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SOUHRN

Tato prace se zabyva charakterizaci lipofilnich antioxidanti v lupiné (Lupinus sp.).
Analyzovan byl olej ziskany z bobu lupiny andské (Lupinus mutabilis sweet), ktera se
vyznacuje Vysokou vyzivnou hodnotou jedlych semen. V lupinovém oleji byly stanoveny
karotenoidy (B-karoten, lutein, zeaxantin) a tokoferoly (a-tokoferol, y-tokoferol, 6-tokoferol).
Tyto latky jsou vyznamnymi antioxidanty poskytujici bunéénym strukturdm ochranu proti
volnym radikdlim a nezadoucim reakcim. Pro upravu vzorku oleje byly testovany dvé
extrakéni metody, a to extrakce kapalina-kapalina a extrakce tuhou fazi (SPE). Pro
piedbéznou identifikaci karotenoidii a tokoferolit v ziskanych extraktech byla pouzita
tenkovrstva kapalinova chromatografie (TLC). K separaci byla pouZzita mobilni faze o slozeni
hexan : aceton : triethylamin; 10 : 4 :1 (v/v/v). Skvrny po TLC separaci byly identifikovany
pod UV lampou pfi vinovych délkach 366 nm (karotenoidy) a 254 nm (tokoferoly).

K analyze antioxidantd byla pouzita vysokoucinnd kapalinovd chromatografie
v systému reverznich fazi (RP-LC), ktera umoznovala pouziti coulometrické detekce. Pro
analyzu karotenoidt byla pouzita kolona Macherey-Nagel (3 um) 125 x 2 mm a mobilni faze
o slozeni 50 mmol/l dihydrogenfosfore¢nan sodny (pH 4,4) : acetonitril; 55 : 45 (v/v). Pro
analyzu tokoferoll byla pouzita kolona Zorbax C8 (5 um) 150 x 4,6 mm a mobilni faze o
slozeni 20 mmol/l mraven¢an amonny (pH 4,47) : metanol; 95 : 5 (v/v). K detekci byl pouzit
elektrochemicky detektor Coulochem III (ESA, Inc.), ktery se sestaval z coulometrické cely
(Model 5010, ESA Inc.) s dvéma pritocnymi elektrodami z porézniho grafitického uhliku.
Pracovni potencialy byly zvoleny +550 a +600 mV (vs. Pd/H,) pro karotenoidy a +650 a
+700 mV (vs. Pd/H,) pro tokoferoly.

Mimo RP-LC byl pro analyzu studovanych latek pouzit také systém normalnich fazi
(NP-LC). Pro separaci analyti byla pouzita kolona Tessek Separon (7 pm)
250 x 4 mm, mobilni faze o sloZeni hexan : isopropylalkohol; 95 : 5 (v/v) pro karotenoidy,
resp. hexan : isopropylalkohol; 97 : 3 (v/v) pro tokoferoly. Analyty byly detekovany pomoci
UV-VIS detektoru (Shimadzu SPD 10-A VP) pii vinovych délkach 450 nm pro karotenoidy a
200 nm pro tokoferoly. Tokoferoly byly také detekovany pomoci fluorescenc¢niho detektoru
(Agilent 1200 Series) pti vinovych délkach 295 nm (excitacni) a 330 nm (emisni).

Na zaklad¢ ziskanych dat byly jednotlivé analyty identifikovany a kvantifikovany

V lupinovém oleji.



SUMMARY

This diploma thesis is focused on the characterization of lipophilic antioxidants in
lupine (Lupinus sp.). An analyzed oil was obtained from the seeds of Andean Lupine (Lupinus
mutabilis sweet), which has been characterized by high nutritional value. In lupine oil were
analyzed carotenoids (p-carotene, lutein, zeaxanthin) and tocopherols (a-tocopherol,
y-tocopherol, é-tocopherol), that rank among the important antioxidants providing protection
against free radicals and undesirable reaction.

The sample pretreatment was carried on by using two pre-concentration methods
including liquid-liquid and solid phase extraction (SPE). Preliminary experiments were based
on the using of the thin layer chromatography (TLC) working in normal phase system with
mobile phase composed of hexane : acetone : triethylamine; 10 : 4 : 1 (v/v/v). Separated spots
were detected under UV light at 366 nm for carotenoids and 254 nm for tocopherols.

Carotenoids and tocopherols were analyzed by using RP-LC with electrochemical
detection. A Macherey-Nagel column (125 x 2 mm, 3um), mobile phase consisting of
monosodium phosphate (c=50 mmol/l, pH 4,4) : acetonitrile 55:45 (v/v) were used for
separation of carotenoids. Zorbax C8 column (150 x 4,6 mm, 5um) and mobile phase
composed of ammonium formate (c=20 mmol/l, pH 4,47) : methanol; 95 : 5 (v/v) were used
for separation of selected tocopherols. A Coulochem II1 electrochemical detector equipped
with a coulometric cell (Model 5010, Esa Inc.) containing two flow-through electrodes made
of porous carbon were used. The potential setting on channels were either + 500 mV and
650 mV (vs. Pd/H2) for carotenoids or +650 mV and +700 mV (vs. Pd/H2) for tocopherols
detection.

The antioxidants were also separated in normal phase system, consisting of Tessek
Separon column (250 x 4 mm, 7um) and two mobile phases. Mobile phase composed of
hexane : isopropyl alcohol; 95:5 (v/v) were used for carotenoids and mobile phase consisting
of hexane : isopropyl alcohol; 97:3 (v/v) were used for tocopherols separation. The analytes
were detected by using UV-VIS detector (Shimadzu SPD 10-A VP) at 450 nm for carotenoids
and 200 nm for tocopherols, that were also detected by fluorescence detector (Agilent 1200
Series) at 295 nm excitation and 330 nm emission wavelenght.

According to the obtained data, the particular analytes were identified and quantified

in lupine oil.
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1. Uvod

Lupina, patfici do Celedi bobovitych rostlin, se stala diky vysokému obsahu bilkovin a
vlakniny dtlezitou soucasti vyzivy nejen zvifat, ale i zdravé lidské stravy. Vzhledem k tomu,
ze je lupina nenaro¢na na péstovani a ma vysokou vyzivovou hodnotu, mohla by v budoucnu
hrat vyznamnou roli pfi feSeni problému S nasycenim obyvatelstva tietiho svéta™?,

Ptredkladana prace se zabyva charakterizaci hlavnich lipofilnich antioxidanti v lupiné
(Lupinus sp.). Analyzovanymi lipofilnimi antioxidanty jsou karotenoidy (lutein, zeaxantin,
[-karoten) a tokoferoly (a-tokoferol, y-tokoferol, 5-tokoferol).

Experimentalni ¢ast diplomové prace se zabyva identifikaci a stanovenim hlavnich
antioxidantl v lupinovém oleji. K tomuto ucelu byla vyuzita celd fada analytickych piistupi a
metod. Dil¢im tikolem zadané prace byla volba vhodné extrak¢ni techniky. Izolace analyti ze
vzorku je totiz dulezitou a nedilnou soucasti téméf kazdé analyzy. Pti feSeni ukolu byly
testovany extrakce typu kapalina-kapalina a extrakce tuhou fazi (SPE), jenz se fadi mezi
bézné uzivané extrakéni postupy.

Vyznamna ¢ast diplomové prace se zabyva hledanim vhodnych podminek pro separaci
analytl vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC) s odlisnymi typy detekénich
technik. K vybéru podminek ptispéla také tenkovrstva kapalinova chromatografie (TLC),
ktera slouZzila k zadkladni charakterizaci jednotlivych vzorki pfed samotnou HPLC analyzou.
HPLC separace byla provadéna jednak v systému reverznich fazi ve spojeni s coulometrickou

detekci, a také v systému normalnich fazi za pouziti UV-VIS a fluorescen¢ni detekce.



2. Teoreticka c¢ast
2.1 Lupina (Lupinus sp.)

Lupina je rostlina z ¢eledi bobovitych (Fabaceae), dortstajici vysky 50 az 160 cm.
Listy ma dlanité délené do 9 az 18 Cetnych uzkych listkl, které jsou na rubu chlupaté. Jejim
kvétem je asi 40 cm dlouhy hrozen barvy tmavé modré, fialové, rizové, Zluté nebo bilé.
Plodem je lusk 2,5 cm dlouhy obsahujici n¢kolik zplostélych semen. Semena jsou kruhoveé
nepravidelna majici krémovou barvu. Lupinu lze ¢lenit na trvalky a jednoletky, kvetouci
v obdobi od &ervna do zaii**3*,

Rod lupiny je velmi rozsahly, existuje asi Ctyfi sta druhtl této byliny. Mezi nejznamé;jsi
druhy patfi: lupina tzkolista (Lupinus angustifolius) Obr. 1, lupina zluta (Lupinus luteus),

lupina bila (Lupinus albus) a lupina mnoholista (Lupinus polyphyllus)>®.

Obr. 1 Lupina tizkolista



Lupina pochézi z oblasti Sttedozemniho mote, Ameriky a vychodni Afriky. Postupem
casuU se z ni stala pland rostlina rostouci témét vSude. Jelikoz ma lupina schopnost ve svych
kotfenech zadrzovat vodu, muze piezit 1 ve Spatném Zzivotnim prostiedi, jako jsou napf.
neplodné pudy, hluboka piscita prostiedi a Spatné klima. Roste pfevazné na okrajich lesii a
cest, mytinach, fidkych lesnich porostech a v suchych polich. Preferuje pidy neutrdlni az
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kyselé, nevapnité a vyzaduje piimé svétlo™.

2.1.1 Chemické sloZeni lupiny a jeji ucinky

Lupina se vyznacuje vysokym obsahem bilkovin, pfiblizné 37 %, a touto hodnotou se
vyrovnava sdji. Jeji semena obsahuji pouze 10 % tuki, zatimco s6ja aZ dvojnasobek.
Hmotnost lupiny je navic z 13 % tvotena zdravou vlakninou, coz je zdaleka nejvyssi mnozstvi
ve srovnani s ostatnimi lu§téninami®. Semena lupiny obsahuji vy$§i mnoZstvi rozpustnych
cukr nez jiné luSténiny. Je Vnich také pfitomno nepatrné mnozstvi Skrobu a vyssi
koncentrace nerozpustnych neskrobovych polysacharidi®.

Hlavnimi zasobnimi proteiny lupiny jsou globuliny a albuminy tvofici asi jednu
&tvrtinu proteinu®. Semena také obsahuji nezbytné aminokyseliny, zejména jsou povazovany
za dobry zdroj lysinu a obecné jsou chudé na methionin, cystein a treonin. I kdyz lupina patii
K lusténinam, ma ve svych semenech zna¢né mnozstvi oleje. Vyznacuje se vyvazenym
slozenim mastnych kyselin, kdy 10 % tvofi nasycené mastné kyseliny, a dalSich 90 % je
tvofeno nenasycenymi mastnymi kyselinami (olejova, linolova, linolenova). Lupina ma
V porovnani s ostatnimi lusténinami niz§i Uroven piitomnosti nezadoucich slozek, jako je
kyselina fytova, oligosacharidy, inhibitory trypsinu, saponiny a lektiny®. Lupina je také
bohatd na mineraly (draslik, hoic¢ik, fosfor, sodik, vapnik, mangan) a vitaminy (thiamin,
riboflavin, vitamin C)°. Semena lupiny obsahuji i fytochemikalie s antioxida¢ni aktivitou,
jako jsou polyfenoly, predev§im taniny a flavonoidy®. Dale obsahuje primémé mnozstvi
karotenoidl: lutein a zeaxantin, B-karoten, tokoferoly a jiné dulezité bioaktivni slozky
vyznamné pro ¢lovéka a zvifata®.

Lupina se vyznacuje obsahem chinolizidinovych alkaloidi, které zplisobuji hotkost
a toxicitu semen. Jsou to napiiklad: lupanin, lupinin, spartein, hydroxylupanin, monolupanin,
arginin a dalsi>*. Tyto alkaloidy mohou zptisobovat akutni toxicitu nebo mohou mit

teratogenni U€inky na hospodarska zvitata. Siln€¢ poSkozuji jatra, ledviny, nervovy systém



I srdce. Pfiznakem otravy je slinéni a nevolnost provazena zvracenim. Dal$imi ptiznaky jsou
obtizné polykani, kiece, neklid a poruchy srde¢niho rytmu. Smrt pfi otravé nastava ochrnutim
dychacich svalli a uduseni obéti za plného védomi’ 2. Aviak nékteré odrudy obsahuji 1
velmi mald mnoZzstvi hotkych alkaloidii. Jsou znamé jako sladké lupiny a patii mezi n¢:
lupina bila, Gzkolista, Zluta a vySlechténa lupina andska (Lupinus mutabilis). Vzhledem

k jejich nizkému obsahu hotkych a potencialné toxickych alkaloidii neexistuje riziko toxicity

u zvitat a 1idi%®.

2.1.2 Vyuziti

Lupina je ekonomicky a zeméd€lsky cenna rostlina. Mnohdy je péstovana kvuli
zlepsSeni kvality pudy, protoze ma schopnost ji obohacovat dusikatymi slouc¢eninami. Je
schopna béhem jednoho péstebniho obdobi dat do pidy pres 200 kg dusiku na hektar, fadi se
tedy mezi vyznamné zelené hnojivo™’. Absorbuje také velké mnozstvi pesticidi a dal§ich jedt
obsazenych v pade®®.

Lupina je povazovana za cennou piisadu lidské stravy, hlavné kvuli vysokému obsahu
bilkovin a nizkému obsahu oleje. Pro své nutri¢ni a dietni vlastnosti mize vyhovovat lidem
snazicich se o zdravy Zivotni styl. Ma schopnost sniZzovat hladinu cholesterolu a poZivani
potravin obsahujici lupinu je spojeno s prevenci diabetu, obezity a kardiovaskularnich
onemocnéni. Také se s lupinou pocita jako s bylinou, ktera mlize pomoci nasytit populaci
zemi tietiho svéta®®™,

Velkou vyhodou lupiny je jeji schopnost odstraiovat nezadouci toxiny, proto je Siroce
pouzivana v potravinafstvi'. Né&které druhy semen se prazi a pouzivaji se jako
mouka nebo nahrazka kavy. Mouka je vhodnd do pekafskych  smési
¢i k vyrobé téstovin. Jeji dalsi vyhodou je, Ze neobsahuje lepek, tudiz se pouziva jako piisada
do bezlepkovych potravin. Z vl¢iho bobu se dale vyrabi ndhrazka kravského mléka, kojenecké
vyzivy nebo bilkovinnd ndhrazka masa — tofu®®.

