle vzorce:
Rs= 1,18 (tr1 — tra) [ Wh1 + Wy
Kde: tg = retencni ¢as
W/, = sitka piku v poloviné jeho vySky
Rozli$eni, které pozaduje CL 2005 je minimalné 1,5.

Tento pozadavek je spInén pouze pro piky zeaxanthinu a betakarotenu.

4.5.1.3 Pocet teoretickych pater

Pocet teoretickych pater vyjadiuje G€¢innost kolony a vypocita se podle vzorce:
N = 5,54 (tg / Wp)?
Kde: tg = reten¢ni ¢as
W, = §itka piku v poloviné jeho vysky
CL 2005 pozaduje pocet teoretickych pater minimalng 2000. Tento pozadavek je
splnén pro vSechny tfi latky.
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45.2 Opakovatelnost

Pfi testovani opakovatelnosti byla provedena analyza Sesti nastiikti pro jednu

koncentraci od kazdé latky (validacni roztok 3). Vysledky jsou shrnuty v nésledujici

tabulce.
Koncentrace Plocha pod o o Smérodatna
(mg/l) pikem Primér odchylka RSD
374662
Betakarot 369028
etakaroten
Roztok 3 382070 373583 4888 1,31%
374578
40,47
368781
372378
212939
Lutei 208722
utein
2097
Roztok 3 09760 210026 1814 0,86%
210957
26,83
207717
210062
202033
. i 199731
eaxanthin
Roztok 3 200782 199596 1818 0,91%
2438 200026
197813
197190

Tabulka 15: Vysledky testu na opakovatelnost

Pfi testu na opakovatelnost byl splnén pozadavek na relativni smérodatnou odchylku < 1%

u luteinu a zeaxanthinu. Betakartoten tento pozadavek nespliuje.

45.3 Linearita

Linearita byla testovana na sedmi koncentracich kazdé latky (valida¢ni roztoky 0 —
6). Pro kazdou koncentraci bylo provedeno Sest ndstfikdi, pro vypocet byly pouzity
pramérné¢ hodnoty ploch pod pikem. Pro vyhodnoceni byla pouzita metoda line4rni

regrese. Vysledky jsou shrnuty v nasledujicich tabulkéach.
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Betakaroten

Koncentrace (mg/l) | Primérna plocha pod pikem
323,75 3223569
161,88 1630261
80,94 926641
40,47 375253
20,24 157119
10,12 68561
5,06 29499

Tabulka 16: Vysledky testu linearity pro betakaroten
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Obrdazek 12: Graf linedrni regrese betakarotenu

Regresni funkce: y=kx + q
Pocet bodin=7
Parametry regresni piimky a odhady jejich smérodatnych odchylek:

»  Smérnice k = 10068,66 + 211,6385

= Absolutni ¢len q = 8258,044 + 29903,04

= Koeficient korelace R = 0,998897

» Rezidudlni odchylka Sy, = 60151,9

Lutein
Koncentrace (mg/l) | Primérna plocha pod pikem
214,58 1600550
107,29 820124
53,65 593928
26,83 210473
13,42 87757
6,71 37435
3,35 15532

Tabulka 17: Vysledky testu linearity pro lutein
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Obrazek 13: Graf linedrni regrese luteinu

Regresni funkce: y=kx +q

Pocet bodin="7

Parametry regresni piimky a odhady jejich smérodatnych odchylek:

Smérnice k = 7486,889 + 433,1071
Absolutni ¢len q =25379,99 £ 40559,81
Koeficient korelace R = 0,991737
Rezidualni odchylka Sy, = 81587,29

Zeaxanthin

Koncentrace (mg/l) | Pramérna plocha pod pikem
195,00 2210700
97,50 1022460
48,75 735654
24,38 200848
12,19 80838
6,10 32839
3,05 13009

