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Anotace

Carotenoids are lipophilic dyes; their production is very important for photosynthetic
processes as well as for tissue protection in leaves and as attractants in fruits. They are also
crucial in human/animal nutrition for their antioxidant effects. Carotenoids can be found in
plant and animal tissues both in free and esterified forms.

The main goal of this bachelor thesis was to establish the method of saponification of
carotenoid extracts from fruits, food supplements and subsequent analysis of the presence of
carotenoid esters by HPLC. Saponification was tested with sodium and potassium hydroxides.
Content of carotenoid esters was detected in food samples and in selected food supplements
with presumed high carotenoid content. Findings are discussed in terms of carotenoid uptake

in human digestive tract.
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1. Uvod

Karotenoidy jsou lipofilni barviva vyskytujici se ve vyznamném mnozstvi zejména
v rostlinach, a to jak v listech, tak 1 ve zlutych, oranzovych a ¢ervenych plodech. Komeréné
jsou vyznamné v zemed¢lstvi, potravindiském pramyslu, kosmetickém primyslu, v Siroké
vetejnosti jsou znamé jako dopln€k stravy s antioxidantnimi U¢inky (Cuttriss & Pogson,
2004). Role karotenoidd v téle ¢loveéka je rozmanita. Mezi nejvyznamnéjsi funkce patii
tvorba vitaminu A, kterého jsou prekurzory a s tim souvisejici funkce opsinu v o€ich.

V ptirod¢ se karotenoidy hojné vyskytuji v esterifikované formé, kdy je k molekule
karotenoidu pfipojen nepolarni uhlikovy fetéz. Tyto modifikace zvySuji rozpustnost
karotenoidd v tucich (nepolarnich rozpoustédel) a snizuji tak jejich vyskyt ve vodnych
roztocich. Chemicky se karotenoidy fadi mezi isoprenoidy, jejich barva souvisi se systémem
konjugovanych dvojnych vazeb (Cuttriss & Pogson, 2004).

V bézné analytické laboratorni praxi se obvykle estery karotenoidl nejprve prevade;ji
na zékladni karotenoidy a az poté nasleduje analyza vzorku. Informaci o zastoupeni,
vlastnostech a funkci estert karotenoidil je v literatuie pomérné malo. Tato bakalarska prace
se veénuje studiu esterl karotenoidd, jejich identifikaci, vyskytu v potravinach
a potravinovych dopliicich a potencialu pro vyuziti esterti ve vyzivé ¢lovéka a v medicing.

Cilem prace byla analyza a srovnani obsahu karotenoidi ve vybranych vzorcich
potravin a dostupnych potravinovych dopliicich pfed/po saponifikaci. Tato bakalaiska prace
slouzi jako pilotni zavedeni a optimalizace metody extrakce a saponifikace karotenoidi.
Tyto metody byly aplikovany na analyzu obsahu karotenoidt a jejich esterti v potravinach
a potravinovych doplicich. Vystupy z prace by mohly byt vyuzity ke studiu vsttebatelnosti
karotenoidd a esterti karotenoidl na tkanovych strukturach s vyuzitim lipidovych nosicu,

a tak blize popsat vstiebatelnost téchto latek do organismu.



1.1 Karotenoidy

Karotenoidy jsou pigmenty terpenového typu, které jsou dobfe rozpustné v tucich.
Tyto pigmenty jsou v pfirozené formé =zastoupeny v ovoci, zelening, rostlindch,
fotosyntetickych bakteriich ¢i v houbach. Obsahuji 8 linearnich symetricky uspotadanych
isoprenovych jednotek (Cuttriss & Pogson, 2004). Retézec obsahuje fadu konjugovanych
dvojnych vazeb, které jsou zodpovédné za absorpci ve viditelném spektru
elektromagnetického zafeni s variabilni barvu karotenoidii od Zluté az po ¢ervenou. Cim vice
dvojnych vazeb karotenoid obsahuje, tim vice se barva piiblizuje k vinové délce ¢erveného
spektra (Khoo, 2011).

Zivogichové, kromé specifického druhu msic (Moran & Jarvik, 2010), nejsou
schopni biosyntézy karotenoidli, proto je musi pfijimat zpotravy (Maoka, 2020).
Fotosyntetické organismy (rostliny) a nékteré nefotosyntetické organismy (houby, bakterie)
biosyntézy schopny jsou (Ruiz-Sola et al., 2012).

Dva funkéné odlisné druhy karotenoidti v rostlinach lze klasifikovat jako primérni
a sekundarni. Primarni karotenoidy jsou jednim z kli¢ovych komponent fotosyntetického
aparatu a jsou dulezité pro preziti (Fiore et al., 2012), nebot’ mutantni rostliny bez téchto
karotenoidl nepteziji na svétle (McCarthy et al., 2004). Sekundéarni karotenoidy se na
fotosyntéze nepodileji (Guedes et al., 2011).

Podle chemického slozeni se karotenoidy rozdéluji do dvou skupin. i) Karoteny
(napt. B-karoten nebo lykopen) se sklddaji pouze zuhliku a vodiku, ii) Xantofyly
(napf. lutein, zeaxanthin nebo violaxanthin), které v molekulové struktufe uhlovodik
obsahuji navic jest¢ kyslik. (Saini et al., 2015).

Karotenoidy maji vliv na lidské t€lo, a to pfedevsim v prevenci pied rakovinou,
kardiovaskularnimi onemocnénimi, arterioskler6zou, svalovou dystrofii a nékterymi
neurologickymi onemocnénimi. Vyznamnou funkci maji také jako antioxidanty. Pro
spravnou fyziologickou funkci organismu je nezbytna rovnovaha mezi pfijimanymi volnymi
radikdly a antioxidanty. Pokud volné radikély pfemohou schopnost téla je regulovat, nastava
stav znamy jako oxidac¢ni stres. Volné radikaly tak nepfiznivé méni lipidy i proteiny a spousti
fadu lidskych onemocnéni, proto konzumace potravy bohaté o antioxidanty mize pomoci
pfi zvladnuti tohoto oxidacniho stresu a pfedchazet tim riznym onemocnénim (Lobo et al.,

2010).