Lupina se také ptidava do zivocisné vyzivy, kdy Ctyficet procent sklizné semen této
byliny se pouZziva jako pfisada do krmiv pro hospodaiska zvifata. Déle se lupiny vyuziva
V kosmetickém pramyslu k vyrobé pletovych masek pro oziveni unavené pleti a na mastnou

plet’1’5’6.



V soucCasnosti je nejvétsSim svétovym producentem a vyvozcem semen lupiny
Australie, kterd zajistuje 80 az 85 % svétové produkce. Mezi nejvyznamnéjsi péstitelské

oblasti v Evropé patii Francie, Némecko, Polsko, Spanélsko, Rusko a Ukrajinag.



2.2 Stanovované lipofilni antioxidanty

Antioxidanty jsou latky, které si organismus mize vytvaret sam (jejich aktivita
a mnozstvi je dano geneticky), avSak nejCastéji jsou ziskavany z potravin. Antioxidacni
kapacita je definovana jako schopnost slouéenin fidit oxida¢ni pochody v organismu,
poskytovat bunécnym strukturdm ochranu proti volnym radikaliim (zejména kysliku a dusiku)
a zabranovat nezddoucim reakcim. Antioxidanty pievadéji aktivni kyslikové radikaly na
nereaktivni nebo méné reaktivni formy14'l5.

Mezi  antioxida¢ni  systémy patii antioxidaéni enzymy, tj.  katalazy,
glutathionperoxidazy, glutathion-S-transferazy, superoxiddismutazy a neenzymatické
substraty (kyselina lipoova, koenzym Q, bilirubin, vitamin C, vitamin E, flavonoidy,
karotenoidy,...). Ulohu v antioxidaénim piisobeni maji i nékteré prvky napi. Zelezo, méd,
zinek a jiné™.

Antioxidanty délime na hydrofilni (vitamin C, selen, kyselina mocova,
bioflavonoidy,...) a lipofilni (vitamin E, ubichinon Qio,...). Mezi lipofilni antioxidanty se
také fadi vitamin A, ktery se v piirodé¢ vyskytuje ve dvou formach: retinol a B-karoten.
Retinol lidsky organismus ziskava z zivo¢i$né potravy (jatra, tuéné ryby, syr, zloutek, maslo).
Je nezbytny pro bun&ény vyvoj, rist, imunitni funkce a zrak'®.

Jak jiz bylo zminéno, lidské télo ziskdva antioxidanty potravou. Nejvétsi mnozstvi
téchto latek je v €aji, vinu, mase, vejcich, ovoci, zelening, celozrnnych obilovindch a dalSich
komoditach. Antioxidacni latky v potravinach hraji dilleZitou ulohu z hlediska ochrany zdravi.
SniZuji riziko chronickych onemocnéni, vCetné rakoviny a srdecnich onemocnéni®’. Funkci
antioxidantll je nezbytné chépat jako celek. Kone¢ny efekt je dan fadou interakci jednotlivych
slozek, tedy pokud bude mit télo dostatek napiiklad zniku, selenu ¢i vitaminu E

a nedostatkové mnozstvi vitaminu C, nebude antioxidaéni systém dostate¢né funkéni'**,

2.2.1 Karotenoidy

Karotenoidy jsou skupina pfirodnich barviv obsazenych v rostlinach, kterym poskytuji
jejich charakteristické zbarveni: Zzluté az cCervené (o-karoten a p-karoten), oranzové
(B-kryptoxantin), tmavé zelené (lutein) a tomatové (lykopen)lg’lg. Avsak nejsou zodpovédné

jen za barevnost rostlin, ovoce a zeleniny, ale také zbarvuji naptiklad koryse, hmyz, ryby a



pefi ptakt. V soucasné dobé je znamo okolo 700 karotenoidd, nicméné pouze 40 z nich je
piitomno v typické lidské strave®®?!,

Karotenoidy jsou V tucich rozpustné slouceniny, jejichz zakladem je acyklicky
isoprenoidni skelet lykopenu Cg, ktery je klasifikovan jako tetraterpen18’21. Odlisnost
karotenoid zavisi na zdkladni struktufe, kterd zahrnuje systém konjugovanych dvojnych
vazeb. Centralni fetézec mize nést cyklické koncové skupiny, které mohou byt substituované
funk¢ni skupinou obsahujici kyslik. Struktura karotenoidd ovliviiuje jejich antioxidacni
aktivitu. Karotenoidy maji své charakteristick¢ barvy diky schopnosti absorbovat svétlo o
urcité vinové délce. Délime je do dvou skupin a to na karoteny, které obsahuji pouze atomy
uhliku a vodiku (o-karoten, P-karoten, o-karoten, 15-cis-p-karoten, 13-cis-B-karoten,
9-cis-B-karoten, lykopen,...) a xanthofyly, majici ve své struktuie alespon jeden atom kysliku
(lutein, zeaxantin a B-Kryptoxantin, astaxanthin, kapsanthin, kantaxantin, echinenon,...)
(Obr. 2). Karotenoidy o-karoten, [-karoten a [-kryptoxantin jsou prekurzory
vitaminu A*%%,

Karotenoidy mohou syntetizovat pouze bakterie, rostliny, fasy a houbyzo. Hlavni
ulohou karotenoidii v rostlinach je ochrana chlorofylu pted jeho oxidaci?!. V rostlinach se
vyskytuji ve formé trans- geometrickych izomerQ, ale tepelné zpracovani miize vyvolat
izomeraci trans-karotenoidi na cis-karotenoidy. U karotenoidii obsazenych v potravinach
muze dochéazet vlivem pH, teploty a slune¢niho zafeni ke zménam, které vedou ke zméné
barvy potraviny, ale hlavn& ke zmén& nutri¢nich hodnot potraviny™.

Jelikoz lidsky organismus neni schopen karotenoidy syntetizovat, je odkézan na jejich
piisun pouze potravou. 90 % karotenoidu v potravé tvori B-karoten, a-karoten, lykopen, lutein
a kryptoxantin'®. Vysoké koncentrace luteinu a zeaxantinu jsou obsaZené i ve vaje¢ném
7loutku??. Antioxidagni aktivita karotenoidi je v disledku reaktivity se singletnim kyslikem
a volnymi kyslikovymi radikaly schopna potlacit oxidativni stres u lidi, ktery je vyvolan praveé
reaktivnimi kyslikovymi radikaly (ROS)lS. Karotenoidy jsou zodpovédné za prospésné
vlastnosti ovoce a zeleniny v prevenci proti nemocem, jako jsou kardiovaskularni onemocnéni
(B-karoten, lykopen), rizné druhy rakoviny (B-karoten, lykopen), poruchy vidéni (lutein,

zeaxantin) a ostatni chronicka onemocnéni*¥?0#%3,



Karotenoidy

Karoteny Xanthofyly
E i \ | o ! ! a-karoten ¢: | D D !! Astaxantin
W B-karoten é— Capsanthin
W -karoten
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Obr. 2 Strukturni vzorce karotenoidi

2.2.1.1 p-karoten

B-karoten je rostlinny pigment a je jednim z nejvyznamnéjSich karotenoidi.
Je vyznamnym antioxidantem a od ostatnich karotenoidd se lisi funkéné i strukturalné.

Chemicky vzorec B-karotenu je CaoHss se systematickym néazvem p,p-karoten®*?* (Obr. 3).

Obr. 3 Strukturni vzorec p-karotenu



Molekulovda hmotnost B-karotenu je 536,88 g/mol. Je to oranzové-Cervena latka,
vyskytujici se ve form¢ krystalii nebo ve formé krystalického prasku. Teplota tani tohoto
karotenoidu je 178 — 179 °C a skladuje se pfi teploté 4 °C. Rozpousti se v hexanu, benzenu,
chloroformu, cyklohexanu, etheru a olejich. Naopak Spatn€ rozpustny je ve vod¢. Patii mezi

VVVVVV 20,2526

B-karoten se nachdzi v mnoha druzich ovoce (merunky, mango, grapefruit, Svestky...)
a zeleniny (mrkev, Spenat, brokolice, paprika, cibule...). V listovych zeleninach je B-karotenu
10-20 % a vysoky obsah tohoto karotenoidu se nachazi i v palmovém oleji, a to az 0,2 %2,
Avsak 1épe vyuzitelny je P-karoten z tepelné zpracovaného S$penatu nebo mrkve, nez ze
syrové zeleniny®?’.

V biologickych systémech ptevlada isomer all-trans-f-karoten, nicméné cis- isomery
byly také nalezeny v zivych organismech a ve vzorcich potravin. All-trans-p-karoten je
prekurzorem pro vitamin A a je nejvyznamnéjSim provitaminem A. A to pfedevsim diky jeho
symetrické struktufe. Mezi pfirozené se vyskytujicim a syntetickym B-karotenem neni zadny
rozdil?®?.

B-karoten zabranuje fotooxidativnimu poskozeni rostlin tim, Ze inhibuje tvorbu
singletniho kysliku. Tento singletni kyslik hasi a vychytava reaktivni formy kysliku. Timto se
B-karoten rozklada a nelze ho regenerovat24.

Lidské télo ziskava p-karoten z potravin (ovoce, zelenina, dopliiky stravy,...) a méni
jej na vitamin A (retinol). Je hlavnim karotenoidem chranicim lidskou kizi pted intenzivnim
slunecnim zafenim a UV zéfenim, a také chrani pted n¢kterymi druhy rakoviny. Doporucena
denni davka je 1 — 6 mg®. V nedavné dobé& bylo zjisténo, ze piili§ velky piisun p-karotenu
muze na lidsky organismus puasobit i negativné. Nekteré vyzkumy tvrdi, Ze nadbytek
B- karotenu mulZe vést ke zvySeni rizika nadorovych onemocnéni nebo urychlovani jejich

rozvoje®?8,



2.2.1.2 Lutein

Lutein je rostlinny pigment majici Zlutou barvu a fadi se do skupiny karotenoidd, resp.
xanthofyli. Je velmi dilezitym antioxidantem. Jeho chemicky vzorec je CaoHs602 se

systematickym nazvem 3,3 -dihydroxy-a-karoten®® (Obr. 4).

WOH

Obr. 4 Strukturni vzorec luteinu

Lutein ma molarni hmotnost 568,88 g/mol a teplotu tani 190 °C. V ¢isté formé je to
¢erveno-oranzova krystalicka latka, ktera je ve vod€ nerozpustna. Naopak dobie se rozpousti
V polérnich organickych rozpoustédlech a v tucich. Snadno se oxiduje na svétle a vzduchu.
Radi se mezi potravinafska barviva s oznaéenim E161b 2329

Lutein je obsazen v nékolika druzich ovoce a zeleniny. Jeho nejvétsi zastoupeni je
hlavné v listové zelenin€ a vajetném Zloutku. V posledni dobé€ je cennym zdrojem této latky
i lupina®. V rostlinnych materialech se vyskytuje ve dvou forméch, a to jako volny lutein
(kapusta, brokolice, $penat,...) nebo jako ester luteinu s mastnymi kyselinami (papija,
pomeran¢, mango, zlutad kukufice, paprika,...). Koncentrace luteinu zavisi na odrid¢, druhu,
¢asti plodu, stupni zralosti, ale také na zptusobu skladovani, konzervace nebo na tepelné
Gipravé potraviny?’. Obsah luteinu v Eerstvém ovoci a zelening znazorfiuje Obr. 5.

Rostlinné materialy obsahuji kromé all-trans-isomera luteinu i cis-isomery, které
vznikaji plisobenim tepla, svétla a dalSich faktorli v priibéhu extrakce a analyzy vzorki.
Zajimavosti je, Ze sladkovodni ryby dokézou lutein pfeménit na anhydrolutein, ktery se dale
Stépi na prislusné aldehydy. Z nich redukci vznikaji all-trans-3,4-didehydroretinol, znamy
jako vitamin A; a all-trans-3-hydroxyretinol, ze kterého mohou dehydrataci vzniknout dalsi

molekuly vitaminu A; (cit.%).
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Obsah luteinu (ppm)
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Obr. 5. Obsah luteinu ve vybraném &erstvém ovoci a zelening®®

Chemicka syntéza luteinu je obtiznd a Casové naro¢nd. Muze vzniknout az osm
stereoizomerl luteinu, protoze jeho molekula obsahuje tfi centra chirality. Lidsky organismus
neni schopen lutein syntetizovat, tudiz je jeho pfijem zcela zavisly na ptirodnich zdrojich,
kterymi jsou zelenina, ovoce nebo dopliky stravy. Lutein se v lidském téle neméni ve
vitamin A, ale plsobi jako U¢inny antioxidant. Je dilezity pro zrak, protoze snizuje riziko
Sedé¢ho zdkalu a makularni degeneracezg. Hromadi se v o¢ni ¢occe a v tzv. zluté skvrné na
sitnici. Jeho specifickou vlastnosti je schopnost chranit o¢i pfed volnymi radikaly, které
neutralizuje. Tyto radikaly vznikaji vlivem pusobeni ultrafialovych paprskll na o¢ni sitnici. Je
schopen také zastavit degenerativni zmény na Zluté skvrné, které byvaji pti¢inou slepotySO.

Lutein hraje vyznamnou roli v percepénim jevu, oznacovaném Haidingertv snop.
Tento jev umozZiuje ¢loveéku spatfeni a ur€eni roviny polarizovaného svétla nebo uréeni sméru
rotace kruhové polarizovaného svétla®.

Lutein také chrani lidsky organismus proti rakoviné a nemocem srdce. Prendsi jej
jedna z forem tzv. ,, cholesterolu “, tj. lipoprotein o nizké hustoté. Nékteré studie ukazuji,
7ze dokéZe chréanit vitamin E pfed oxidaci, a také muze pfispét k funkénosti imunitniho
systémuzg.

Komise pro potravinaiské ptidatné latky (JECFA) urcila, ze denni pfijatelny piijem
luteinu je az 2 mg/kg télesné hmotnosti loveka®. Jak Jiz bylo teceno, lidsky organismus
lutein ziskava hlavné z potravin. Nejvice se ho do organismu dostava z vajecného zloutku a o
néco méne z listové zeleniny. Piisun luteinu je mozny i z komer¢nich ptipravki, jako jsou

dopliiky stravy podavané ve formé olejové, praskoveé nebo enkapsulovanézg.
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2.2.1.3 Zeaxantin

Zeaxantin je rostlinny pigment fadici se do skupiny karotenoidu, resp. xantofyld, které
nemaji provitamin A aktivitu. Jeho chemicky vzorec je C4oHs60; se systematickym nazvem
3, 3’-dihydroxy-B-karoten (Obr. 6). Je isomerem luteinu, kdy dva karotenové alkoholy se od
sebe li§i posunem jedné dvojné vazby tak, Ze zeaxantin ma vSechny dvojné vazby

- 31,32
konjugované™"*.