Tabulka 18: Vysledky testu linearity pro zeaxanthin
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Obrazek 14: Graf linedrni regrese zeaxatnhinu
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Regresni funkce: y=kx +q
Pocet bodin=7
Parametry regresni primky a odhady jejich smérodatnych odchylek:
=  Smérnice k =11440,12 + 582,0837
=  Absolutni ¢len q = 18662,03 + 49536,9
= Koeficient korelace R = 0,99359
= Rezidualni odchylka Sye; = 99645,26

4.6 Optimalizace extrakéniho postupu

Pii extrakci karotenoidti z potravnich doplikd se vychazelo jednak z lipo-
hydrofilnich vlastnosti téchto latek a jednak z ¢lankt publikovanych v odborné literature.
Byla testovana fada riznych rozpoustédel a rozdilnych vlastnosti extrakéniho prostredi.
Podrobngji jsou testované zpiisoby popsany v nasledujicim piehledu. Uginnost extrakce
a vypocet obsahu karotenoidi v ptipravcich byl proveden pomoci srovnani ploch piki

S roztokem standarda.

4.6.1 Extraké¢ni zpusob €. 1

Kapsle nebo tableta byla rozpusténa v 50 ml chloroformu a ultrazvukovana po dobu
15 — 30 minut. Roztok byl nakonec zfiltrovan pies 0,45 pm filtr. Rozdilna délka ptisobeni
ultrazvuku byla testovana z divodu rGzné rozpadavosti I€kovych forem jednotlivych
potravnich dopliikt. Nékteré pripravky bylo dokonce nutno mechanicky rozrusit.

Chloroform byl zvolen jako rozpoustédlo, protoZze se v ném rozpoustély standardy
latek a pro extrakci byl pouzivan i v fad¢ praci publikovanych v odborné literature.

Tento postup byl vSak pro extrakci nevhodny a ziskané extrakty neposkytovaly pfi

HPLC analyze zadné odezvy.

4.6.2 Extrakéni zpusob €. 2

Kapsle nebo tableta byla rozpusténa v 50 ml methanolu a ultrazvukovana po dobu
15 minut. Ziskany roztok byl zfiltrovan pies 0,45 pm filtr a provedena analyza.

Methanol byl testovan z diivodu jeho vyssi hydrofility, bylo totiz predpokladano, Ze
se jeho pouzitim zlep$i rozpadavost l1€kovych forem, coz se sice potvrdilo, ale ziskané

extrakty neposkytovaly pfi analyze Zadné odezvy. Tento postup byl tedy nevhodny.
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4.6.3 Extrak¢ni zpusob €. 3

Kapsle nebo tableta byla rozpusténa v 50 ml THF a ultrazvukovana po dobu
15 minut. Ziskany extrakt byl zfiltrovan ptes 0,45 um a provedena analyza.

THF byl jako extrakéni rozpoustédlo zkousen protoze se u néj predpokladala lepsi
rozpustnost extrahovanych latek se zachovanou dobrou rozpadavosti 1€kovych forem, coz

se nepotvrdilo a tento postup byl proto pro extrakci nevhodny.

4.6.4 Extrak¢ni zptsob €. 4

Kapsle nebo tableta byla rozpusténa v 50 ml acetonu a ultrazvukovana po dobu
15 minut, tento extrakt byl zfiltrovan pies 0,45 pum filtr a provedena analyza.
Aceton byl testovan jako dalsi rozpoustédlo pro jednoduchy zplsob extrakce na

zéklad¢ odborné literatury, ale ani tento postup nebyl vhodny.

4.6.5 Extraké¢ni zpusob €. 5

Ke kapsli nebo tableté bylo ptidano 0,5 ml roztoku kyseliny askorbové (¢10,0 g/l)
a 20 ml 0,1 M kyseliny chlorovodikové. Smés byla protiepavana 30 minut pii 60 °C. Pak
bylo piidano 20 ml chloroformu a protfepavano dalSich 5 minut. Pak byla smés odstfedéna
(6000 ot/min) po dobu 5 minut a chloroformova vrstva byla oddélena. K vodné vrstvé bylo
piidano dalSich 20 ml chloroformu a extrakce zopakovana. Spojené chloroformové vrstvy
byly ptefiltrovany ptes 0,45 um filtr a provedena analyza.