1.1.1. Lykopen

Lykopen je rostlinny karotenoid zodpovédny za nacervenalé ¢i narizovélé zbarveni
plodd (napft. rajéat, grapefruitu, vodniho melounu, guavy atd.). Jednd se o karotenoid
spadajici do skupiny uhlovodikovych karotenoidii — karotenti, obsahuje tedy vyhradné uhlik
a vodik (Story et al., 2010). Lykopen nemé funkci provitaminu A (Imran et al., 2020).

1.1.2. B-karoten

-karoten (stejné jako a-karoten) funguje jako provitamin A (Grune et al., 2010).
Jako provitamin A se musi nejprve pfeménit na retinoidy, které jsou piimo vyuzity
k produkci biologicky aktivnich retinoidovych derivati, nebo skladovany v téle pro pozdéjsi
vyuziti (von Lintig, 2012). B-karoten pisobi také jako ochrana kize pted UV casti
slune¢niho zareni (Johnson, 2002).
1.1.3. Lutein
Lutein je xantofyl, ktery je bohaté¢ zastoupen v fisi rostlin, hub, bakterii ¢i fas.
Napomaha pfi prevenci svékem se spojujicim onemocnénim oc¢i (napt. makuldrni
degeneraci— macular eye disease), které mize vést az k oslepnuti. Jedna se o tetraterpenovy
pigment vytvoieny z 8 isoprenovych jednotek obsahujici prodlouzeny systém dvojnych
vazeb zodpovédny za jeho barvu vice do Cervena a také za silnou antioxidativni aktivitu
(Becerra et al., 2020).
1.1.4. Fukoxanthin

Fukoxanthin je xantofyl, ktery je Siroce rozSifen v hnédych moiskych tfasach. Je
zodpovédny za jejich hnédy ¢i tmavé zeleny odstin (Nakazawa et al., 2009). Fukoxanthin
ma jedine¢nou chemickou strukturu, kterd mu proptjcuje jeho biologické ucinky. Ma silnou
antioxidativni kapacitu tim, ze vychytava singletovy molekularni kyslik a volné radikaly,
ma protizanétlivé ucinky (Bae et al., 2020).

Studie prokazaly potencialni zdravotni pfinosy fukoxanthinu pfi prevenci chronickych
onemocnéni jako je diabetes mellitus, onemocnéni jater ¢i rakovina (Bae et al., 2020).
1.1.5. Violaxanthin

Violaxanthin je xantofyl, ktery je Siroce rozsifen v fisi rostlin. Je specificky pro svij
oranzovy odstin (Pugliese et al., 2014). Violaxanthin je v rostlinach zapojen do
tzv. xantofylového cyklu, ktery chrani rostlinny fotosynteticky aparat pii nadbytku

svételného zareni (Demmig-Adams, 1990).



1.1.6. Zeaxanthin

Zeaxanthin patiici do skupiny xantofylii je stejné¢ jako violaxanthin zapojen do
fotoprotektivniho xantofylového cyklu rostlin (Demmig-Adams, 1990). Strukturné se jedna
o izomer luteinu. M4 ptiznivé G¢inky na lidské télo, a to predevsim diky jeho schopnosti
blokovat volné radikély, antioxida¢nim U€inkiim ¢i dokonce schopnosti snizovat v téle
zangt. Zeaxanthin ma pozitivni G¢inky na zdravi oc¢i, kize, jater a kardiovaskularniho

systému (Murillo et al., 2019)

Nepolarni karotenoidy

Lykopen
x S Vg Vg N Y Ve N S g g A
B-karoten
Lutein
OH
HO""
Fukoxantin

Polarni karotenoidy

Obr.1 Karotenoidy rozdélen¢ dle polarity (podle Saini et al., 2015).



1.2 Vliv a ucinky karotenoidii na lidské télo

Pro lidské t€lo je dulezita konzumace specifické diety obohacené o ovoce a zeleninu,
ktera obsahuje specifické karotenoidy. Jednotlivé karotenoidy maji v lidském téle rizné
funkce a tc¢inky (Bohn, 2018).

Konzumace na karotenoidy bohaté diety ma znacné benefity spojené s prevenci
riznych onemocnéni, jako jsou kardiovaskuldrni a s nimi spojené srde¢ni choroby, rakovina,
defekty nervové soustavy ¢i Sedy zékal a dal$i onemocnéni o¢i. Mezi bioaktivni slozky
potravy patii vedle karotenoidii fada dalSich latek vcetné vlakniny, ktera taktéz hraje
vyznamnou roli v prevenci riznych onemocnéni (Saini et al, 2015).

Clovék by si mél vybirat kvalitni potraviny z ovéfenych zdrojt, a to proto, Ze bdhem
doby zrani ovoce a zeleniny dochazi postupné k pfeméné chloroplasti na chromoplasty
a postupnému ubytku volnych karotenoidi (Mercadante et al., 2017).

Kazdy z karotenoidti m4 jiné ucinky na télo a jejich antioxidacni potencial je odliSny
dle jejich biochemické struktury.

Z literatury je znamo, Ze zelenina je na karotenoidy bohat$i nez ovoce, ale
karotenoidy z ovoce jsou naproti tomu snadnéji vstiebatelné, coz souvisi s jejich biologickou

dostupnosti (Saini et al., 2015).

)& w Lutein a zeaxantin preventivné chrani proti onemocnénim
0 o¢i. Vypliuji sitnici oka aktivit€ chrani proti volnym
radikalim z modré Easti spektra viditelného spektra svétla
(Johnson, 2002).

Beta karoten plni ochranou funkci kiize pfed UV zafenim
slune¢niho svétla, preventivné pfedchazi riziku rakoviny
plic a podporuje imunitni sytém (Johnson, 2002).