Obr. 6 Strukturni vzorec zeaxantinu

Molekulova hmotnost zeaxantinu je 568,88 g/mol. Je to oranzové-Cerveny krystalicky
prasek, rozpustny Vv chloroformu, etheru, sirouhliku, pyridinu, kyselin¢ sirové a ve vroucim
metanolu. Naopak nerozpustny je ve vod¢, hexanu a petroletheru. Zeaxantin ma dvé chiralni
centra, a tudiz i Ctyfi stereoizomerni formy. Muze se vyskytovat v cis- nebo trans-
konformaci, ale obvyklejsi je forma trans-, protoze ukldda mensi pocet stérického omezeni
nez cis- forma®"%,

Pfirozené se zeaxantin nachazi v kukufici, vaje¢ném zloutku, Spenatu, medovici a také
Vvovoci a zeleniné nesouci zlutou barvu. Je také hlavnim karotenoidem v za studena

lisovanych ostruzinach, malinach, boridvkach a rostlinnych olejich. V nasledujicim obrazku

jsou uvedeny obsahy zeaxantinu ve vybraném ovoci a zelenin&®* (Obr. 7).
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Obsah zeaxantinu (ppm)
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Obr. 7 Obsah zeaxantinu v zelening a ovoci°t

Pramyslova vyroba ¢istého zeaxantinu vyuziva kvaSeni bakterialnich bunék z kmene
Flavobacterium multivorum. Tento kmen muze syntetizovat jako jediny karotenoid zeaxantin
se zanedbatelnym mnoZstvim ostatnich karotenoidl v rdmci fadnych podminek fermentace.
Vyrobu zeaxantinu zahrnuje nékolik reakci podle vyrobniho postupu, ve kterém je poslednim
krokem dvojita Wittingova kondenzace symetrického dialdehydu, jako centralniho stavebniho
bloku se dvéma ekvivalenty vhodné fosfoniové soli**2.

Jelikoz je zeaxantin velmi fotocitlivy, uchovavd se ve tmé pod argonem po dobu
jednoho mésice pfti teploté¢ -40 °C. Pokud jej uchovavame déle, je nutné udrzovat teplotu
v rozmezi -3 az 5 °C3.

Zeaxantin poskytuje ochranu rostlinam proti fotooxidaci, kdy chrani membranu pfimo
proti peroxidaci lipidd reaktivnimi radikaly, které byly vytvofeny jako toxické vedlejsi
produkty pfi fotosyntetickych reakei®h.

Lidsky organismus ziskava zeaxantin potravou, jednak z ptirodnich zdroji nebo muize
byt pfidavan do potravin. Zeaxantin se v lidském téle nachazi v makule sitnice a spole¢né
s luteinem ma duleZitou roli v prevenci vékem podminéné makularni degenerace. Zatimco
lutein je distribuovan po celé sitnici, zeaxantin je soustfedén hlavné v makule. Také stejné
jako lutein chrani proti rakoviné. Komise pro potravinaiské ptridatné latky (JECFA) urcila, ze

denni pfijatelny piijem zeaxantinu je az 2 mg/kg télesné hmotnosti lovekah,
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Zeaxantin se v potravindiském primyslu pouziva jako barvivo a nutri¢ni doplnék
v Siroké Skale potravin (népoje, ceredlie, zvykacky, vajecné vyrobky, tuky, oleje, cukrovi,
kojenecké potraviny, mlécné vyrobky, polévky,...). Zeaxantin se pouziva jako dopln€k stravy
pro ryby, prasata, ptaky. Piidava se do krmiva slepic, aby bylo dosazeno sytého Zlutého
zbarveni vajeéného Zloutku. Ma také vyuziti v kosmetické oblasti, kdy se ptidava do

wr o . ,31,32
ptipravkl na opalovani™ .

2.2.2 Vitamin E

Strukturnim  zakladem vitaminu E jsou tokotrienol (2-methyl-2-(4,8,12-
trimethyltrideka-3,7,11-trien-1-ylchroman-6-ol) a tokol (2-methyl-2-(4,8,12-trimethyl-
tridecylchroman-6-ol), které¢ obsahuji chromanovy kruh bud’ s nenasycenym (tokotrienoly)
nebo s nasycenym (tokoferoly) isoprenoidnim postranim fetézcem. Tokotrienoly a tokoferoly
se od sebe 1isi poctem a polohou methylovych skupin v chromanovém kruhu. Daéle se také lisi
svou biologickou ucinnosti. Existuji Ctyfi isomery tokotrienolti a ¢tyfi isomery tokoferolt.

Nejvétsi vyznam maji a-, B-, y-, 5-tokoferoly®***3* (Obr. 8).

a b
CHj4 CHs
HO HO
CHg CHj3 CHg CHg CHg CHs
/\CH}\/I\/\/‘\/\/I\ /\CH}\/I\/\W
HaC o CHg o CH,
CHy CHs
c d
HO HO
CHg CHgz CHs CH3 CH3 CHj
CHy CHgq
A A~ AL AN A A
H3C o CHg o CH3
CHg CHs

Obr. 8 Struktury tokoferolt (a) a-tokoferol, b) B-tokoferol, ¢) y-tokoferol, d) 5-tokoferol)

Vitamin E je slabé nazloutly nebo bezbarvy viskozni olej. Je velmi dobie rozpustny
Vv tucich. V kyselém prosttedi je staly 1 pti 100 °C, naopak v zésaditém prostiedi se pii vysSich

teplotach rozklada®.
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V piirodé se nachazeji jen (+)-tokoferoly a synteticky vyrobené jsou vzdy
racemické (+). Vitamin E je obsazen hlavné v potravinach rostlinného ptivodu a v mensi miie
v zivo¢i$nych tucich. Nasledujici obrazek prezentuje primérny obsah vitaminu E v nékterych

potravinach®*% (Obr. 9).

(o))

o

o

(@)
J

M 4000 -

Obsah vitaminu
I )
o
S
=)
1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Obr. 9 Primérny obsah vitaminu E ve vybranych potravinach®
1 — olej z obilnych klicku, 2 — sojovy olej, 3 — fepkovy olej, 4 — hlavkovy salat, 5 — olivovy

olej, 6 — hovézi maso, 7 — vejce, 8 — maslo, 9 — ryby, 10 — mléko

vvvvvv

vitaminu E pro clovéka je dostatecné pokryta pifijmem pestré stravy. Je vyznamnym
antioxidantem. Lipidy bunéénych membran chrani pied volnymi radikaly a s velkou
pravdépodobnosti se na struktufe membran podili. Jeho nejvétSi mnozstvi se nachazi
v membranach buné€k, které jsou vystaveny kysliku (v membranach cervenych krvinek,
plasmé a vdychacim systému). Preventivné pusobi proti vzniku rakoviny
a kardiovaskularnich chorob. Vhodnou formou vitaminu E pfiddvanou domacim a

hospodafskym zvifatiim do krmiv je zejména acetat a-tokoferolu®*34%,
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2.3 Metody izolace lipofilnich latek

2.3.1 Extrakce kapalina — kapalina

U této extrakce se uplatiluje rozdélovaci rovnovaha. Jedna z fazi je organicka
(rozpoustédlo nemisitelné s vodou) a druhd je vodna. Do organické faze prechazeji pouze
elektroneutralni slozky. Povaha sil, jez zptisobuje distribuci slozky (skutecnost, ze se slozka
V jedné fazi rozpusti vice nez ve fazi druhé), je rtizna, zévisejici na typu distribuujici slozky.
Uplatnuji se disperzni sily (tvorba vodikovych vazeb, vzajemné pusobeni dip6ld,...). Pii
rovnosti chemickych potencialti slozky v organické i vodné fazi dosdhne tato soustava
rovnovahy. Z této podminky se odvozuje tzv. Nernstiv rozdélovaci zakon, ktery tika’": | Pri
konstantni teploté je pomér aktivit slozky v obou fazich konstantni za predpokladu, Ze
rozdelujici se slozka je pritomna v obou fazich v téze forme.”“ pomér aktivit se nazyva
rozdélovaci konstanta K'p. V obou fazich v téze formé je rozdélujici slozka piitomna jen
tehdy, kdyz se v roztoku nezcastni zadné interakce s molekulami rozpoustédla nebo s jinymi
slozkami v roztoku®.

Praktické aplikace extrakce kapalina-kapalina karotenoidii a tokoferoll z riiznych

matric jsou dale uvedeny v kapitolach literarni reSerse 2.4.1.2.1a2.4.1.2.2.

2.3.2 Extrakce tuhou fazi (SPE)

Extrakce tuhou fazi je v soucasné dobé velmi rozsifena metoda rychlé a selektivni
ptipravy vzorku umoznujici jeho ¢iSténi, odsolovani, prekoncentraci, frakcionaci a
derivatizaci. Princip SPE je podobny jako u extrakce kapalina-kapalina, avsak namisto dvou
nemisitelnych kapalnych fazi SPE zahrnuje rozdéleni mezi kapalnou (vzorek matrice nebo
rozpoustédla s analyty) a pevnou fazi (sorbentem). Extrakce je dosazeno prostiednictvim
interakce tii sloZek: sorbentu, analytu a rozpoustédla, z nichz analyt musi byt pfitahovan
sorbentem silngji nez matrice. Obecny postup pro SPE spociva v kondicionaci sorbentu,
naneseni vzorku, odstranéni nezadoucich slozek a v nésledné eluci prekoncentrovanych
analytd eluénim rozpoustédlem do zkumavky (Obr. 10). Uprava vzorku touto technikou

umoziuje koncentrovat a €istit analyty z roztoki sorpci na pevny sorbent a ¢iSténi extraktu®,
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Kondicionace Vzorek (analyt + matrice)

l l

Sorbent I Sorbent

AL

|

Kapalny vzorek

Obr. 10 SPE extrakéni postup®®

Pii pouziti extrakce tuhou fazi se musi dbat na vhodny vybér extrakéniho SPE
sorbentu. Vybér zavisi na mechanismu interakce mezi sorbentem a analytem, a také na
hydrofobnich, polarnich a ionogennich vlastnosti rozpusténé latky a sorbentu. Retenéni
mechanismy SPE jsou zaloZzeny na vodikovych vazbach, van der Waalsovych silach
(nepolarni interakce), dipol-dipdlovych silach (polarni interakce) a kation-aniontovych

interakcich (iontové interakce). V nésledujici tabulce jsou uvedeny nejéastéji pouzivané

separatni mody*® (Tab ).
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Tab. | Sorbenty a separaéni mechanismy pro SPE®

Kondicionace Eluéni
Faze Sorbent Typ analytu
SPE sorbentu rozpoustédlo
Oktadecyl (Cyg)
Oktyl (C
¥ (G Metanol/voda Hexan
Reverzni Ethyl (C,) Nepolarni o
Acetonitril/voda Chloroform
Cyklohexyl
Fenyl
Kyano (CN)
Normalni ] Mirné az silné Hexan
Amino (NHy) Metanol
(vazané) ) polarni Chloroform
Diol (COHCOH)
Kfemelina
- Metanol
Normalni Silikagel Mirné¢ az silné Hexan
o (v zavislosti na
(adsorp¢ni) Florisil polarni Chloroform
typu analytu)
Al,O;
Pufr
(PH=pKa +2),
Amin Anex - lontova Voda, pufr
] rozpousteédlo
Kvartérni amin kyselina (pH=pKa +2)
s vysokou
iontovou silou
Iontoménicova
Pufr
(pPH=pKa -2),
Karboxylova kys. | Katex - Iontova Voda, pufr
rozpoustédlo
Sulfonova kys. baze (pH=pKa -2)
s vysokou
iontovou silou

Extrakce tuhou fazi je alternativou k extrakci kapalina — kapalina. Je to metoda
jednoduchd, snadno automatizovatelnd a minimalné¢ finan¢né ndroc¢na. SPE technika ma

analytu,

zakoncentrovani analytu, vysoce Ccisté extrakty, schopnost souCasn¢ extrahovat analyty

V porovnani s tradi¢néjS§imi technikami mnoho vyhod: vysokd vytéznost

v §irokém rozsahu polarit, snadnd automatizace a kompatibilita s instrumentalnimi

technikami®,
SPE patii mezi nejvhodnéjsi a nejcastéji pouzivané metody pro extrakci lipofilnich

antioxidantl. Touto extrakci je mozné zpracovat jakoukoli matrici, at’ uz mléko, lidské sérum
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nebo pravé olejové matrice. V nasledujicim textu je uveden literarni piehled SPE extrakei
karotenoid a tokoferold z riiznych matric.

Shen a kolektiv porovnavali vhodnost pouziti SPE kolonek naplnénych ruznymi
sorbenty (CLEAN-UP-Cgz, Prep Sep Cig, Envi-C13 CLEAN-UP-Diol a ProElut™Silica) pro
prekoncetraci luteinu a B-karotenu z lidského séra a matefského mléka®. Kolonky byly
kondiciovany 3 ml acetonu a 3 ml smésného rozpoustédla (isopropylalkohol : ethylacetat :
voda; 1:1:1(v/v/v)). Po naneseni vzorku byly kolonky proplachnuty 5 ml smésného
rozpoustédla a karotenoidy byly eluovany 1 ml acetonu, obsah B-karotenu a luteinu byl
stanoven pomoci HPLC-DAD. Zuvedenych vysledkti vyplyva, Ze pro soucasnou
prekoncentraci karotenoidi jsou vhodné kolonky naplnéné Csy a Cig sorbentem a lutein
vykazoval dobrou retenci 1 na diolové a silikagelové kolonce. VytéZnost luteinu byla
v rozmezi 91,3 — 96,8 % v lidském séru a 92,1 — 93,8 % Vv mateiském mléce, vytéZnost
B-karotenu byla v rozmezi 92,9 — 98,1 % v lidském séru a 90,7 — 95,7 % v matei'ském mléce
na Cig a Cs3p sorbentech.