Tento extrakéni postup se snazi napodobit kyselé¢ prostredi zaludku, kam se
piipravky pii pouzivani pacientem dostanou a tedy musi uvolnit G¢inné latky. Roztok
kyseliny askorbové byl ptidan jako antioxidant, aby se ptfedeslo oxida¢nim zménam.

Pfi pouziti tohoto postupu extrakty vykazovali na chromatogramu odezvy

stanovovanych latek.

4.6.6 Extrakéni zptsob €. 6

Ke kapsli nebo tableté¢ bylo pfidano 20 ml 20% vodného roztoku hydroxidu
draselného a smés byla protfepavana 30 minut pii 60 °C. Pak bylo pfiddno 30 ml
chloroformu a protiepavano dalSich 10 minut. Pak byla smés odstiedéna (6000 ot/min) po
dobu 5 minut. Oddé¢lena chloroformova vrstva byla zfiltrovana pfes 0,45 pm filtr
a provedena analyza.

Roztok hydroxidu draselného byl pouZit jako saponifikaéni roztok. Lutein

a zeaxanthin jsou latky ze skupiny xantofyli, maji tedy v molekule hydroxylové skupiny,
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které mohou byt blokovany vazbou s mastnymi kyselinami. Saponifikaci dochézi
k uvolnéni latky z vazby s mastnou kyselinou a latka miize byt extrahovana.
Pii pouziti tohoto postupu extrakty vykazovali na chromatogramu piky

stanovovanych latek.

4.6.7 Extraké¢ni zptsob €. 7

Ke kapsli nebo tableté bylo piidano 20 ml 20% methanolického roztoku hydroxidu
draselného a smés byla protfepavana 20 minut pii 60 °C. Pak bylo pfidano 5 ml
koncentrované kyseliny chlorovodikové k neutralizaci, ptidano 20 ml chloroformu. Po
protiepani byla chloroformovéa vrstva oddé€lena, zfiltrovana pies 0,45 um filtr a provedena

analyza.

4.6.8 Extraké¢ni zpusob €. 8

Ke kapsli nebo tableté¢ bylo ptidano 0,5 ml roztoku kyseliny akorbové (c10,0 g/)
a 20 ml 1M kyseliny chlorovodikové a smés byla 30 minut protfepavana pii 60 °C. Pak
bylo pfidano 20 ml chloroformu a protfepavano dal§ich 5 minut a odstfedéno (6000
ot/min). Chloroformova vrstva byla oddé¢lena a extrakce zopakovana s dalsimi 20 ml

chloroformu. Spojené extrakty byly zfiltrovany ptes 0,45 um filtr a provedena analyza.

4.6.9 Extraké¢ni zpusob €. 9

Ke kapsli nebo tableté bylo ptfidano 20 ml 0,1 M vodného roztoku hydroxidu
draselného a smés byla protfepavana pii 60 °C 30 minut. Pak bylo pfidano 30 ml
chloroformu, dalSich 10 minut protifepavano, provedena centrifugace (6000 ot/min),

oddélena chloroformova vrstva byla zfiltrovana ptes 0,45 um filtr a provedena analyza.

4.6.10 Extraké¢ni zpusob €. 10

Ke kapsli nebo tableté¢ bylo ptiddno 20 ml hexanu a smés byla ultrazvukovana
20 minut. Pak byla provedena filtrace ptes 0,45 pum filtr a provedena analyza.

Dalsi jednoduchy zplsob extrakce vyuzival jako extrakéni rozpoustédlo hexan,
ktery byl pouzivan i v nékterych pracich publikovanych v odborné literatufe. Extrakty
ziskané timto postupem sice vykazovaly na chromatogramech odezvy, ale vytéZnost byla

nizka.
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4.6.11 Extrakéni zpiisob €. 11

Ke kapsli nebo tableté¢ bylo pfiddno 20 ml 20% vodného roztoku hydroxidu
draselného jako saponifika¢niho roztoku. Smés byla protfepavana 30 minut pii 60 °C. Pak
bylo pfiddno 30 ml hexanu a protfepavano dalSich 10 minut. Hexanova vrstva byla
oddé¢lena, zfiltrovana pies 0,45 um filtr a provedena analyza.