Beta karoten je prekurzor vitaminu A, ktery je
vytvaten v jatrech, ledvinach ¢i mléce
(Trifiletti, 2014).

Astaxanthin zlepSuje zdravi mozku, preventivné predchazi
Alzheimerové chorobé a dal§im degenerativnim porucham
mozku (Galasso et al., 2018).

Lykopen je non-pro-vitaminem A, preventivn¢ chrani
proti rakoving jicnu, Zaludku, pankreatu (Johnson, 2002).
Pozitivn¢ ovliviiuje dychaci soustavu a snizuje riziko
lamanosti kosti.
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Obr.2 Vliv a preventivni u¢inky jednotlivych karotenoida na lidské télo.



1.3 Vstirebavani karotenoida v lidském téle

Karotenoidy jsou pigmenty rozpustné v tucich a diky nim také dobfte vstfebatelné do
téla. Karotenoidy se v lidském téle vyskytuji volné, v esterifikovanych formach nebo
v komplexech. Vyuzivaji transportni drahy tukd k rozvodu po téle a také ke snazSimu
vstiebani ve stfeve, na coz maji vliv Casti pfijaté potravy a jeji slozeni. Pii vétSim piijmu
karotenoidl z potravy dochéazi ke snizeni jejich vstfebavani, coz funguje jako obranny
mechanismus pro zachovani rovnovéhy v organismu, proto by méla byt potrava vyvazena
a pestra. Tuky pfijaté z potravy jsou rozkladany ve dvandctniku a horni ¢asti tenkého stieva.
Pti aktivaci lipazy dochézi k hydrolyzaci esterovych vazeb tryacylglyceroli za vzniku
mastnych kyselin. Vznikaji micely, jejichz ¢asti jsou nasledné vstiebavany do enterocytl
(Meléndez-Martinez et al., 2019).

Piijem karotenoidi do organismu je popsan v Obr. 3, od absorpce az po samotné
vstiebani karotenoidl do téla v tukovych micelach. Ukazuje zakladni mista lidského téla
fungujicich v procesu mechanického 1 chemického zpracovani potravy a procesu
vstfebavani se vSemi klicovymi slozkami podilejicimi se na zpracovani karotenoidt a jejich
vstiebani do téla.

Biologicka dostupnost (bioavialability) zavisi na mnozstvi karotenoidii ptijimanych
do téla, kde se vyuziji k fyziologickym funkcim organismu nebo jsou skladovany pro obdobi
nedostatku. Biologicka pfistupnost (bioaccessibility) zavisi na pomérech pfijatych
karotenoidd, které jsou uvolnény z matrice jidla a zaclenény do micel v gastrointestindlnim
traktu, a které jsou nasledné dostupné ke vstiebani ve stteve (Saini et al., 2015, Rodriguez-
Amaya, 2015).

Uginnost vstiebavani karotenoidi z potravy se pohybuje mezi 5-50 %, na coz maji
vliv rizné faktory jako je: dostupnost karotenoidl, tepelné zpracovani, esterifikace
n¢kterych slozek stravy, pfitomnost latek napoméhajicich ke vstiebavani jako jsou lipidy,
polysacharidy ¢i mineraly (Murillo et al., 2019).

Faktory ovliviiujici vstfebatelnost karotenoidl souviseji s biologickou dostupnosti
a pristupnosti jsou: tepelné zasahy, strukturni bariéry (matrix a integrita bunécné stény)
a pfijem lipidi z potravy, které jsou velmi podstatné pro vstfebavani v téle (Saini et al.,

2015).



Absorpce karotenoidu a estert
karotenoidu do téla ve formé
potravy. Prvni dprava je
> mechanicky rozklad v dutiné
<}:| ustni a druhd dprava potravy
Jje smiSeni s enzymatickym

sloZenim slin.

Tteti dprava je chemicka v Zaludku za
pfitomnosti travicich kyselin a enzymd.

-
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V posledni fazi dochézi k pfechodu z tenkého stfeva,
kde se pres klky karotenoidy vstfebavaji do téla a poté
zbytkova potrava pokracuje do tlustého stieva.

Vstfebavéni karotenoidt za vyuziti micel

N

Krevni obéh

Obr.3 Mista upravy potravy a vstfebavani karotenoidi za vyuziti micel ve stfeve

(podle Saini et al. 2015)

1. Distribuce potravy, ptipojeni karotenoidl na vlakninu ovliviiuje interakce karotenoidi s lipidy, 2. Uvolnéni zlu€ovych
soli ze zlucovodu, 3. NaruSeni struktury potravy, 4. Piijem molekuly karotenoidti v kapénce lipidu a tvorba micel,

5. Vychytavani molekul karotenoidti do enterocytti, 6. a 7. Uvolnéni molekuly karotenoidti do lymfy a krevniho ob&hu.

Karotenoidy a estery karotenoidli vyuzivaji k jejich snaz§imu vstiebani do téla
absorp¢nich drah lipidd, ve kterych jsou dobie rozpustné. VSechny mechanické i chemické
zpusoby rozkladu potravy pouze napomahaji k lepSimu rozdéleni jednotlivych slozek

potravy, které jsou nasledné distribuovany po téle do mista jejich ucinku.



1.4 Estery karotenoidii

Jak jiz bylo zminéno, karotenoidy se dé€li na karoteny skladajici se pouze z atomu
uhliku a vodiku, a na xantofyly, které kromé uhliku a vodiku maji v molekule také kyslik
jako soucast funk¢ni skupiny jako napt.: hydroxyl, epoxid, karbonyl. Pro tvorbu esteru je
dilezitd hydroxylova skupina, esterovd vazba se tvoii kondenzacni reakci hydroxylu
karotenoidu s karboxylovou skupinou vétSinou mastné kyseliny. Karoteny a xantofyly bez
hydroxylové skupiny tedy estery tvofit nemohou. Ovoce a zelenina obsahuji xantofyly
prevazné v esterifikované formé¢ (Mercadante et al., 2017).