Irakli a kolektiv testovali vhodnost tii SPE kolonek (Oasis HLB, Abselut Nexus a
Lichrolut Cig) a tfi eluénich ¢inidel (dichlormethan, etanol, hexan) pro extrakci tokoferolt,
tokotrienoltl a karotenoidii*’. Jako nejhodngjsi prekoncentratni systém byla vybrana Oasis
HLB kolonka a eluce dichlormethanem, kolonka Nexus poskytovala nizsi vytézky extrakce a
kolonka Lichrolut C18 se ukazala jako méné vhodna pro izolaci karotenoidt, pficemz pro
tokoferoly a tokotrienoly poskytovala vysoké vytézky.

Pro prekoncentraci karotenoidii a chlorofylli ze slune¢nicového oleje Mateos a
kolektiv vyuzili SPE extrakci s kolonkou naplnénou diol-vazanym sorbentem®’. Kolonka byla
kondiciovana 6 ml metanolu a 6 ml hexanu, po naneseni vzorku byla kolonka proplachnuta
hexanem, ve kterém byl zadrzen B-karoten, a nasledné byly anlytu eluovany 3 ml acetonu.
Aplikovana metoda byla porovnavana s klasickou kapalina-kapalina extrakci a s SPE extrakci
s kolonkou naplnénou Cjg sorbentem. Pii pouziti extrakce kapalina-kapalina byl vytézek
pigmenti 96,4 %, zatimco u Ci15-SPE byl vytézek jen 51,3 % obsahu pigmenti vzhledem
k provedené diol-SPE extrakci.
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Ke stanoveni luteinu a zeaxantinu V hovézi sitnici Dachtler a kolektiv pouzili on-line
spojeni SPE extrakce s HPLC s UV-VIS detekci”®. Piedem piipraveny extrakt luteinu a
zeaxantinu v hexanu byl nanesen na PLRP-S kolonku, ktera byla souc¢asti davkovaciho
systétmu HPLC, po naneseni vzorku byla kolonka proplachnuta 500 pl vody a karotenoidy

byly nasledné eluovany mobilni fazi slozenou z acetonu a vody (85:15 (v/v).
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2.4 Metody stanoveni lipofilnich latek

2.4.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinovéa chromatografie byla objevena ruskym botanikem M. S. Cvétem jiz v roce
1903. Tato metodika se vyvijela fadu let, az dospéla do podoby dnesni, metody casto
pouzivané ve védé a vyzkumu s ndzvem vysokouc¢inna kapalinova chromatografie neboli
HPLC (High performance liquid chromatography)®.

Kapalinové chromatografie je zaloZzena na déleni latek mezi dvé a vice fazi, kdy
dochazi k opakovanému vytvaieni rovnovaznych stavii. Mobilni fazi je kapalina nesouci ptes
stacionarni fazi separované latky. Stacionarni faze miize byt umisténa v koloné nebo v ploché
vrstvé. Mezi plosné uspofddané metody patii papirova a tenkovrstvd chromatografie.
U sloupcové a vysokouginné kapalinové chromatografie je sorbentem naplnéna kolona®*.

Pomoci kapalinové chromatografie lze analyzovat az 80 % pievazné organickych
sloucenin. Umoziuje analyzovat latky jak s nizkou molekulovou hmotnosti, tak i latky majici

molekulovou hmotnost nékolik set tisic***°.

2.4.1.1 Tenkovrstva kapalinova chromatografie (TLC)

Principem tenkovrstvé chromatografie je vzlindni mobilni fiaze vrstvou stacionarni
faze, kdy dochazi k separaci latek. TLC vyvijeni miZe byt provadéno ve vzestupném nebo v
kruhovém (radidlnim) uspofaidélni44’46.

U TLC je stacionarni fadze umisténd Vv ploSe ve vrstvach rizné tloustky na tuhé
podlozce, kterou miize byt hlinikova folie nebo sklenéna deska. Nejcastéji pouzivanymi
staciondrnimi fazemi jsou: oxid hlinity, kfemelina, praskovy polyamid, celit, Skrob, silikagel a
dalsi. Mobilni fazi volime podle typu stacionarni faze, nejcastéji pouzivané jsou: cyklohexan,
toluen, dichlormetan, chloroform, etanol, kyselina octovéa, metanol, amoniak, aceton a jejich
smési***®.

Tenkovrstva kapalinova chromatografie je vyhodnou metodou pro velkosériové
kvantitativni nebo orienta¢ni analyzy. Ma velké vyuziti pfi organickych syntézach. Dale se
pouziva k ¢isténi a identifikaci latek, k analyze necistot v surovinach, vyrobcich a v jinych

. 44
materialech™.
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Detekce u TLC

Detekce (vizualizace) rozdélenych latek na chromatogramu se provadi nasledujicimi
zpﬁsoby44:
Fyzikalni detekce - vyuziva zéateni (infraCervené, ultrafialové a viditelné).
Chemicka detekce — vyuziva vhodnd detekéni Cinidla, kterd po naneseni na chromatogram
vyvolaji barevnou reakci se separovanymi latkami. U TLC se pouzivaji jednak univerzalni
detekéni Cinidla s agresivnimi vlastnostmi (kyselina sirova, dusi¢na, roztok manganistanu
draselného aj.), ale i1 selektivni Cinidla, které detekuji jen urcitou skupinu latek (Ehrlichovo

¢inidlo, acidobazické indikatory aj.).

Vyhodnocovani kvality u TLC
Latky v tenkovrstvé chromatografii se vyhodnocuji pomoci hodnot retarda¢niho

faktoru (Rf) a jejich porovnani se standardy. Rr je definovany jako pomér vzdalenosti stiedu

skvrny od startu (d;) ku vzdalenosti &ela mobilni faze od startu (dm)*®*:

d:
RF - -

dmn

1)

Obr. 11 Vypo&et R

Vyhodnocovani kvantity u TLC

Vyhodnoceni TLC chromatogramu se provadi pfimymi metodami (denzitometrie,
radiochemickd metoda, méteni plochy skvrny). Také jednim z postupt vyhodnoceni kvantity
je vyskrabnuti skvrny ze staciondrni faze, naslednd extrakce vhodnym rozpoustédlem a

stanoveni koncentrace analytu v extraktu vhodnou metodou®’.
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V nasledujici tabulce (Tab. 1) jsou shrnuty nejcastéji pouzivané podminky pro TLC

separace vybranych karotenoidu a tokoferolt s ptislusnymi odkazy na literaturu.

Tab. II TLC vybranych karotenoida a tokoferola

Sorbent Analyt Mobilni faze Ref.
Silikagel B-karoten, lutein, petrol-ether : aceton : diethylamin; 48 49
GFs4 violaxantin, neoxantin 10:4:1 (viviv) ’
. B-karoten, lutein, hexan : ethylacetat : aceton : metanol,;
Silikagel G60 violaxantin, neoxantin 27:4:2:2 (VIVIVIV) >0
Sé'(')‘;ig’f' a-tokoferol cyklohexan : diethylether: 4:1 (vAv) | 51,52

oktan-diethylether; 7:1 (v/v)
Silikagel a-tokoferol, ergokalciferol tetrachlormethan : diethylether; 4:1 53

(VIv)
Silikagel a-tokoferol trichlormethan 54
Silikagel Fys4 B-karoten, lykopen benzen : petrolether; 10:90 (v/v) 55
B-karoten, lykopen, lutein,
- retinol, astaxantin, metanol : benzen : ethylacetat;
Silikagel Foss zeaxantin, a-, y-, - 5:75:20 (V/VIV) >
tokoferol
Silikagel Fys4 B(':fa;f_)t%n_’t(l)il;?gfor}’ benzen : petrolether; 90:10 (v/v) 55
[B-karoten, kryptoxantin,
Silikagel Zki%igm' \ég:gﬁjng;z’ aceton : petrol-ether; 1:1 (v/v) 56
neoxantin
Silikagel B-Karoten, lutein petrolether : diethylether : kys. octova; 57

80:20:1 (viviv)

2.4.1.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie se bézné pouziva pro presnou kvantitativni
analyzu a pro vyzkumné ucely. Vyhodou této metody je jeji automatizovatelnost i
s vyhodnocenim vysledkia*.

HPLC systém pracuje tak, ze vysokotlaké cerpadlo cerpd mobilni fazi ze zdsobniku. U
faze vedena pfes sméSovaC, ve kterém dochazi podle nastaveného programu k jejimu
smichani. SméSovac je zarazen bud’ pred, nebo za vysokotlaké Cerpadlo. Tlumic¢ tlakovych
razid je do toku mobilni faze zafazen v zavislosti na pouzitém cerpadle. Poté je mobilni faze

vedena pies davkovaci zafizeni do kolony. Kolona je propojena s detektorem, jehoz signal je
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veden pies zesilova¢ do pocitace. Blokové schéma kapalinového chromatografu je
znazornéno na Obr. 12. Soucasti kapalinového chromatografu mohou byt i dopliikkova
zafizeni, jako jsou ochranné filtry, ventily, predklonKy a odplyiiovaé mobilni faze. Casto se

k detekci vyuziva zapojeni dvou i vice detektort za sebou™.

(3]

4

53
8 (X

| 12 (113
7
&=
g 15
Obr. 12 Schéma kapalinového chomatografu®*
1, 2 — zasobniky mobilni faze, 3 — programovani gradientu, 4 — sméSovac,

5 — odplynovag, 6 — vysokotlaké ¢erpadlo, 7 — tlumi¢ tlakovych pulzi, 8 — davkovaci zafizeni,

9 — kolona, 10 — detektor, 11 — jimac¢ frakci,12 — zesilovac, 13 — zapisovac, 14 — pocitac

Mobilni faze

faze. Slozeni mobilni faze se mize béhem analyzy ménit, pak mluvime o gradientové eluci.
Nebo jeji slozeni mtize v pribéhu analyzy byt neménné, potom se jedna o izokratickou eluci.
Slozeni mobilni faze se voli podle toho, zda se pracuje v systému normalnich nebo reverznich

.43
fazi™.

Normalni faze
Stacionarni fazi tvofi polarni sorbent (oxid hlinity, silikagel) a mobilni faze je sloZena
z nepolarniho rozpoustédla, do kterého je pfidana polarni slozka. V tomto systému dochazi

k sorpci polarnich latek a nepolarni mobilni faze tuto sorpci podporuje. O aktivni mista na
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povrchu sorbentu soutézi analyt s mobilni fazi a retence latek je dana vysledkem jejich

rozdilné polarity**.

Reverzni faze

V reverznich fazich se pouziva nepolarni stacionarni faze, kterou je napt. chemicky
vazand nepolarni faze (CgHi7, C1gHs7) na silikagelu jako nosic¢i nebo méné casto na uhliku
¢1 organickém polymeru. Mobilni faze se sestava ze smési vody a organického rozpoustédla.
Cim je délka nepolarni ¢asti molekuly vétsi, tim se zvySuje retence latek. Aviak mechanismus

-----

solvofobniho efektu®.

Detektory
Detektory slouzi k detekci latek vychazejicich z chromatografické kolony. Detektor je
vybaven snimacem, ktery sleduje danou vlastnost eluatu a poskytuje signal, ktery se nasledné
ptevadi do pocitace. Pocita¢ ukéze zaznam separace v zavislosti intenzity signalu na ase™.
Ve vysokou€inné kapalinové chromatografii se pouZivaji hmotnostni nebo
koncentra¢ni detektory. Koncentra¢ni detektory mohou byt univerzalni (nespecifické) nebo
selektivni a poskytuji signal umérny koncentraci latky v analytu. Mezi nejcastéji pouzivané

detektory pro stanoveni lipofilnich antioxidantl patﬁ44:

1. Spektrofotometrické detektory

Selektivni detektory schopny detekovat latky, které jsou schopné absorbovat zatreni
o urcité vlnové délce pouzité k detekci. Spektrofotometrické detektory se déli na dva typy,
podle poétu nastavenych vinovych délek pouzitych k méfeni: detektor diodového pole a

spektrofotometricky detektor s monochromatorem™.

2. Fluorometricky detektor

Velmi citlivy a selektivni detektor, schopny detekovat pouze latky vykazujici
fluorescenci. Detekovana latka absorbuje ultrafialové excitaéni zafeni v cele detektoru. Cést
pohlcené energie se vyzaii ve formé fluorescen¢niho zafeni, které ma nizsi energii nez zaieni
excitaéni. Nasledné¢ dopadne emitované zafeni na fotoelektricky nasobic, ktery poskytne

proud umérny koncentraci latky a toku emitovaného zafeni v cele detektoru. Pro dobrou
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funkci detektoru je nutné oddélit emitované zéafeni od budiciho. Ztoho divodu je
fotoelektricky nasobi¢ umistén kolmo na smér priichodu budiciho zéafeni celou a také se to

systému fadi vhodné filtry*,

3. Elektrochemicky detektor

Elektrochemické detektory detekuji latky schopné elektrochemické reakce, které
probihaji na fazovém rozhrani roztok (mobilni faze) — elektroda. Elektrochemické detektory
méii danou elektrickou veli¢inu (kapacita, proud, elektrodovy potencial), kterd je vyvolana pii
pruchodu analytu prutokovou celou detektoru. V cele jsou uloZeny elektrody, na néz je
vkladano pracovni napéti nezbytné k pribéhu elektrochemické reakce v tiielektrodovém nebo

dvouelektrodovém systému zapoj eni>®,

Amperometricky detektor

Amperometricky detektor méfi proud vyvolany prichodem oxidované nebo
redukované latky pratokovou celou detektoru. Jako mérné elektrody se pouzivaji tuhé
elektrody vyrobené z grafitovych vlaken, uhliku, platiny, zlata, aj. Amperometrické cely se
podle umisténi pracovni elektrody a konstrukce déli na: tubularni, wall — jet a tenkovrstvou
celu. Jako srovnavaci elektroda se vétSinou pouziva kalomelova nebo argentochloridova

elektroda®.

Coulometricky detektor

Coulometricky detektor méti naboj, ktery je potiebny k redukci ¢i oxidaci celkového
mnozstvi latky pfi pritoku meérnou celou detektoru. Citlivost detekce tohoto detektoru je vyssi
neZ u amperometrickych detektord. Pti pouZiti tzv. elektrody fritového typu (porézni grafitova
pracovni elektroda, kterou protéka mobilni faze), je mozné zvysit Gcinnost elektrochemické
reakce. Tato coulometrickd elektroda ma vyhodu ve vysoké Gc¢innosti, selektivité a stabilité
(snizuje pomér signdlu k Sumu). Ma daleko vétsi povrch nez klasické elektrody a oxida¢né
redukénim reakcim na povrchu elektrody podléhé pres 90 % ptfitomného analytusg.