Saponifikace mirné zvysila vytézek oproti samotné extrakci hexanem.

4.6.12 Extrak¢ni zptsob €. 12

Ke kapsli nebo tablet¢ bylo pifiddno 20 ml dimethylsulfoxidu a smés byla

ultrazvukovana 20 minut. Extrakt byl zfiltrovan pies 0,45 um filtr a provedena analyza.

4.6.13 Extraké¢ni zpisob €. 13

Ke kapsli nebo tableté bylo ptidano 40 ml 0,1 M kyseliny octové v methanolu.

Smés byla zfiltrovana ptes 0,45 um filtr a provedena analyza.

4.6.14 Extrakéni zpisob €. 14

Ke kapsli nebo tableté bylo pfidano 40 ml 0,1 M kyseliny octové v isopropanolu

a prefiltrovano pres 0,45 pm filtr a provedena analyza.

4.6.15 Extrak¢ni zpisob €. 15

Ke kapsli nebo tableté bylo pfidano 40 ml 0,1 M kyseliny octové v isobutanolu.

Smés byla zfiltrovana ptes 0,45 um filtr a provedena analyza.

4.6.16 Extraké¢ni zpusob €. 16

Ke kapsli nebo tableté bylo ptidano 40 ml 1 M kyseliny octové v methanolu. Smés

byla zfiltrovana pies 0,45 um filtr a provedena analyza.
Univerzalni zplsob extrakce nebyl nalezen. Pro kazdy ptipravek byl vhodny jiny

zpusob extrakce. Vysledky jednotlivych ptipravkl pro jednotlivé extrakéni postupy jsou

shrnuty v nasledujici tabulce.
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Lutein Zeaxanthin Betakaroten
o Nalezené Nalezené Nalezené
Pripravek Zpusob c c . mnozstvi c c mnozstvi c c . mnoZzstvi
extrakce | vypotitana | naméiena deklarovaného vypof€itana | naméiena deklarovaného vypofitana | namérena deklarovaného
(mg/ml) (mg/ml) obsahu (%) (mg/ml) (mg/ml) obsahu (%) (mg/ml) (mg/ml) obsahu (%)
Ocutein 75 0 0 12,5 11,92 95,42 25 7,9 31,63
Lutein lux 5 15 0 0 8,75 0 0 75 0 0
Centrum silver 25 43,56 174 — — — 10 17,19 172
Super beta-karoten 137,5 10,51 7,65 27,5 0 0 150 44,16 29,44
Ocutein 100 0 0 16,67 9,36 56,2 33,33 18,82 56,47
Lutein lux 6 199,98 0 0 11,67 0 0 100 0 0
Centrum silver 33,33 35,88 108 — — — 13,33 15,6 117,1
Super beta-karoten 183,3 8,86 4,83 36,66 0 0 199,98 17,27 8,64
Ocutein 75 20,18 26,92 12,5 11,72 93,83 25 7,26 29,06
Lutein lux ; 150 0 0 8,75 0 0 75 3,63 4,84
Centrum silver 25 0 0 — — S 10 0 0
Super beta-karoten 137,5 0 0 27,5 0 0 150 86,45 57,64
Ocutein 75 0 0 12,5 10,2 81,62 25 5,76 23,07
Lutein lux 3 15 0 0 8,75 0 0 75 0 0
Centrum silver 25 30,94 123,77 — — — 10 12,17 121,78
Super beta-karoten 137,5 0 0 27,5 0 0 150 47,09 31,4