Estery xantofyld se nachazi v bézné konzumovanych potravinach, jako jsou jablka,
meruniky, mandarinky, mango, papaja, cervené papriky, chilli papricky a brambory. Mezi
dalsi bohatsi zdroje estert karotenoid se fadi kustovnice ¢inska (goji) ¢i rakytnik, které jsou
v posledni dob¢ populérni diky vysokému obsahu bioaktivnich latek. Estery xantofyld si
zachovavaji antioxidativni kapacitu a maji lepsi stabilitu v ovoci béhem skladovéani, a i pfi
nasledném zpracovani (Bunea et al., 2014).

Esterifikace (Obr. 4) probiha ptes hydroxylovou skupinu xantofylu, ptiklady
xantofylovych esterii jsou uvedeny na Obr. 5 (Meléndez-Martinez et al., 2019).

(0]
X7ORX---- + HOJJ\R —> XTONRX----

HO )

o

Obr. 4 Esterifikacni reakce hydroxy skupinou v xantofylech s mastnou kyselinou (pfevzato

z Meléndez-Martinez et al., 2019).
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Obr. 5 Struktury esteru luteinu. Pokud ma ester vice hydroxylovych skupin, dokdze navazat

1 vice nez jednu mastnou kyselinu (pfevzato z Meléndez-Martinez et al., 2019).



1.5 Vstirebavani esteru karotenoidu v lidském téle

Karotenoidy v lidském téle jsou ziskdvany ve volné formé z potravy v kombinaci
s dal$imi latkami, jako jsou mastné kyseliny, cukry ¢i proteiny. Xantofyly se v potravé bézné
vyskytuji ve formée esterti, predevsim v ovoci. Tato modifikace ovlivituje vlastnosti, jako je
rozpustnost a nachylnost k oxidaci, coz miize mit vliv na hladinu jejich obsahu v potravinach
a nasledné¢ i1 v lidském téle a dale mlze ovliviiovat i jejich biosyntézu, depozici,
stabilitu a biologickou dostupnost (Meléndez-Martinez et al., 2019).

Estery karotenoidii byly zaznamenany v plazmé, kiizi a mlezivu, nicméné jejich
hodnoty nebyly tak vysoké, jako u samotnych karotenoidti (Meléndez-Martinez et al., 2019,
Wingerath et al, 1998).

Karotenoidy Ize v ptirodé¢ nalézt ve forme volné ¢i konjugované s jinymi molekulami
za vzniku sulfatovych esterd, glykosidi, glykosidovych esterii, glykosilestert a acylestert.
Nejrozsitengjsi formou konjugovanych karotenoidl obsazenych v zivych organismech jsou
jednoznaéné acylestery karotenoidi, tvofené stfednimi (8-13 uhlikll) az dlouhymi fetézci
(14-20 uhlika). Tyto estery se vyskytuji v potravinach rostlinného i zivo¢isného pivodu. Pro
konkrétni xantofyl je diverzita odvozenych estert zavisla i na poctu hydroxylovych skupin
(Meléndez-Marinez et al., 2019).

Esterifikace xantofylll ¢inni estery lipofiln€jSimi a pozitivné tak ovliviiuje jejich
vstfebavani a akumulaci, nebot’ zvySenad lipofilita mlize podporovat vylucovani téchto latek
z odumfelych pletiv chromoplastovych struktur (van Wijk et al., 2017).

Hydrofobni vlastnosti xantofylovych esteri napomaéhaji jejich vstiebavani a zvysuji
tak celkovou dostupnost karotenoidd. Navic jsou estery karotenoidii stabilnéjsi nez volné
karotenoidy (Pérez-Galvez et al., 2005).

Vstiebavani estert karotenoidii probiha identicky jako vstfebavani karotenoidu.



1.6 Potraviny obsahujici estery karotenoidi

Vétsina zeleniny a ovoce obsahuje karotenoidy vcetné esterifikovanych forem
xantofylti. Béhem biosyntézy karotenoidi se xantofyly tvoii zavedenim hydroxylovych
skupin do koncovych kruhG karotenoidii v reakcich katalyzovanych hydroxylazami.
Esterifikace xantofyli mastnymi kyselinami je katalyzovéana esterdzami (Mercadante et al.,
2017, Schweiggert & Carle, 2017).

1.6.1 Zluté potraviny

Citrusové plody (pomeran¢e a mandarinky) obsahuji volné, ¢aste¢né esterifikované
i pln¢ esterifikované karotenoidy. Xantofylové estery se vyskytuji i v citrusové Stave
(Mercadante et al., 2017, Giuffrida et al., 2010).

Jablka se vyskytuji v riznych odridach a zbarvenich. Nachazi se v nich predevsim
xantofylové diestery stejn¢ jako volné karotenoidy [(-karoten, lutein anebo violaxanthin
v zavislosti na barvé slupky (Mercadante et al., 2017, Delgado-Pelayo et al., 2014).
V jablkach se zlutou slupkou se nachazi jako hlavni karotenoid B-karoten. V jablkach
s ¢ervenou a zelenou slupkou se jako hlavni karotenoid nachazi izomer luteinu nasledovany
B-karotenem. (Mercadante et al., 2017, Delgado-Pelayo et al., 2014).

1.6.2 Oranzové potraviny

Papaja se vyskytuje v riznych barevnych provedenich od cervené po zlutou, 3
genotypy s riznou duzinou vykazuji malou kvalitativni diverzitu, hlavni odliSnosti jsou v
obsahu lykopenu (Mercadante et al., 2017, Schweiggert et al., 2012). Spolu s karoteny se ve
vzorku nachazi i B-kryptoxanthin jak ve volné formé¢, tak hlavné jako ester s mastnou
kyselinu (Mercadante et al., 2017, Schweiggert et al., 2012).

Mango ma specifické slozeni xantofylovych esterti s n€kolika kratkymi fetézci
mastnych kyselin (Mercadante et al., 2017, Pott et al., 2003). V mangu jsou obsazeny
3 hlavni karotenoidy: izomer violaxanthinu, violaxanthin a 3-karoten (Pott et al., 2003).