Vyhodou coulometrické elektrody je moznost zapojeni dvou a vice elektrod za sebou,
na nichz je vlozeno rozdilné napéti. Timto dochazi i ke zvySeni selektivity. Jelikoz je analyt
na coulometrické elektrodé 100 % elektrolyzovan, efluent neobsahuje Zadnou elektroaktivni

komponentu, ktera mtize podléhat elektrochemické reakci pii vloZeném napéti. Zapojenim az
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Sestnacti coulometrickych elektrod mizeme ziskat detektor, ktery je obdobou detektoru
diodového pole tzv. CoulArray. Z mobilni faze se necistoty odstrafiuji pouzitim porézni
grafitové elektrody, na kterou je vloZzeno dané¢ napéti, tzv. guard cela. Odstranuje

elektroaktivni necistoty z mobilni faze pted vstupem do injektoru, kolony a cely58.

2.4.1.2.1 Metody stanoveni lipofilnich antioxidanti metodou HPLC
s UV-VIS a fluorescencni detekci

Pro simultinni a seclektivni stanoveni karoteni (B-karoten), tokoferolu
(a-, B-, y-, o-tokoferol) a retinolu (cis-retin-13-ol, trans-retinol) v italskych syrech Panfili a
kolektiv pouzili metodu HPLC s naslednou UV-VIS a fluorescenéni detekci™. Piiprava
vzorkd spocivala v homogenizaci, alkalickém zmydelnéni S pfidavkem antioxidantu a
nasledné extrakci smési hexan : diethylether (9:1). Vznikly extrakt byl odpafen do sucha a
rekonstituovan ve 2 ml mobilni faze. Analyty byly déleny v systému normalnich fazi
s gradientovou eluci, mobilni faze A: 0,1 % propan-2-0l v hexanu, mobilni faze B: hexan.
Karotenoidy byly detekovany UV-VIS detektorem pii 450 nm, tokoferoly a retinol
fluorescenénim detektorem s nastavenymi vlnovymi délkami pfi méfeni 280 a 325 nm
(excitacni), 335 a 475 nm (emisni).

Lietz a kolektiv publikovali v roce 1997 stanoveni karotenoidt v ¢erveném palmovém
oleji po piedchozi enzymatické hydrolyze s vyuzitim Candida cylindracea lipazy®®. Nasledng
byla reakéni smés extrahovana tiikrat 20 ml smési diethylether : petrolether (2:1, v/v)
s obsahem 0,1 % butylovaného hydroxytoluenu. Smésny extrakt byl promyt 50 ml 10 %
roztoku NaCl, suSen pfidavkem bezvodého siranu sodného a nakonec bylo organické
rozpoustédlo odpafeno pomoci rota¢ni odparky. Odparek byl rozpustén v 5 ml acetonu,
prefiltrovan a 10 pl vzorku bylo ptimo davkovano do HPLC. Antioxidanty byly separovany
podle metody publikované Hartem a Scottem®® a rozseparované karotenoidy (a-karoten,
cis-a-karoten, B-karoten, cis-p-karoten) byly detekovany UV-VIS detektorem pii 450 nm a
tokoferoly (o-,y-,0-tokoferol) byly detekovany fluorescencnim detektorem s excitaéni
(298 nm) a emisni (328 nm) zvolenou vlnovou délkou.

Pro analyzu karotenoidi a vitaminu E ve slune¢nicovém a fepkovém oleji vyuzili
Franke a kolektiv metodu HPLC s UV-VIS a fluorescenéni detekci®™. Vzorky oleje byly spolu
s pfidavkem internich standardd a MgO dvakrat extrahovany 35 ml smési

metanol : tetrahydrofuran (1:1, v/v) sptidavkem 0,1 % butylhydroxytoluenem. Sloucené
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extrakty byly odpafeny vrotaéni odparce a rekonstituovany V5 ml smési
n-hexan : isopropylalkohol (95:5, v/v) pro analyzu karotenoidd a pro analyzu vitaminu E bylo
500 ul této smési odpafeno a rekonstituovano ve 2 ml n-hexan : metyl-terc-butylether
(98:2, v/v). Tokoferoly (a-,B-,y-,6-) byly déleny v systému normalnich fazi (kolona Eurospher
100 DIOL) s izokratickou eluci, mobilni faze se sestavala z n-hexan : metyl-terc-butylether
(98:2, v/v), lutein a zeaxantin byly také separovany Vv systému normalnich fazi (kolona Luna
silica) s izokratickou eluci (mobilni faze n-hexan : isopropylalkohol (95:5, v/v)) a nakonec
a- a B-karoten byl separovan na obracenych fazich (kolona TRENTEC Cgp) S vyuzitim
gradientové eluce (mobilni faze metanol a metyl-terc-butyl-ether). Tokoferoly byly
detekovany fluorescenénim detektorem s pouzitou excitacni a emisni vinovou délkou 292 a
330 nm a karotenoidy pomoci UV-VIS detektoru s diodovym polem.

Panfili a kolektiv vroce 2004 publikovali postup pro stanoveni karotenoidu
(B-karoten, zeaxantin, lutein) v cerealiich zaloZzenou na NP-LC sUV-VIS detekci®
Piediprava vzorku spocivala v alkalickém zmydelnéni etanolickym roztokem KOH
s ptidavkem pyrogalolu jako antioxidantu a nasledné extrakci karotenoidli extrakéni smési
sloZzené z hexanu a ethylacetatu v poméru (9:1). Vznikly extrakt byl odpafen do sucha a
rekonstituovan ve 2 ml 10 % isopropylalkoholu v hexanu. Separace probihala v systému
normalnich fazi (kolona Kromasil Phenomenex Si column) s izokratickou eluci (mobilni faze
isopropylalkohol : hexan (5:95, (v/v)). Karotenoidy byly detekovany UV-VIS detektorem
s diodovym polem v intervalu vlnovych délek 350 — 500 nm (absorpéni maximum
pti 450 nm).

Pro stanoveni isomerd vitaminu E v zrnu je¢mene pouzili BeneSova a kolektiv metodu
UPLC s fluorescenéni detekei™. Vzorky byly pied vlastni extrakci zmydelnény, extrahovany
dietyletherem a odpafeny do sucha. Vznikly odparek byl dale rekonstituovan v metanolu a
isomery vitaminu E (a-, B-, 6-, y-) byly separovany pomoci UHPLC na reverznich fazich
(kolona ACQUITY BEH C18) s izokratickou eluci smési metanol : voda (98:2). K detekci byl
vyuzit fluorescen¢ni detektor s pouzitou excitacni a emisni vinovou délkou 290 a 330 nm.
Mez detekce isomert vitaminu E byla stanovena jako rozmezi od 0,02 do 0,06 mg/kg.

Homoskova s kolegy v roce 2007 pouzily metodu HPLC s fluorescenc¢ni detekei pro
stanoveni isomerd vitaminu E v krmnych surovinach, krmivech a potravinéchss. Isomery
vitaminu E byly v homogennich mletych vzorcich po alkalickém zmydelnéni extrahovany

hexanem, ktery byl pro separace V reverznim systému odpafen a odparek byl rekonstituovan
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v metanolu. Systém normalnich fazi vyuzival kolony Silica NovaPak a izokratické eluce
smési cyklohexan : tetrahydrofuran (99,6:0,4), reverzni systém aplikoval kolonu NovaPak
C18 a mobilni fazi sloZzenou z metanolu a vody v poméru 98:2. Isomery vitaminu E byly
detekovany pomoci fluorescencniho detektoru s nastavenymi vinovymi délkami pfi méfeni
292 nm (excitacni) a 330 nm (emisni).

Wang s kolegy studovali zastoupeni rtznych karotenoidii v semenech c¢tyf druht
lupiny pomoci HPLC s UV-VIS detekei®. Jemné rozemletd semena byla extrahovdna pomoci
smési slozené z dichlormetanu a metanolu (1:1), extrakt byl odpafen a rekonstituovan
v ethylacetatu, ¢ast ethylacetatového extraktu byla pouzita ptimo k analyze a druha ¢ast byla
podrobena zmydelnéni a opétovné reextrakci ethylacetaitem. K separaci karotenoidd byla
vyuzita technika HPLC s gradientovou eluci (kolona YMC™ Carotenoid S-5, mobilni faze:
A-metanol, B- 80 % metanol s obsahem 0,2 % octanu amonného, C- methyl-terc-butyl-ether)
a nasledn¢ detekovany v rozsahu 210 — 550 nm pomoci UV-VIS detektoru s diodovym

polem. Porovnani obsahu karotenoidu v jednotlivych druzich lupiny je uvedeno na Obr. 13.

250,00
o

=

3 200.00 l—_

= @L luteus

-

= b | [mL. albus

g 100.00 || |oL. angustifolis
2 o L. mutabolis
£ 5000 —

e

tﬂ

O 000 m . [ 1 : [ 1% r:ﬂ_l_

tein  zeaxanthin b-carotene others total

Obr. 13 Obsah karotenoidt v semenech lupiny (pfevzato z cit.°)

Pro simultanni stanoveni fytosterolli, tokoferolti a luteinu v Sojovém bobu pouzili
Slavin a kolektiv metodu RP-LC s UV-VIS a ELSD detekci®®. Po predchozim zmydelnéni
byly analyty extrahovany hexanem a vznikly extrakt byl po pfecisténi odpafen do sucha,
odparek byl rekonstituovan v propan-2-olu. Separace latek probihala na fenylové koloné
(XTerra fenyl column) s izokratickou eluci smési slozenou z acetonitrilu, metanolu a vody

v poméru (48:22,5:29,5; v/v/v). Pro kvantitativni analyzu [-sitosterolu, stigmasterolu,
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campesterolu, a-, B- a y-tokoferolu byl pouzit odpatovaci detektor rozptylu svétla (ELSD) a
lutein byl stanoven pomoci UV-VIS detektoru pii vinové délce 450 nm.
Habit s kolegy publikoval v roce 2013 porovnani 18 riznych druhid olejii na obsah

karotenoidd, vitaminli rozpustnych v tucich a mastnych kyselin64

. Pro analyzu karotenoidu
byly vzorky olejii (0,5 g) smichany se smési 0,5 ml 95 % etanolu, 0,1 ml 0,2 % butylovaného
hydroxytoluenu a 4 ml hexanu, takto pfipravend extrakéni smés byla tfepana, centrifugovana
a nasledné odpaiena pod proudem dusiku. Vznikly odparek byl rozpustén v 1 ml chloroformu
a davkovan do HPLC. Separace byla provadéna v systému obracenych fazi (kolona C18)
s izokratickou eluci, mobilni faze slozena z acetonitrilu a chloroformu v poméru 80:20.
Rozseparované karotenoidy (lutein, kryptoxantin, echinenon, lykopen, a-, -, y-karoten) byly
detekovany pomoci UV-VIS detektoru pti 450 nm. Isomery vitaminu E byly analyzovany po
pfedchozim zmydelnéni, extrakci petroletherem, odpateni a rekonstituci v2 ml pomoci
RP-LC s UV-VIS detekci. Separace probihala v reverznim moédu (ACQUITY UPLC BEH
Cig) s izoratickou eluci (acetonitril s obsahem 0,1 % kyseliny mravenéi) a nasledna detekce
isomertt vitaminu E (a-, y-tokoferol a acetat o-tokoferolu ) vyuzivala dvoukanalového
UV-VIS detektoru méticiho pii 291 a 265 nm.

Mortensen pouzil pro stanoveni karotenoidii v palmovém oleji metodu HPLC s
UV-VIS detekci®®. Analyzované vzorky oleje byly smichany s metyl-terc-butyl-etherem
(MTBE) a nasledn¢ separovany pomoci RP-LC (kolona YMC (C30 column)) s linearni
gradientovou eluci, mobilni faze A- smés MTBE : metanol : voda (15:81:4) a mobilni faze
B- smés MTBE : metanol (10:1). Karotenoidy (o-, B-, y-, (- karoten, fytoen, fytofluen,
lykopen, pB-zeakaroten) byly identifikovany pomoci UV-VIS detektoru pfi nastavené vlnové
délce 456 nm.

Karotenoidy obsazené v mrkvi byly analyzovany pomoci HPLC s UV-VIS detekci po
predchozi superkritické fluidni extrakci modifikované ptidavkem canolového olej e®®. Extrakt
byl rozpustén ve smési metanol : dichlormetan (1:1, v/v) a takto vznikly vzorek byl separovan
pomoci RP-LC (kolona Supelcosil™ LC-18) s izokratickou eluci vyuZzivajici mobilni faze
metanolu s 10 % acetonitrilu. Analyty (lutein, a-karoten a B-karoten) byly kvantifikovany
pfi 450 nm.

Aruna se spolupracovniky publikovali metodu pro stanoveni luteinu a zeaxantinu ve
vybranych vzorcich zeleninovych oleji s vyuzitim HPLC s UV-VIS detekei®’. Karotenoidy

byly ze zmydelnénych vzorkl oleje extrahovany smési diethylether : hexan (50:50, v/v),
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suSeny bezvodym siranem sodnym a po odpafeni rekonstituovany ve smési diethylether :
hexan (1:1, v/v). Lutein v extraktu byl separovan TLC (silica gel, MF-heptan : aceton (70:30,
v/v)) a zony obsahujici lutein byly oSkrabnuty a extrahovany ve smési aceton : hexan (50:50,
v/v) a po odpaieni rekonstituovany v 1 ml mobilni faze slozené z acetonitrilu, dichlormetanu a
metanolu v poméru 6:2:2 (v/v/v). Karotenoidy byly separovany na koloné¢ SGE C-18 (ODS)
s vyuzitim izokratické eluce mobilni fazi slozenou z acetonitrilu, dichlormetanu a metanolu

V poméru 6:2:2 (v/v/v) a detekovany UV-VIS detektorem pii 450 nm.