36




pokracovani z predchozi strany

Lutein Zeaxanthin Betakaroten
., Zptsob Nalezené Nalezené Nalezené
Pripravek exg}l;lgce c ¢ . mnoZstvi c c . mnoZzstvi ¢ c . mnoZzstvi
vyp0c1tana namerena d . VypOCItana namerena , Vyp0c1tana namerena ’
eklarovaného deklarovaného deklarovaného
(mg/ml) | (ma/ml) | by opy | MM | (maimi) | ey | MOMD | (mfml) T (96)
Ocutein 100 0 0 16,67 10,31 61,85 33,33 7,51 22,55
Lutein lux 9 199,98 0 0 11,67 0 0 100 0 0
Centrum silver 33,33 39,93 119,8 — — — 13,33 14,1 105,84
Super beta-karoten 183,3 0 0 36,66 0 199,98 4,68 2,34
Ocutein 150 0 0 25 8,28 33,12 50 13,42 26,84
Lutein lux 10 300 0 0 17,5 0 0 150 0 0
Centrum silver X X X X X X X X X
Super beta-karoten 275 12,24 4,45 55 0 0 300 3,32 1,12
Ocutein 100 0 0 16,7 7,83 46,89 33,33 9,25 27,75
Lutein lux 11 199,98 0 0 11,67 0 0 100 0 0
Centrum silver X X X X X X X X X
Super beta-karoten 183,32 91 4,96 36,66 0 0 199,98 21,9 10,95
Ocutein 150 0 0 25 17,8 71,2 50 4,66 9,32
Lutein lux 12 300 0 0 17,5 0 0 150 0 0
Centrum silver X X X X X X X X X
Super beta-karoten 275 15,82 5,75 55 0 0 300 15,37 5,12
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pokracovani z predchozi strany

Lutein Zeaxanthin Betakaroten
., Zptsob Nalezené Nalezené Nalezené
Pripravek exg}l;lgce c ¢ . mnoZstvi c c . mnoZzstvi ¢ c . mnoZzstvi
vyp0c1tana namerena d , Vyp001tana namerena , Vyp0c1tana namerena ’
eklarovaného deklarovaného deklarovaného
(mg/ml) (mg/ml) obsahu (%) (mg/ml) (mg/ml) obsahu (%) (mg/mil) (mg/mil) obsahu (%)
Ocutein 75 0 0 12,5 9,66 77,28 25 0 0
Lutein lux 13 150 0 0 8,75 0 0 75 0 0
Centrum silver 25 13,87 55,5 — — — 10 0 0
Super beta-karoten 137,5 12,22 8,89 27,5 0 0 150 5 3,33
Ocutein 75 0 0 12,5 10,7 85,6 25 4,82 19,28
Lutein lux 14 150 0 0 8,75 0 0 75 0 0
Centrum silver 25 0 0 — — — 10 0 0
Super beta-karoten 137,5 10,05 7,31 27,5 0 0 150 0 0
Ocutein 75 0 0 12,5 9,53 76,24 25 3,96 15,84
Lutein lux 15 150 0 0 8,75 0 0 75 0 0
Centrum silver 25 0 0 — — — 10 0 0
Super beta-karoten 137,5 0 0 27,5 0 0 150 0 0
Ocutein 75 0 0 12,5 9,4 75,2 25 3,42 13,68
Lutein lux 16 150 0 0 8,75 0 0 75 0 0
Centrum silver 25 11,3 45,2 — — — 10 0 0
Super beta-karoten 137,5 11,37 8,27 27,5 0 0 150 4,3 2,87

Tabulka 19: Vysledky jednotlivych pripravkii pri pouZiti navrzenych extrakcnich postupii

Vysvetlivky: X Pripravek nebyl timto extrakcnim postupem testovan
— Slozka neni v pripravku deklarovana
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Z testovanych ptipravki dosahoval uspokojivych vysledkii pouze Centrum Silver
a to pii pouziti extrakéniho postupu ¢islo 6.
U ostatnich ptipravkil byl extrakéni postup malo u¢inny nebo deklarovany obsah

karotenoidii neodpovidal skutecnému obsahu.
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S5 Zavér

V této praci byla upravena metoda pro separaci vybranych karotenoidt z diplomové
prace (Optimalizace chromatografickych podminek pro HPLC stanoveni vybranych
karotenoidi, Petra Dvotakova, 2009). Byla vyvinuta gradientova eluce pro separaci
luteinu, zeaxanthinu a betakarotenu. Podminky byly nastaveny tak, aby eluce vSech tii
latek probihala do 5,5 minut. Byla provedena ¢astecna validace této metody.