Rakytnik se vyskytuje v riznych odridach. Ve vzorcich se nachazi jako hlavni
karotenoidy zeaxanthin, B-karoten a diestery zeaxanthinu a luteinu (Pop et al., 2014).

Maracuja obsahuje az 14 riznych druhti karotenoidii. Nejhojnéj$imi jsou dva estery
B-kryptoxanthinu a kryptokapsinu (Mercadante et al., 2017).

Meruiika obsahuje jako hlavni karotenoid B-karoten a dalsi formy monoestert i

diestert xantofyld, kdy jejich mnoZzstvi je pomérné nizké a proménné (Kurz et al., 2008).
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1.6.3 Cervené potraviny

Jahody obsahuji xantofyly pievazné v esterifikované form¢. Stupenn esterifikace se
zvysuje se zranim plodu a s tim jsou spojené i zmény barvy ze zelené na ¢ervenou, a to
z 88 % az na 95 % obsahu esterifikovanych xantofyl z celkového mnozstvi karotenoidu.
Hlavnimi pigmenty obsazenymi v jahodach jsou izomer vioalxanthinu a violaxanthin
(Mercadante et al., 2017, Delgado-Pelayo et al., 2016).

Malina na zaCatku zrani obsahuje nejvice B-karotenu a volného luteinu, jehoz
mnozstvi se béhem dozravani snizuje, zatimco dochdzi ke zvysovani obsah esterti luteinu a
fytoenu (Carvalho et al., 2013).

Sipek se vyskytuje v mnoha odriidach. V plodech se nachazi karoteny lykopen
a B-karoten a estery fady xantofyli (Zhong et al., 2016). Mezi nejCastéjsi patii rubixanthin,
vioalxanthin, lutein a zeaxanthin, av§ak vSechny jsou pfitomné v relativné malém mnozstvi

(Mercadante et al., 2017, Zhong et al., 2016).

1.7 Dopliiky stravy

V soucasné dob¢ roste zajem o potravinové dopliikky ve svéte. Tyto dopliiky stravy
jsou dulezité pii nedostatecném piijmu urcitych druhti potravin ¢i pro doplnéni chyb¢jicich
latek pfi jejich nadmérné spotfebé nebo nedostatku v zavislosti na fyziologickém stavu
organismu. Doplilkky stravy obsahuji bud’ chemicky syntetizované latky nebo extrakty
z ovoce Ci zeleniny (Mortensen, 2009). Lidské télo nedokéaze karotenoidy syntetizovat, proto
je dulezité je ptijimat z potravy ¢i potravinovych doplnkt (Eggersdorfer et al., 2018).
Potravinové doplitkky jsou snadnéjsi a rychlejsi na konzumaci, a proto jsou na trhu velmi
rozsitené. Specificka dieta postavena tak, aby obsahovala vyvazené mnozstvi karotenoidu,
vitamind, proteint, lipidd a cukrt, je vSak hlavni moznosti, jak pfijimat dostatek zivin
a dalSich esencidlnich latek.

Vitaminové dopliiky stravy jsou na trhu zastoupeny jiz desitky let, ale dopliiky stravy
neesencialnich latek (karoteny a xantofyly) se stdvaji zddan¢jSimi az v poslednich letech

(Mortensen, 2009).
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1.8 Metoda HPLC

HPLC neboli vysokouc¢inna kapalinovad chromatografie je jednou z analytickych
separacnich metod vyuzivanych v analytické chemii, kterd se bézn¢ vyuzivana k separaci
riznych molekul (Bélanger, 1997). Princip HPLC je separace vzorkl rozpusténych
v mobilni fazi na koloné (stacionarni faze). Mobilni fdze unasi rozpustény vzorek skrz
kolonu, kde se vzorek separuje na zéklad¢ jeho interakei se stacionarni fazi, ktera je ukotvena
na tuhém nosici. Jednotlivé frakce vzorku opousti kolonu v riznych ¢asech (Novékova,
2021). Doba, po které vzorek opusti kolonu, se nazyva elucni (retencni) cas.

Pfed samotnou analyzou dochéazi k injekci vzorku v automatickém injektoru.
Mobilni faze (rozpoustédla) jsou zrezervoari piivedeny na kolonu pomoci soustavy
vysokotlakych pump nebo sméSovace, ktery umoziiuje programované zmeény slozeni
mobilni faze — gradient. Dulezitou ¢asti kazdého HPLC je detektor, ktery je umistén za
kolonou. Detektor analyzuje vzorky eluované z kolony. Data ziskand z detektoru jsou
posilina do pocitacového systému, ktery data registruje a zobrazuje ve formé

chromatogramu (Bélanger, 1997). Schéma jednotlivych ¢asti HPLC je na Obr. 6.

Pumpa \> Injektor
i Vzorek

—| Pfedkolona

Michaci komora

karotenoidu

Kolona

[a_

Detektor — c—

Zaznam dat
do pocitaCového systému

Mobilni faze C
Mobilni faze B

Obr.6 Hlavni komponenty HPLC (podle Bélanger, 1997).
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2. Material a metody

2.1 Materialy, pouzité chemikalie a specifikace pristroji

Potraviny a dalsi pfirodni zdroje biologicky aktivnich latek analyzované v této praci

lze rozd¢lit na lyofilizované (mrazem susené), suSené a Cerstvé. Lyofilizované potraviny

jsou zastoupeny malinou, mandarinkou, mangem a melounem. Ze susenych potravin byl

analyzovan §ipek. Cerstvé potraviny byly zastoupeny slupkou z rajéete (vysusend pouze ve

vakuu po dobu 3 dntl), mochyni peruanskou (physalis), ginkgem bilobou a listem ze

smetanky lékaiské. Vedle toho byly analyzovany nékteré dopliky stravy, jako jsou kapsle

B-karotenu, Herba-C, Grepofit, Ocutein, Spirulina a Chlorella.

Tab. I.: Pfehled materidlu analyzovaného v této praci.