2.4.1.2.2 Metody stanoveni lipofilnich antioxidantii metodou HPLC
S elektrochemickou detekci

Ferruzzi a kolektiv publikovali metodu HPLC s elektrochemickou detekci pro
selektivni a citlivé stanoveni karotenoidii v krevnim séru a vzorcich tkani®. Karotenoidy byly
ze vzorkl séra a zmydelnénych vzorkil tkani extrahovany hexanem s pfidavkem 0,02 %
butylované¢ho hydroxytoluenu. Karotenoidy byly separovany v reverznim systému (kolona
YMC (C30 kolona) s gradientovou eluci, mobilni faze: A- metanol : MTBE : octan amonny
(95:3:2), B- metanol : MTBE : octan amonny (25:73:2). Detekce rozseparovanych
karotenoidt (a-karoten, B-karoten, lutein, zeaxantin, B-kryptoxantin) byla zalozena na pouziti
coulometrického detektoru (ESA Model 5600 CoulArray) vybaveného 8 méficimi kanaly.
Detekce analytti probihala simultanné pii potencidlech od 100 do 520 mV po 60 mV
intervalech.

Puspitasari-Nienaber a kolektiv pouzili vroce 2002 modifikovanou metodu
HPLC-ECD publikovanou Ferruzzim a kolektivem pro stanoveni karotenoidt, tokoferoli,
chlorofyli v zeleninovych olejichﬁg. Vzorky oleja (10-20 mg) byly pted vlastni analyzou
pomoci HPLC rozpustény v 6 ml smési MTBE : metanol (1:1) a pfefiltrovany. Podminky
HPLC byly modifikovany pro dosazeni separace tokoferoll a tokotrienolli, tudiZ analyty byly
separovany v reverznim modu (kolona YMC (C30 kolona) s gradientovou eluci. Mobilni
faze: A- metanol : MTBE : octan amonny : voda (88:5:5:2), B- metanol : MTBE : octan
amonny (20:78:2). Kladné potencidly nastavené pro detekci analyti byly vrozmezi
200 — 620 mV po 60 mV intervalech.

Guaratini a spolupracovnici v roce 2009 prezentovali porovnani HPLC s UV-VIS a

HPLC s ECD detektorem pro stanoveni karotenoidii obsaZenych v sinicich’®. Karotenoidy
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byly extrahovany z kultivaéniho média smési metanol : aceton (1:1) a nasledné separovany
pomoci HPLC pracujici v reverznim systému (Ultracarb C30 kolona) s gradientovou eluci,
mobilni faze: A- metanol : voda : octan amonny (90:8:2), B- metanol : MTBE : octan amonny
(30:68:2). Karotenoidy byly detekovany pomoci UV-VIS detektoru s diodovym polem pfii
445 nm (UV-VIS spektra méfena vrozmezi 200 — 800 nm) a simultdnné pomoci
coulometrického detektoru s dvéma mérnymi celami, potencial méfeni +600 mV. Pro ziskani
hydrodynamickych voltamogramti byla data sniména v rozmezi potencial +100 az +900 mV
po 50 mV piirGstcich.

Pro stanoveni retinolu, a-tokoferolu a B-karotenu v séru pouzili MacCrehan a kolektiv
metody HPLC s UV-VIS a HPLC s elektrochemickou detekci’’. Po piedchozi denaturaci séra
byly analyty extrahovany opakované¢ do hexanu, extrakt byl odpafen a rekonstituovan
v etanolu s piimé&si butylhydroxytoluenu. Analyty byly separovany pomoci HPLC pracujici
v reverznim moédu na koloné Vydac C18 s vyuzitim gradientové eluce (MF: A- voda :
metanol : n-butanol (15:75:10), B- voda : metanol : n-butanol (2:88:10) soucasti obou smési
byl octan amonny pH 3,5 o koncentraci 0,02 mol/l). Detekce byla zaloZena na pouziti
UV-VIS detektoru s diodovym polem (pii 450 a 325 nm) a ampérometrického detektoru
(thin-layer) s elektrodou ze skelného uhliku (aplikovany potencial +900 mV).

Buratti a kolektiv vyuzili spojeni FIA s amperometrickym detektorem pro stanoveni
antioxidantt (lykopen, B-karoten, zeaxantin, a-karoten, B-kryptoxantin, lutein, o-tokoferol,
kapsaicin, chlorofyl a, chlorofyl b, astaxantin, kantaxantin) v 5 zeleninovych a 2 ovocnych
extraktech’®. Antioxidanty byly extrahovany tetrahydrofuranem, reextrahovany do
petroletheru a extrakt byl odpafen pod proudem dusiku do sucha. Antioxidanty byly
davkovany do proudu smésné kapaliny slozené z metyl-terc-butyl-etheru, metanolu,
dodecylsulfatu sodného a vody vpoméru (50:45:1,5:3,5) a nasledné detekovany
amperometrickym detektorem s elektrodou ze skelné¢ho uhliku pii +0,5 V (hydrodynamické
voltamogramy méfeny v rozmezi 0,2 — 0,8 V (vs Ag/AgCl)).

Pro rychlé a piesné stanoveni antioxidanti (koenzym Qip, vitamin A, vitamin E,
lutein, zeaxantin, B-kryptoxantin, lykopen, p-karoten) v lidském séru Lee a kolektiv pouzili
metodu HPLC s elektrochemickym detektorem’®. Antioxidanty byly z denaturovaného séra
extrahovany hexanem, extrakt byl odfoukdn dusikem do Sucha a rekonstituovan ve smési
slozené z etanolu a terc-butanolu (4:1, v/v) obsahujici 0,02 % butylhydroxytoluen. Analyty

byly separovany Vreverznim systému (kolony Zorbax SB-Ci;g a Partisphere-5 Cig)
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s gradientovou eluci, mobilni faze: A- acetonitril, B- metanol, C- etanol : terc-butanol
(8:2, vlv). Antioxidanty byly detekovany pomoci tfi detektorti zapojenych za sebou, a to
UV-VIS, fluorimetrického a amperometrického detektoru s pracovni elektrodou ze skelného

uhliku (nastaveny potencial +700 mV proti (Ag/AgCl)).
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikale

Standardy analyzovanych latek

- lutein (p.a. > 95 %) Fluka (Buchs, Svycarsko)

- B-karoten (p.a. > 97 %) Fluka (Buchs, Svycarsko)

- a-tokoferol (p.a. > 98 %) Fluka (Buchs, Svycarsko)
- y-tokoferol (p.a. >96 %) Fluka (Buchs, Svycarsko)
- 3-tokoferol (p.a. > 90 %) Fluka (Buchs, Svycarsko)

Ostatni pouzité chemikalie

- metanol (p.a. > gradient grade) Prolabo Chemicals (Fontenay-sous-Bois, Francie)
- acetonitril (p.a. > gradient grade) Sigma Aldrich (Steinheim, Némecko)

- tetrahydrofuran (p.a. > HPLC grade) Sigma Aldrich (Steinheim, Némecko)
- mravenéan amonny (p.a. > HPLC) Fluka (Buchs, Svycarsko)

- triethylamin (p.a. > 99,5 %) Fluka (Buchs, Svycarsko)

- dihydrogenfosfore¢nan sodny ( p.a. > 99 %) Fluka (Buchs, Svycarsko)

- n-heptan (p.a. > UV) Lachema (Neratovice, CR)

- isopropylalkohol (p.a.) Lachema (Neratovice, CR)

- octan ethylnaty (p.a.) Lachema (Neratovice, CR)

- petrol-ether (p.a.) Lachema (Neratovice, CR)

- hexan (p.a.) Lachema (Neratovice, CR)

- aceton (p.a.) Penta (Praha, CR)

- methyl-terc-butyl-ether (p.a. > HPLC grade) Lab-Scan (Cesky Brod, CR)

- voda ziskana reverzni osmoézou (Millipore)

3.2 Pristrojové vybaveni

Chromatograficky systém pro HPLC separaci v systému reverznich fazi se sestaval
z isokratické pumpy ESA s tlumicem pulsi (model 582) a coulometrického detektoru

Coulochem III obsahujici coulometrickou celu (model 5010) s dvéma pruto¢nymi elektrodami
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z porézniho grafitického uhliku. VSechna uvedend zafizeni jsou zakoupena od firmy ESA
Inc., MA Chelmsford, USA. K separaci byly pouzity dvé HPLC kolony, a to CN-kolona
Macherey-Nagel (3 um) 125 x 2 mm a kolona Zorbax C8 (5 um) 4,6 x 150 mm. Vzorky byly
do HPLC systému nastiikovany 25 ul sklenénou mikrosttikackou (Hamilton, Reno, USA).
Davkovani bylo provaddéno pomoci manudlniho davkovaciho ventilu s 10 pl smyckou
(Rheodyne, Cotati, USA).

Pro analyzu v systému normalnich fazi byla pouzita HPLC sestava Agilent 1100
Series (Santa Clara, Kalifornie, USA) vybavena autosamplerem a degaserem. K HPLC
systému byl sériové pfipojen UV-VIS spektrofotometricky detektor Shimadzu SPD 10-A VP
(Duisburg, Némecko), ktery poskytoval zaznam pii vinovych délkach 200 a 450 nm. Druhym
detektorem pouzitym k detekci byl fluorescenéni detektor Agilent 1200 Series (Santa Clara,
Kalifornie, USA), excitacni a emisni vlnova délka byla nastavena na 295 a 330 nm.
K separaci byla pouzita HPLC kolona Tessek Separon (7 um) 250 x 4 mm.

Vsechna pouzitd tésnéni, spojky, ferulky a kapilary byla vyrobena z polymerniho
materidlu PEEK. Zaznamy z detektori a vyhodnocovédni chromatografickych dat bylo
provadéno za pomoci softwaru Clarity (DataApex, Praha, CR). Vysledky byly zpracovany za
pomoci softwaru Microsoft Excel.

3.3 Vzorek

Vzorek oleje poskytnuty k analyze byl ziskan z lupiny andské (Lupinus mutabilis
sweet) metodou superkritické extrakce pomoci CO, modifikovaného metanolem. Vzorek byl

uchovavan v chladu a temnu pii 4 °C.

3.4 Pracovni postupy

3.4.1 Priprava standardi
Jako zasobni standardni roztok byl pouzit B-karoten o koncentraci 10 mg/ml, lutein o
koncentraci 0,25 mg/ml, a-tokoferol o koncentraci 5 mg/ml, y-tokoferol o koncentraci

1 mg/ml a é-tokoferol o koncentraci 7 mg/ml. VSechny standardni roztoky byly rozpustény

V metanolu. Zasobni standardni roztoky byly dale fedény mobilni fazi dle potieby. Standardni
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roztoky a-, y-, 8-tokoferolu byly uchovavany v chladu a temnu pii 4 °C. Standardni roztoky

B-karotenu a luteinu byly uchovavany v chladu a temnu pii -20 °C.

3.4.2 Metody extrakce lupinového oleje

3.4.2.1 Extrakce kapalina-kapalina (L-L extrakce)

Lipofilni antioxidanty byly extrahovany z definovaného mnozstvi lupinového oleje.

Olej byl extrahovan metanolem pomoci ti riznych extrakénich postupt:

Vzorek oleje (4 ml) byl extrahovan do heptanu (4 ml). Po ustaleni rovnovahy byla
heptanova faze odebrana. Zbyla olejova vrstva byla dale extrahovana metanolem (8 ml). Po
ustaleni rovnovahy byla metanolicka faze odebrana. Extrakce byla opakovana celkem tiikrat.
Spojené metanolické extrakty byly uchovavany v hlubokém mrazu (-77 °C). Po vymraZeni
tuhé faze byl vzorek centrifugovén a k analyze byl pouZit Ciry supernatant. Vzorek byl dale
dle potieby fedén mobilni fazi. Takto pfipraveny vzorek byl pouzit k pfimému nésttiku do

HPLC systému.

Vzorek oleje (4 ml) byl extrahovan do metanolu (4 ml). Po ustaleni rovnovahy byla
metanolickd faze odebrana a nasledné byla extrakce dvakrat opakovana 8 ml metanolu.
Spojené metanolické extrakty byly vlozeny na 7 dni do mrazéku (-20 °C). Po vymrazeni byla
provedena reextrakce do heptanu (4 ml). Po ustaleni rovnovahy byla odebrana metanolicka
faze. Po vymraZeni tuhé faze byl vzorek centrifugovan a kanalyze byl pouzit ciry
supernatant. Vzorek byl déle dle potteby fedén mobilni fazi. Takto pfipraveny vzorek byl

pouzit k pfimému nastiiku do HPLC systému.

Vzorek oleje (500 ul) byl extrahovan metanolem (500 pl). Po ustaleni rovnovahy mezi
vrstvami byla odebrana metanolickd faze. Metanolické faze byla dale fedéna mobilni fazi dle

potieby. Takto ptipraveny vzorek byl pouzit k pfimému nastiiku do HPLC systému.
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3.4.2.2 Extrakce tuhou fazi (SPE)

K extrakci tuhou fazi byly pouzity SPE kolonky Spe-ed™ naplnéné silikagelem o
hmotnosti 1000 mg. Vzorek oleje byl odvazen do 10 ml odmémé banky a rozpustén
v n-heptanu. SPE kolonka byla kondicionovana 30 ml heptanu, po naneseni 10 ml vzorku
rozpu$téného v n-heptanu byla kolonka promyta dvakrat 1 ml n-heptanu. Po dvouminutovém
vakuovém  suSeni byly analyty eluovany riznymi  rozpoustédly:  metanol
(12 ml), tetrahydrofuran (3 ml), acetonitril (12 ml), isopropylalkohol (3 ml), aceton (3 ml),
octan ethylnaty (3 ml), methyl-terc-butyl-ether (6 ml). Spolu se vzniklymi extrakty byla
uchovana i heptanova faze vzorku. Extrakty byly vlozeny do mrazaku (-20 °C). Po vymrazeni
byl vznikly vysrazeny tuk odfiltrovan. Extrakty byly dale dle potfeby fedény mobilni fazi. A
takto pfipravené vzorky byly ptimo davkovany do HPLC systému.