Pti testovani vhodnosti chromatografického systému byla vyjadiena opakovatelnost
jako relativni smérodatna odchylka. PoZadavek na hodnotu relativni smérodatné odchylky
< 1% byl splnén pouze pro lutein a zeaxathin. Betakaroten tomuto poZadavku
nevyhovoval. U¢innost kolony vyjadiena jako podet teoretickych pater N byla splnéna pro
vSechny tii latky (N >2000). Asymetrie chromatografickych pikti vyjadiend faktorem T
byla vrozmezi 0,8 — 1,5 pozadovaném CL 2005 splnéna pouze pro piky luteinu
a betakarotenu. Pik zeaxanthinu tomuto poZadavku nevyhovoval. Rozliseni > 1,5 bylo
splnéno pouze pro piky zeaxanthinu a betakarotenu. U pika luteinu a zeaxanthinu nebylo
tak vysokého rozliSeni dosaZeno.

Pfi testovani parametru linearity nebylo dosazeno hodnoty korela¢niho koeficientu
0,999 ani pro jednu z latek.

Byly shrnuty zpusoby extrakce vybranych karotenoidi publikované v odborné
literatufe. Cerpano bylo i ze zdroji, které se piimo netykaly téi vybranych latek. Ale pro
podobné vlastnosti vSech karotenoidli l1ze zavéry praci ¢aste¢né zobecnit.

Byla navrzena a testovana fada extrak¢nich postupli pro extrakci vybranych
karotenoidii z potravnich dopliiki. Pi1 navrhovani extrak¢nich postupti se vychazelo ze
zpusobu extrakce publikovanych v odborné literatute a z vlastnosti karotenoidi.

Ptes veskeré snahy nebyl nalezen idedlni zplisob extrakce, ktery by byl pouzitelny
u vétSiny potravnich doplnk.

Testované extrakéni zplisoby byly bud’ mdlo u¢inné, nebo zkouSené potravni
dopliikky neobsahovaly deklarované mnozstvi karotenoid.

Ptesto, ze nebylo dosazeno ptredpokladanych vysledkil, ma tato rigordzni prace
ur¢ity vyznam. Nepodafilo se potvrdit, ale ani vyvratit, Ze potravni dopliiky dostupné na
trhu v CR fakticky obsahuji deklarované mnozstvi karotenoidi. Pokud tato skute¢nost byla
zpiisobena neucinnosti zkousenych extrakénich postupti, pak by bylo Zadouci navrhnout

novy extrakéni postup nékterou metodou, kterd dosud testovana nebyla.
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Pokud vSak tato skutecnost byla zplsobena tim, ze latky v pfipravcich nebyly
v mnozstvi dostate¢ném pro analyzu, pak by se jednalo o alarmujici zjisténi, které by
vyzadovalo dalsi zkoumani a ptipadné vyvozeni patii¢nych disledki.
Upravend metoda pro separaci tii vybranych karotenoidti zahrnuje nasledujici
podminky:
= Kolona Zorbax SB C18, 50 x 4,6 mm, velikost ¢astic 1,7 pum.
= Detekce — VIS 450 nm
= Davkovany objem vzorku — 1 pl
= Rychlost pritoku mobilni faze — 1 ml/min
= Teplota — 30 °C
= Gradientova eluce: Do 2. minuty — methylenchlorid:hexan:acetonitril 2,5:2,5:95,
2.— 3. minuta zména na methylenchlorid:hexan:acetonitril 12,5:12,5:75, tento pomeér
udrzen do 5. minuty. 5. — 6. minuta zména zpét na methylenchlorid:hexan:acetonitril

2,5:2,5:95, ekvilibrace kolony do 9. minuty.
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