Nazev Typ Vyrobce/zdroj

Sipek Plod cely suseny Gresik Valdemar, Natura s.r.0.
Mandarinka Pli?y?;f;g;g;; ny Natural Jihlava, JK s.r.o.

Malina Plod mrazem suseny Bezva miisli,

Vodni meloun
Mango
Physalis
Rajce
List Ginkgo biloba

List smetanky
lékarské

[-karoten
Herba-C

GREPOFIT

Ocutein
Spirulina

Chlorella

(Iyofilizovany)

Plod mrazem suseny
(Iyofilizovany)

Plod mrazem suseny
(Iyofilizovany)

Cerstvy plod suseny ve vakuu

Slupka Cerstvého plodu susena ve
vakuu

Cerstvy list

Cerstvy list, nevysuseny

Kapsle ze zelatiny se s6jovym
olejem

Spékané tablety

Kapsle ze Zelatiny s mastnymi
kyselinami

Kapsle ze zelatiny s rybim olejem

Lisované tablety

Lisované tablety

Bezva zdravi s.t.0.

Natural Jihlava, JK s.r.0.
Natural Jihlava, JK s.r.o.
Bez informace o vyrobci

Bez informace o vyrobci

Sebrano autorkou v ¢ervnu 2021 pod
stromem pted budovou fakulty

Sebrano autorkou v ¢ervnu 2021
v zahrad¢ pred budovou fakulty

Dr. Max a.s.
Walmark a.s.

Energy Czech Republic a.s.

Dr.Max a.s.

Topnatur s.r.o.

Topnatur s.r.o.
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Tab. IL.: Specifikace HPLC zatizeni, které bylo vyuzito k analyzadm v této praci.

Specifikace zaiizeni

Separac¢ni modul a
fidici jednotka
Detektor

Piedkolona
Kolona

VyuZity spotiebni
material pro HPLC

Vialky
Inserty
Vicka

Software pro analyzu
dat

Spotiebni materidl

Mikrozkumavky

Filtry

Spicky na pipetu

HPLC Waters E2695

Waters 2998 PDA

Nova-Pak® C18 4um

Nova-Pak® C18 4um

Ciré sklo, 2 mL

Sklenéné, 250 uL.

s polymerovou nohou

PTFE, 9 mm

Empower® 3

Safe-Lock Tubes 1,5 mL,
PCR clean, polypropylen

PTFE filtry o porozité 0,2
um, 4 mm &

1000 pL Tips, Graduated

Waters (USA) 3.9x20 mm

Waters (USA) 3.9x300 mm

Separation module

Agilent

Technologies
Agilent (USA)

Agilent

Technologies

Waters Corporation

Eppendorf

Syringe Filters,
OlimPeak,
Teknokroma
Vertex, SSIbio,
USA

Part No.:
5190-9100
Part No.:
5181-1270
Part No.:
5190-9067

Part No.:
0030 123.328

TR-200640

4330N00
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Tab. I11.: Pfehled chemikalii pouzitych v této praci.

Chemikalie Chemické vzorce Kvalita Vyrobce/Dodavatel
Acetonitril CHsN p.a. SIGMA-ALDRICH
Dichlormethan CH-Cl, p.a. SIGMA-ALDRICH
Diethylether C4H100 bezvody, 99,8 % SIGMA-ALDRICH
Smart2Pure 6,
Deionizovana voda H,O o
Thermo Scientific
Ethylacetat C4H;z0: HPLC VWR Chemicals BDH
Hydroxid draselny KOH p-a. Lach-Ner s.r.o.
(Supiny)
Hydroxid sodny NaOH p-a. Lach-Ner s.r.o.
(perly)
Chlorid sodny NaCl p-a. Lach-Ner s.r.o.
Methanol CH;0H HPLC gradient grade Fisher Scientific
Pyrogallol CsHeOs3 ACS reagent SIGMA-ALDRICH
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2.2 Priprava vzorki

Piehled zkoumanych vzorka byl zapsan do tabulky (Tab. I.). HPLC aparatura
a pouzity spotiebni materidl byly zapsany v tabulce (Tab. II.). Pouzit¢ chemikalie byly
specifikované v tabulce (Tab. III.). Pifiprava vzorkli pro extrakci byla odli$na
u lyofilizovanych vzorki a u Cerstvych vzorki listi.

Lyofilizované vzorky byly homogenizovany v tfeci misce, az byl vytvofen jemny
prasek. Karotenoidy byly extrahovany ze ziskanych homogenati s pomoci dichlormethanu
(DCM). K 0,2 g homogenatu bylo pfidano 0,5 ml DCM inkubovano po dobu 60 minut, ve
tmé pii pokojové teploté. Po extrakci byla smés centrifugovana 2 minuty pii 14100xg. Pied
nastfikem do HPLC systému byly vSechny vzorky filtrovany PTFE filtrem o porozité
0,2 um. U suSenych vzorkli byla vyzkousena i extrakce pfi nizsi teploté. Do plastové
mikrozkumavky bylo pfidano 0,2 g drceného vzorku bylo z tfeci misky, k nému bylo pfidano
0,5 ml DCM. Smés byla protfepana a inkubovéna pii ~ 5 °C, ve tm&. Po centrifugaci
a vysuSeni proudem plynného dusiku 4.0 bylo ziskano 0,6 mg pigmentu. Pfed nastfikem
bylo k tomuto mnozstvi ptidano 0,3 ml kombinace rozpoustédel odpovidajici mobilni fazi
C (methanol a ethylacetat v poméru 68:32 (V/V)).