3.4.3 Metody stanoveni
3.4.3.1 Tenkovrstva kapalinova chromatografie (TLC)

K TLC separaci byl pouzit silikagelovy sorbent ukotven na hlinikové desticce
(TLC silikagel 60 F254, 20 x 20 cm, Merck spol. s.r.0.) a sada vybranych mobilnich fazi
(MF):

- MF 1 (petrolether : aceton : triethylamin; 10 : 4 : 1 (v/iV/V))

- MF 2 (hexan : ethylacetat : aceton : metanol; 27 : 4 : 2 : 2 (VIVIVIV))

- MF 3 (hexan : aceton : triethylamin; 10 : 4 : 1 (v/viv))

- MF 4 (CHCI5)

Standardy a extrakty byly nanaseny v rozmezi 1,5 cm na startovni linii, ktera byla ve
vzdalenosti 1,5 cm od hrany TLC desticky. Poté byla TLC desticka vlozena do
chromatografické komory pfedem nasycené parami mobilni faze. Po ukonceni separace bylo
oznaceno celo eluentu. Skvrny po TLC separaci byly identifikovany pod UV lampou pfi
vlnovych délkdch 366 nm pro karotenoidy a 254 nm pro tokoferoly. Ze ziskanych
chromatogramii byly vypoéteny Rg hodnoty luteinu, B-karotenu, a-, y-, o-tokoferolu, které

slouzily k identifikaci latek v extraktech.
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3.4.3.2 RP-LC s coulometrickou detekci

Pro analyzu lipofilnich antioxidantii byly pouzity dva isokratické systémy, protoze

nebylo mozné pouzit pro karotenoidy a tokoferoly stejné separa¢ni podminky.

Analyza luteinu a zeaxantinu

K separaci karotenoidi byla pouzita CN-kolona (Macherey-Nagel (3 upm)
125 x 2 mm) a mobilni faze o slozeni 50 mmol/l dihydrogenfosfore¢nan sodny (pH 4.,4) :
acetonitril; 55 : 45 (v/v). Pufr byl pfipraven rozpusténim navazky v redestilované vodé a pH
bylo upraveno titraci koncentrovanou kyselinou trihydrogenfosfore¢nou na hodnotu 4.4.
Nasledné byl roztok prefiltrovan vakuovou filtraci ptes filtr o porozité 0,2 pm. Priitok mobilni
faze byl nastaven na 0,4 ml/min. Na zéklad¢ vysledkd hydrodynamickych voltamogramu byl
m¢éfici potencial nastaven na +550 a +600 mV (vs. Pd/H,) a citlivost na 10 pA/V.

Analyza a-, y-, 6-tokoferolu

K separaci tokoferoli byla pouzita kolona C8 (Zorbax C8 (5 um) 150 x 4,6 mm) a
mobilni faze o sloZzeni 20 mmol/l mraven¢an amonny (pH 4,47) : metanol; 95 : 5 (v/v). Pufr
byl ptipraven rozpusténim navazky v redestilované vodé. Nasledné byl roztok prefiltrovan
vakuovou filtraci ptes filtr o porozité 0,2 um. Priitok mobilni faze byl nastaven na 0,8 ml/min.
Na zéklad¢ vysledkt hydrodynamickych voltamogrami byl méfici potencial nastaven na
+650 a +700 mV (vs. Pd/H,) a citlivost na 1 pA/V.
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3.4.3.3 NP-LC s UV-VIS a fluorescencni detekci

UV-VIS detektor byl pouzit pro detekci karotenoidti (viditelna oblast spektra) i
tokoferolti (UV oblast). Jelikoz se tokoferoly vyznacuji fluorescenénimi vlastnostmi, byl pro

jejich detekci ve vybranych extraktech pouzit také fluorescencni detektor.

Analyza p-karotenu, luteinu a zeaxantinu

K separaci karotenoidi byla pouzita silikagelova kolona (Tessek Separon (7 pum)
250 X 4 mm) a mobilni faze o slozeni hexan : isopropylalkohol; 95 : 5 (v/v). Pritok mobilni
faze byl nastaven na 1 ml/min. Karotenoidy byly detekovany UV-VIS spektrofotometrickym

detektorem pfti vinové délce 450 nm.

Analyza a-, y-, 6-tokoferolu
K separaci tokoferolit byla pouzita silikagelova kolona (Tessek Separon (7 um)

250 x 4 mm) a mobilni faze o slozeni hexan : isopropylalkohol; 97 : 3 (v/v). Prutok mobilni
faze byl nastaven na 1 ml/min. Tokoferoly byly detekovany UV-VIS spektrofotometrickym
detektorem pii vlnové délce 200 nm. A déale fluorescencnim detektorem s nastavenymi

vlnovymi délkami 295 nm (excitacni) a 330 nm (emisni).
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4. Vysledky a diskuze

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na charakterizaci lipofilnich antioxidantd
Vv olejovém extraktu lupiny andské. Olejovy extrakt byl dale upravovan extrakcemi kapalina-
kapalina a extrakci tuhou fazi (SPE). Mezi analyzované lipofilni antioxidanty patfily jednak
karotenoidy, zejména [-karoten, lutein a zeaxantin, a také tokoferoly, mezi néz pattily
a-tokoferol, y-tokoferol a o-tokoferol. Piedbézna charakterizace vzorkti byla provedena
pomoci TLC a nasledna kvantifikace se provadéla metodami HPLC ve spojeni

s coulometrickou, UV-VIS a fluorescené¢ni detekei.

4.1 Tenkovrstva kapalinova chromatografie (TLC)

Prvotni experimenty byly zalozeny na separaci a identifikaci karotenoidd a tokoferoli
metodou tenkovrstvé kapalinové chromatografie. TLC separaci byly podrobeny standardy
B-karotenu, luteinu, a-tokoferolu, y-tokoferolu a &-tokoferolu. Po nalezeni vhodné mobilni
faze byly tenkovrstvou kapalinovou chromatografii separovany i SPE extrakty a lupinovy
olej.

TLC separace karotenoidl a tokoferolti byla provadéna za pouziti vice mobilnich fazi.
Z testovanych mobilnich fazi byla pro veskeré nasledné separace zvolena MF 3 o slozeni
hexan : aceton : triethylamin; 10 : 4 :1 (v/v/v). V tomto systému dochazelo k déleni vSech
latek, kromé luteinu a zeaxantinu. K rozdéleni téchto karotenoidd nedochazelo v zadné
pouzité mobilni fazi. V nasledujici tabulce jsou porovnany Rg hodnoty separovanych latek
v zavislosti na pouzité mobilni fazi (Tab. III). Na zobrazenych dvou chromatogramech je
uvedena separace standardi tokoferol a karotenoidd (Obr. 14) a dale separace karotenoidi
v SPE extraktech (Obr. 15).
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Tab. Il Rg hodnoty analyzovanych latek

Re Lutein B-karoten a-tokoferol y-tokoferol d-tokoferol
MF 1 0,49 0,98 0,96 0,93 0,89
MF 2 0,26 0,98 0,86 0,81 0,78
MF 3 0,32 0,98 0,87 0,78 0,73

MF 4* - - 0,85 0,63 0,53

MF 1 (petrolether : aceton : triethylamin; 10 : 4 : 1 (v/v/v))

MF 2 (hexan : ethylacetat : aceton : metanol; 27 : 4 : 2 : 2 (V/V/v/V))
MF 3 (hexan : aceton : triethylamin; 10 : 4 : 1 (v/viv))

MF 4* (CHCIs), byla pouzita pouze k separaci tokoferolt
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Obr. 14 TLC chromatogram standarda tokoferold a karotenoidd vyvijeny v MF 3
A — lutein, B — B-karoten, C — a-tokoferol, D — y-tokoferol, E — 3-tokoferol

Chromatogram demonstruje vhodnost pouzité mobilni faze. Na chromatogramu je
zetelné, ze dochazelo K separaci jednotlivych latek, tudiz tato mobilni faze mohla byt pouzita

pro separaci realnych vzorki.

41




- & - g
D

|
et — { = e J

— iy — — 5 0 o -

= » 4> ~ S

2 = - S & e = - <" !
= z = z € % - &= 1
2 E7 L ( |

Obr. 15 TLC chromatogram lupinového oleje po extrakci tuhou fazi, zachycené latky se z SPE kolonek
vymyvaly sedmi riznymi rozpoustédly: A — metanol, B — tetrahydrofuran, C — acetonitril, D — isopropylalkohol,
E — standard luteinu, F — standard p-karotenu, G — aceton, H — octan ethylnaty, CH — metyl-terc-butyl-ether

Uvedeny chromatogram zobrazuje TLC separaci jednotlivych SPE extraktii. Ve vSech
extraktech byla prokazana pfitomnost luteinu, naopak pfitomnost B-karotenu prokazéana
nebyla.

Pomoci TLC separace byla dokazana ptitomnost luteinu jak v oleji, tak v jednotlivych
SPE extraktech. Ptitomnost zeaxantinu nemohla byt touto metodou potvrzena, protoze
nedochazelo k separaci od luteinu. Pfitomnost B-karotenu, o-, y-, o-tokoferolu se rovnéz

nepodafrilo touto metodou prokazat.
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4.2 Separace v systému reverznich fazi (RP-LC)

Pfed samotnym stanovenim analyti Vredlnych vzorcich byly naméfeny
hydrodynamické voltamogramy, ze kterych byl na zdkladé¢ namétenych dat vybran vhodny
oxidac¢ni potencidl nastaveny pro méfeni:

- lutein a zeaxantin +550 a +600 mV (vs. Pd/Hy)

- o-, y-, 6-tokoferol +650 a +700 mV (vs. Pd/H,)

Analyze byly podrobeny vzorky ziskané extrakci kapalina-kapalina (viz. kapitola
3.4.2.1), a to extrakt A, extrakt B a extrakt C. Pro tuto analyzu byly uvedené extrakty vybrany
z divodu kompatibility vyslednych metanolickych extrakti S pouzitou mobilni fazi.
K separaci luteinu a zeaxantinu byla pouzita CN-kolona (Macherey-Nagel (3 pm)
125 x 2 mm) a vitamery tokoferolu byly separovany pomoci kolony C8 (Zorbax C8 (5 um)
150 x 4,6 mm).

Analyty v extraktech byly identifikovany porovnanim reten¢nich charakteristik se
standardem a metodou standardniho pfidavku. Lutein a zeaxantin byl nalezen v extraktu A a
B, y-tokoferol a o&-tokoferol v extraktu C. Kvantifikace analyti byla provedena metodou
standardniho pifidavku. Zeaxantin byl identifikovan na zakladé¢ shody retenénich

charakteristik s literaturou®”%®

a kvantifikace se provadéla porovnanim ploch se standardem
luteinu za opravnéného predpokladu stejné odezvy detektoru pro obé analyzované latky.
Retencni charakteristiky a obsahy analytl pfepoctené na ptislusnou navazku lupinového oleje
(3,5544 @) jsou uvedeny v Tab. IV. Na Obr. 16 je chromatogram standardu luteinu
(c = 2,5 ug/ml) a extraktu A, ve kterém je znazornéna separace luteinu a zeaxantinu. Obr. 17

znazorhuje separaci luteinu a tokoferold v extraktu C.
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Tab. IV Retenc¢ni charakteristiky a obsahy jednotlivych analyti v extraktech

Extrakt A Extrakt B Extrakt C
Reten¢ni
Analyt Hmotnost | Obsah | Hmotnost | Obsah | Hmotnost | Obsah
¢as (min)
(ng) (Ppm) (ng) (Ppm) (n9) (Ppm)
Lutein 4,92 307,2 86,4 67,2 18,9 - -
Zeaxantin 5,02 140,2 39,4 2,7 0,8 - -
y-tokoferol 7,57 - - - - 710,0 199,8
d-tokoferol 6,56 - - - - 36,7 10,3
- nehodnoceno
0,15 -
01 - —— vzorek
’ —— standard
005 - Lutein
< Zeaxantin
2 0
'g o
g -0,05 -
Q
-0,1 -
-0,15 -
‘0,2 T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
¢as (min)

Obr. 16 Chromatogram vzorku (8x ziedény extrakt A) a standardu luteinu (c = 2,5 pg/ml), podminky méfeni:
CN-kolona (Macherey-Nagel (3 um) 125 x 2 mm), mobilni faze o slozeni 50 mmol/l dihydrogenfosfore¢nan
sodny (pH 4,4) : acetonitril; 55 : 45 (v/v), potencial +550 mV (vs. Pd/Hy)
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Obr. 17 Chromatogram extraktu oleje C (20x zfedény), podminky méteni: kolona C8 (Zorbax C8 (5 um)
150 x 4,6 mm), mobilni faze 0 slozeni 20 mmol/l mraven¢an amonny (pH 4,47) : metanol; 95 : 5 (v/v), potencial
+650mV (vs. Pd/H,)

Na zdkladé¢ vySe uvedenych dat byla Vv lupinovém oleji prokdzéna piitomnost
elektroaktivnich lipofilnich antioxidantt (lutein, zeaxantin, y-tokoferol, &-tokoferol) po
piedchozi L-L extrakci. Z hlediska vytéZznosti luteinu a zeaxantinu je vhodnéjsi extrakce typu
A, jejiz vytézek je téméf pétkrat vyssi nez u extrakce typu B. V extraktu C byla navic
potvrzena piitomnost tokoferold. Lze se domnivat, ze u extraktu A a B byly tokoferoly

vyextrahovany do heptanové faze.
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4.3 Separace v systému normalnich fazi (NP-LC)

V systému normalnich fazi je dominantnim separacnim mechanismem adsorpce na
polarnim sorbentu. Jako mobilni faze se pouzivaji organicka rozpoustédla nemisitelna
svodou, NP-LC tudiz neni kompatibilni s elektrochemickou detekci. Hlavni uplatnéni

systému NP-LC nachazi pfi analyze lipofilnich matric.

4.3.1 NP-LC s UV-VIS detekei

Studované karotenoidy jsou barevné latky, tudiz pro jejich detekci byla pouzita
viditelna oblast spektra. K detekci byly vybrany tyto vinové délky: 450 nm pro karotenoidy
(B-karoten, lutein, zeaxantin) a 200 nm pro tokoferoly (a-tokoferol, y-tokoferol, d-tokoferol).
Pti téchto vinovych délkach latky vykazovaly absorpcni maximum.

Karotenoidy a tokoferoly byly analyzovany v SPE extraktech (kap. 3.4.2.2) a
Vv lupinovém oleji (referen¢ni hodnota). K separaci byla pouzita silikagelova kolona (Tessek
Separon (7 um) 250 x 4 mm).

Analyty byly identifikovany jednak na zakladé porovnani reten¢niho casu se
standardem, a také metodou standardniho piidavku. Kvantitativni stanoveni latek bylo
provedeno metodou kalibraéni kiivky. Zeaxantin byl identifikovan na zakladé shody
retenénich charakteristik s literaturou®® a kvantifikace se provadsla porovnanim ploch se
standardem luteinu za opravnéného predpokladu stejné odezvy detektoru pro ob& analyzované
latky. Retencni charakteristiky a obsah latek nalezeny v 1,2 az 2,0 g lupinového oleje byl
ptrepoéten na navazku (3,5544 g) vzorku a vysledky jsou shrnuty v Tab. V a Tab. VI.