Cerstvy vzorek byl homogenizovana v tieci misce pii objemu 0,2 g s pfidanim 1 ml
rozpoustédla DCM a brusného prasku (Carborundum, Augusta labor, stfedné¢ hruby,
AL 171/50). Smé&s byla dikladné homogenizovéna v Seru po dobu 10-15 minut. Homogenat
byl centrifugovéan po dobu 2 min pti 14100xg, ptefiltrovan PTFE filtrem o porozité 0,2 um
a nasledné vysusen proudem plynného dusiku 4.0 (Cistota = 99,99 %). Do vysuSeného
vzorku bylo pfidano 0,3 ml kombinace rozpoustédel odpovidajici mobilni fazi C (methanol

a ethylacetat v poméru 68:32 (V/V)). Nasledné byl vzorek analyzovan na HPLC.
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2.3 Saponifikace

VysusSeny vzorek smési extrahovanych karotenoidtl byl rozpustén v mikrozkumavce
v 0,5 ml etheru a do smési bylo ptidano 0,5 ml saponifika¢niho ¢inidla. Vzorek byl ditkkladné
promichan a inkubovan ve tmé po riiznou dobu.

Saponifikace byla provedena sriznymi hydroxidy a jejich koncentracemi
(KOH 5 %, 10 %, 40 % a NaOH 10 %) a s riiznou dobou inkubace, a to 15 min, 1 hodina
a tyden. Na zacatku inkubace byl vzorek intenzivné protfepan.

Pii testovani vlivu pfitomnosti antioxidantu bylo 126 mg pyrogallolu nejprve
rozpusténo v 0,5 ml etheru (vysledna koncentrace pyrogallolu byla 0,2 mM) (Toomey et al.,
2007) a nasledné byl tento roztok pfeveden pomoci pipety do nadoby s vysuSenym
extraktem karotenoidd. Po rozpusténi karotenoidli byl do tohoto roztoku nasledné ptidan
hydroxid a vzorek byl ponechan 15 minut ve tmé pii pokojové teploté.

Po uplynuti zvoleného ¢asu saponifikace byl vzorek centrifugovan po dobu 2 min pfi
14100xg, ptenesen do d¢lici nalevky a ke smési bylo ptidano 4-5 ml roztoku 10 % NaCl.
Po odd¢leni fazi byla spodni faze odstranéna a vzorek v délici ndlevce byl opakované
omyvan 4-5 ml deionizované vody. Hodnoty pH spodnich vodnych fazi z omyvani byly
méfeny pomoci univerzalnich indikatorovych papirkii (Lach-Ner s.r.o., pro hodnoty
pH 0-12). Po poslednim omyti byla etherova frakce s pigmenty vysusena proudem plynného
dusiku 4.0. VysuSeny vzorek byl nasledné pieveden do 0,3 ml kombinace rozpoustédel
odpovidajici mobilni fazi C (methanol a ethylacetat v poméru 68:32 (V/V)).

Pouzita metoda saponifikace je blize popsana v ptiloze 8.1. Ptiloha A, Saponifikace
vzorkll s obsahem esteri karotenoidli (pfevzato zknihy Plant Pigments and their

Manipulation (Oyvind et al., 2004)).
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2.4 Metoda HPLC

Pigmentové slozeni vzorkil bylo analyzovano na HPLC sestavé Alliance od firmy
Waters, ktera se skladala z modulu Waters €2695 a PDA detektoru Waters 2998 s pouzitim
kolony s reverzni fazi (Nova-Pak C18 Column, 60A, 4 um, 3.9 mm x 300 mm). K eluci byl
pouzity gradient mobilnich fazi B a C o slozeni: B — acetonitril, methanolu, voda v poméru
72:8:3 (V/V/V) a C — methanol, ethylacetat v poméru 68:32 (V/V). Pritok byl nastaven na
I ml/min. Nastaveni gradientu je zndzornéné v Tabulce IV. Metoda je zalozena na metodé
publikované pro analyzu pigmentl z moiskych tas (Jeffrey et al., 2005), nicméné pro
separaci siln¢ nepolarnich esterti karotenoidii bylo nutné prodlouzit dobu eluce az na

40 minut.

Tabulka (Tab. IV.): Pouzity gradient HPLC, pratok byl 1 ml za minutu. Slozeni mobilnich
fazi je uvedeno v textu.

Cas Prutok % B % C

0 minuta 1.00 100 % 0%

1 minuta 1.00 96 % 4 %
13 minuta 1.00 30 % 70 %
20 minuta 1.00 0% 100 %
40 minuta 1.00 0% 100 %
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3. Vysledky

3.1 Standardy karotenoidu

3.1.1 Smetanka lékarska

Extrakt z listu smetanky lékaiské byl vyuzit jako standard pro fotosyntetické
karotenoidy violaxanthin, neoxanthin, anteraxanthin, lutein a [p-karoten. HPLC
chromatogram extraktu pigmentd z listu smetanky Iékaiské je na Obr. 7 a spektra
jednotlivych karotenoidii obsazenych ve vzorku jsou na Obr.8-11. Hlavni pigmenty byly
identifikovany v extraktu podle retencnich c¢asi a absorpcnich spekter srovnanim
s literaturou (Havaux & Kloppstech, 2001, Bungard et al., 1999). Reten¢ni ¢asy a maxima
absorbance jsou obsazeny v Tab. V. Na chromatogramu je vidét 7 hlavnich pikii mezi
4,1 min az 21,7 min, ze kterych jsou 2 chlorofyly (piky u 12,8 min a 15,4 min)

a 5 karotenoidil. Posledni karotenoid je detekovan (-karoten pti 21,7 minuté.

1+ 5. —— Smeténka lékafska
0 8 — 4.
g 6.
=
2
0.6
S |
=
2 0.4
c -
| 7.
< [ 2
02 1
0
A 1 A 1 A 1 A 1
0 10 20 30 40
Cas (min)

Obr. 7: HPLC chromatogram pigmenti extrahovanych
z listu smetanky Iékarskeé.
1. Neoxanthin
Violaxanthin
Anteraxanthin
Lutein
Chlorofyl b
Chlorofyl a
B-karoten

AT e

19



—— 4,1 min —— 6 min
4,7 min

3 \V 8

g g

2 <

2 2

< <

L | L 1 1 1 1 L 1 L 1 L | 1
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700
Vinova délka (nm) Vlnova délka (nm)
Obr. 8: Spektrum violaxanthinu 4,1 min Obr. 9: Spektrum anteraxanthinu 6,0 min.
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Obr. 10: Spektrum luteinu 7,2 min.