Obr. 18 ilustruje separaci tetrahydrofuranového SPE extraktu. Obr. 19 dokazuje
pritomnost B-karotenu v heptanové fazi po SPE extrakci. Na Obr. 20 je znazornén
chromatogram separace nafedéného oleje v hexanu, ktery potvrzuje pfitomnost
B-karotenu, luteinu a zeaxantinu. Chromatogram na Obr. 21 demonstruje separaci standardi
a-, y-, o-tokoferolu (c = 30 ug/ml) a Obr. 22 znazoriiuje chromatogram methyl-terc-butyl-

etherového SPE extraktu, ve kterém je prokazana ptitomnost y-tokoferolu a 6-tokoferolu.
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Tab. V Retencni charakteristiky a obsahy karotenoidt v SPE extraktech

Lutein Zeaxantin B-karoten
(tr=17,12 min) (tr=18,44 min) (tr=2,44 min)
Extrakt
Hmotnost | Obsah Hmotnost | Obsah | Hmotnost | Obsah
(n9) (Ppm) (n9) (ppm) (ng) (ppm)
MTBE 236,2 66,5 51,0 14,3 - -
Acetonitril 103,0 29,0 24,4 6,9 - -
Isopropylalkohol 28,7 8,1 detekovano - - -
Octan ethylnaty 153,3 43,1 33,8 9,5 - -
Tetrahydrofuran 140,2 39,4 30,1 8,5 - -
Aceton 106,2 29,9 20,5 5,8 - -
Heptanova faze - - - - 5458,3 1535,6
Olej v hexanu 292,9 82,4 64,5 18,1 10 525,4 2961,2
MTBE — methyl-terc-butyl-ether
- neanalyzovano
1200 -
) — vzorek
1000 - Lutein —— standard
» 800 -
5 600 - _
b4 Zeaxantin
< 400 -
200 -
0

0 2 4

6 8

10 12 14 16 18 20 22 24 26

¢as (min)

Obr. 18 Chromatogram vzorku (SPE extrakt tetrahydrofuranu) a standardu luteinu (¢ = 40 pg/ml), podminky
méfeni: silikagelova kolona (Tessek Separon (7 um) 250 X 4 mm), mobilni faze o slozeni
hexan : isopropylalkohol; 95 : 5 (v/v), vlnova délka 450 nm
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Obr. 19 Chromatogram vzorku (heptanova faze po SPE extrakei) a standardu B-karotenu (c = 0,5 mg/ml),
podminky méfeni: silikagelova kolona (Tessek Separon (7 um) 250 x 4 mm), mobilni faze o slozeni
hexan : isopropylalkohol; 95 : 5 (v/v), vlnova délka 450 nm
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Obr. 20 Chromatogram lupinového oleje (5x fedény), podminky méfeni: silikagelova kolona (Tessek Separon
(7 um) 250 x 4 mm), mobilni faze o slozeni hexan : isopropylalkohol; 95 : 5 (v/v), vinova délka 450 nm

Z hlediska vytéznosti extrakce byl nejvhodnéjsim elu¢nim ¢inidlem methyl-terc-butyl-
ether, naopak isopropylalkohol se pro extrakci téchto latek neosvéd¢il (viz. Tab.V). Z davodu
velice nizké retence B-karotenu na silikagelu bylo podle o¢ekavani vyznamné mnozstvi této

latky nalezeno v heptanové fazi po SPE extrakci.
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Srovname-li obsah luteinu nalezeny v lupinovém oleji s hodnotami uvedenymi na
Obr. 5, je zfejmé, ze obsah luteinu je srovnatelny se $penatem. Obsah zeaxantinu v lupinovém
oleji v porovnani s Obr. 7 je vy$si nez ve vSech uvedenych potravinach. I kukufice, ktera je
uvadéna jako jeden z hlavnich zdroji zeaxantinu ma obsah tfikrat mensi nez lupinovy ole;.
Z uveden¢ho je zifejmé, Ze lupinovy olej je bohatym zdrojem téchto vyznamnych

antioxidantu.

Tab. VI Reten¢ni charakteristiky a obsahy tokoferolti v SPE extraktech

v-tokoferol o6-tokoferol
(tr=4,57 min) (tr=5,31 min)
Extrakt
Hmotnost | Obsah Hmotnost | Obsah
(ng) (ppm) (ng) (ppm)
MTBE 2478,2 697,2 2 883,6 811,2
Acetonitril 324,1 91,2 1106,0 311,2
Isopropylalkohol 607,8 171,0 1881,0 529,2
Octan ethylnaty 1202,1 338,2 2 007,7 564,8
Tetrahydrofuran 170,3 47,9 1115,6 313,9
Aceton 42,5 12,0 1159,3 326,2
Olej v hexanu 3615,9 1017,3 4 337,2 1220,2

MTBE — methyl-terc-butyl-ether
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Obr. 21 Chromatogram separace standardd a-, y-, 6-tokoferolu (¢ = 30 pg/ml), podminky méteni: silikagelova
kolona (Tessek Separon (7 um) 250 x 4 mm), mobilni faze o sloZeni hexan : isopropylalkohol; 97 : 3 (v/v),
vlnova délka 200 nm
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Obr. 22 Chromatogram methyl-terc-butyl-ether SPE extraktu (25x zfedény), podminky méfeni: silikagelova
kolona (Tessek Separon (7 um) 250 x 4 mm), mobilni faze o slozeni hexan : isopropylalkohol; 97 : 3 (v/v),
vlnova délka 200 nm

Z hlediska vytéznosti extrakce byl pro tokoferoly nejvhodnéjsim elué¢nim ¢inidlem
octan ethylnaty a methyl-terc-butyl-ether (viz. Tab VI). V SPE extraktech a ani v oleji opét

nebyla potvrzena piitomnost a-tokoferolu.
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4.3.2 NP-LC s fluorescen¢ni detekci

Tokoferoly (a-, y-, 6-tokoferol) se vyznacuji fluorescenénimi vlastnostmi, které lze
vyuzit pro jejich selektivni a citlivou detekci. Méfeni probihalo pii vinovych délkach 295 nm
(excitatni) a 330 nm (emisni). Pouzité vinové délky byly vybrané z &lanki z reserse®.

Tokoferoly byly analyzovany v oleji (referencni hodnota) a methyl-terc-butyl-ether
SPE extraktu. K analyze byl vybran tento extrakt na zakladé¢ vysledku méteni na UV-VIS
detektoru (nejvyssi vytézek extrakce). K separaci byla pouzita silikagelova kolona (Tessek
Separon (7 um) 250 X 4 mm). Analyty byly identifikovany na zakladé porovnani reten¢niho
Casu se standardem. Kvantitativni stanoveni bylo provedeno metodou kalibraéni kiivky.
Retenéni charakteristiky a obsah latek nalezeny v 1,6989 g lupinového oleje, byl pfepocten na
navazku (3,5544 g) vzorku a vysledky obsahu jsou uvedeny v Tab. VII. Na Obr. 23 je
znazornén chromatogram standardu a-, y-, 6-tokoferolu (c = 10 pg/ml) a Obr. 24 ilustruje
separaci oleje, ktery potvrzuje pfitomnost y-tokoferolu a d-tokoferolu.

Jelikoz je zastoupeni d-tokoferolu v analyzované matrici nizké, nebylo mozné u této
latky provést kvantifikaci. Ve srovnani s pifedchozimi pouzitymi detektory, fluorescenéni

detektor poskytoval podobné vysledky jako coulometricky detektor.

Tab. VII Reten¢ni charakteristiky a obsahy tokoferold v methyl-terc-butyl-ether
SPE extraktu

y-tokoferol 6-tokoferol
(tr=4,61 min) (tr=5,31 min)
Extrakt
Hmotnost Obsah Hmotnost Obsah
(n9) (ppm) (n9) (ppm)
MTBE 21439 603,2 detekovano
Olej v hexanu 4 808,0 13527 detekovano

MTBE — methyl-terc-butyl-ether

51



5000 - 2 3
4500 -
4000 -
3500 -
3000 -
2500 -
2000 -
1500 -
1000 -
500 -

1- o-tokoferol
2 - y-tokoferol
3 - 5-tokoferol

Odezva (R)

¢as (min)

Obr. 23 Chromatogram separace standarda a-, y-, 3-tokoferolu (¢ = 10 pg/ml), podminky méfteni: silikagelova
kolona (Tessek Separon (7 pm) 250 x 4 mm), mobilni faze o sloZeni hexan : isopropylalkohol; 97 : 3 (v/v),
vinové délky 290 nm (excitacni) a 330 nm (emisni)
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Obr. 24 Chromatogram oleje (50x ziedény), podminky méfeni: silikagelova kolona (Tessek Separon (7 pum)
250 X 4 mm), mobilni fize o sloZeni hexan : isopropylalkohol; 97 : 3 (v/v), vlnové délky 290 nm (excita¢ni) a
330 nm (emisni)

Z Obr. 9 plyne, ze vysokym obsahem vitaminu E se vyznacuje olej z obilnych klicki a
sojovy olej. V lupinovém oleji je obsah vitaminu E zhruba o 1 000 jednotek ppm vyssi nez

V jiZz zminéném sojovém oleji.
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4.4 Porovnani SPE extrakci

V této kapitole je uvedeno porovnani jednotlivych SPE extraktii, v nasledujici tabulce
(Tab. VIII) jsou shrnuty vytéznosti extrakei pro jednotlivé analyty. Jako referen¢ni hodnoty
byly pouzity mnozstvi analytti odpovidajici navazce (3,5544 g) lupinového oleje. Vytéznost

byla vypocitana podle nasledujiciho vzorce:

R — Mnaméiena * 100 (2)
Myefereneni
Tab. VIII Vytéznosti SPE extrakci
Extrakt Lutein Zeaxantin | p-karoten | y-tokoferol | &-tokoferol
R (%) R (%) R (%) R (%) R (%)
MTBE 80,6 79,1 - 68,5 66,5
Acetonitril 35,2 37,8 - 9,0 25,5
Isopropylalkohol 9,8 - - 16,8 43,4
Octan ethylnaty 52,3 52,4 - 33,2 46,3
Tetrahydrofuran 47,9 46,7 - 4,7 25,7
Aceton 36,3 31,8 - 1,2 26,7
Heptanova faze - - 51,9 - -

MTBE — methyl-terc-butyl-ether

- nepocteno (nebylo kvantifikovano)

Zuvedenych vysledkii vytéznosti plyne, ze nejvhodnéjsi eluéni ¢inidlo pro SPE
extrakci vSech analyzovanych latek je methyl-terc-butyl-ether, jehoz vytéZnost pro
karotenoidy dosahuje 80 % a pro tokoferoly necelych 70 %. Nejméné vhodnym elu¢nim
¢inidlem pro SPE extrakci karotenoidu je isopropylalkohol, jehoz vytéZnost dosahuje pouze
9,8 %. Pro y-tokoferol a 3-tokoferol jsou nejméné vhodnymi eluénimi ¢inidly tetrahydrofuran,

v

hodnot.
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5. Zavér

Cilem diplomové prace byla charakterizace lipofilni antioxidantd v luping
(Lupinus sp.). V teoretické Casti byly podrobnéji popsany rostliny rodu lupiny a vybrané
antioxidanty, kterymi byly karotenoidy (B-karoten, lutein, zeaxantin) a tokoferoly
(a-tokoferol, y-tokoferol, &-tokoferol). Nasledné byly popsany pouzivané techniky pro
extrakei lipofilnich latek, a také princip a instrumentace kapalinové chromatografie, zejména
TLC a HPLC. Dale byly diskutovany moznosti prekoncetrace (L-L, SPE extrakce) a moznosti
analyzy antioxidantQl v rGznych matricich (olej, sérum, ceredlie,...) pomoci spojeni HPLC s
UV-VIS, fluorescencni a elektrochemickou detekci.

V ramci feseni praktické ¢asti byly provadény extrakce typu kapalina-kapalina a SPE
extrakce lipofilnich antioxidanti z oleje ziskaného z lupiny andské (Lupinus mutabilis sweet).
Pfitomnost antioxidantd v ziskanych extraktech byla prokazana pomoci TLC separace v
systému normalnich fazi (silikagel a mobilni fdze o slozeni hexan : aceton : triethylamin;
10 : 4 :1 (v/viv)). Dale byly pro stanoveni antioxidantd vyvinuty metody zaloZené na spojeni
RP-LC s coulometrickou detekci potazmo NP-LC s UV-VIS a fluorescencni detekci. Pii
coulometrické detekci bylo vyuzito elektrochemické aktivity antioxidant. Detekce probihala
pfi potencialech +550 a +600 mV (vs. Pd/H,) pro karotenoidy, +650 a +700 mV (vs. Pd/Hy)
pro tokoferoly. Spektrofotometricka detekce probihala pii vinovych délkach 450 nm pro
karotenoidy a 200 nm pro tokoferoly. Tokoferoly byly také analyzovany pomoci
fluorescencniho detektoru pii vinovych délkdch 295 nm (excita¢ni) a 330 nm (emisni) V
methyl-terc-butyl-etherovém SPE extraktu a v oleji.

Na zavér lze fici, ze vyvinuté metody lze pouZit pro stanoveni lipofilnich antioxidanti
zahrnujici zejména [-karoten, lutein, zeaxantin, o-tokoferol, y-tokoferol, &-tokoferol v
lupinovém oleji ale i v jinych matricich. Analyza antioxidantll v systému normalnich fazi s
UV-VIS a potazmo fluorescencni detekci je vhodna zejména pro analyzu olejovych matric,

které lze analyzovat piimo bez nutnosti pfedchozi L-L nebo SPE extrakce.
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6. Seznam pouzitych zkratek

DAD
ECD
ELSD
HPLC
JECFA
L-L

MF
MTBE
NP-LC
ROS
RP-LC
SPE
TLC
UHPLC
UPLC
UV-VIS

detektor s diodovym polem

elektrochemicky detektor

odpatovaci detektor rozptylu svétla

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

komise pro potravinarské piidatné latky

extrakce kapalina-kapalina

mobilni faze

methyl-terc-butyl-ether

vysokoucinna kapalinova chromatografie v systému normalnich fazi
reaktivni formy kysliku

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie v systému obracenych fazi
extrakce tuhou fazi

tenkovrstva kapalinova chromatografie

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie za ultravysokého tlaku
extrémng U¢inna kapalinovéa chromatografie

spektrofotometricky detektor
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