Obr. 11: Spektrum B-karotenu 21,7 min.
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3.1.2 Rajce

Extrakt ze slupky plodu rajéete byl vyuzit jako standard pro lykopen, ktery tvoii hlavni
slozku karotenoidu rajcete spolu s B-karotenem (Agarwal et al., 2000, Merlene et al., 2012).
HPLC chromatogram extraktu pigmentt ze slupky rajcete je na Obr. 12 a spektrum pro nés
dilezitého karotenoidu lykopenu obsazeného ve vzorku rajéete pouzitého pro dalsi
identifikaci karotenoidu u jinych vzorki je na Obr. 13. V chromatogramu jsou pfitomny dva
hlavni piky, které byly identifikovany podle retencnich Casti a absorp¢nich spekter jako
lykopen (18,3 min) a B-karoten (Daood et al., 2014). Reten¢ni ¢asy a maxima absorbance

jsou obsazeny v Tab. V.

1+ 2. — Rajce — 18,3 min
0.8 -
: 1
b ) o
< L Q
< 06 g
= E)
3 - k)
S 0.4 <
2
=
02
0 w L L&

. 1 . | . | L 1 1 ! . 1 . | L
0 10 20 30 40 300 400 500 600 700

Cas (min) Vlnova délka (nm)
Obr. 12: HPLC chromatogram extraktu Obr. 13: Spektrum lykopenu z analyzy slupky
pigmentl ze slupky plodu rajéete. rajcete.
1. Lykopen
2. PB-karoten

Tabulka (Tab. V.): Referen¢ni karotenoidy ze vzorku listu smetanky Iékarské
a slupky plodu rajcete s retencnimi ¢asy a maximy absorbance.

Referencni karotenoidy Retencni cas Maxima absorbance
Neoxanthin 4,1 min 437.3,465.2
Violaxanthin 4,7 min 439.7, 470
Anteraxanthin 6,0 min 4445, 473.6
Lutein 7,2 min 445.8,473.6
Lykopen 18,3 min 472.4,502.8
-karoten 21,7 min 451.8,477.3
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3.2 Vliv délky extrakce na mnozZstvi a stabilitu karotenoidi

v extraktu

Délka extrakce byla vyzkouSena u vzorku Sipku, ktery byl extrahovan po dobu
30 minut, 1 hodiny, 2 hodin, 4 hodin, 19 hodin, 2 dnii a 1 tyden. Chromatogramy extraktt
jsou na Obr. 14. Extrakt pigmentl z Sipku obsahuje tii hlavni piky, které jsme identifikovali
jako lykopen v 18,6 minuté, -karoten v 21,8 minuté a ester rubixanthinu ve 24,5 minuté¢.
Jak ukazuje Obr. 15, doba extrakce 2 hodiny dostacovala na extrahovani zhruba 90 %. Obsah
karotenoidii se s pribyvajicim ¢asem zvySoval, ale dochazelo ke tvorbé cis forem
karotenoidd, lykopen ve srovnani s cis lykopenem je ukdzan na Obr. 16. Cis konformace
karotenoidu se vyznacuje absorpénim maximem piiblizné¢ 340 nm (Zhong et al., 2016), ma
jiny eluéni Cas. All-trans konformace karotenoidu je ¢astéjsi nez cis konformace.

S ¢asem pfibyva mnozstvi cis formy karotenoidii, coz je ukazané na Obr. 17. Svétle
modry chromatogram ukazuje extrakci trvajici 2 dny a tmaveé modry chromatogram ukazuje
extrakci trvajici 60 minut. Oba chromatogramy ukazuji 3 piky v 18,6 minuté lykopen, ve
21,8 minuté P-karoten a ve 24,5 minuté ester rubixanthinu. Pfi srovndni obou
chromatogramu extrakti (60 min a 2 dny) je zfetelné, ze u piku v 18,6 minuté lykopenu

dochazi k riistu bo¢niho piku, coz by mohlo znamenat, Ze dochazi k izomerizaci.

— 30 minut I I
—— 1 hodina [ ]
2 hodiny
4 hodiny
—— 19 hodin ~ 15e+7 4
2 dny = o
_‘__J\_b‘/\\/_/\,\/\_l g -
3
c
g &
£ 1.0e+7 -
>
g .
£ [ ]
[0]
2 5.0e+6
g Ve
AN J\. N 00 — 7 | T T T
. | s 1 s 0o 1 2 3 4 50 100 150
15 20 R 30 I
Cas (min) ]
) Obr. 15: Graf zobrazujici pribéh extrakce
Obr. 14: HPLC chromatogram sedmi extraktti ze lykopenu (prvni pik 18,6 min) v &ase (body).
vzorku $ipku v riiznych délkach extrakce. Data byla proloZena exponencidlni funkci (Cara).
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Obr. 17: HPLC chromatogram dvou extraktti
ze Sipku. Tmaveé modra ukazuje extrakci
dlouhou 60 min., svétle modra ukazuje
extrakci dlouhou 2 dny.

Obr. 16: Spektrum lykopenu pfi extrakci dlouhé
60 min., a spektrum cis lykopenu pfi extrakci
dlouhé 2 dny z 18,6 minuty.

ProtoZe s del$i dobou extrakce dochazelo k izomerizaci karotenoidi v extraktu, byla

extrakce vyzkouSena za pokojové teploty a v chladu (~ 5 °C), chromatogramy extraktl jsou

na Obr. 18. Pii tydenni extrakci v pokojové teploté doslo k znatelné izomerizaci zejména piku

u 18,6 min (lykopen). Chromatogram vzorku extrahovaného v chladu je podobny

chromatogramu extraktu po dobu 1 hodiny v pokojové teploté. Za nizsi teploty tedy tydenni

vzorek netvoftil izomery tak rychle, jako vzorek extrahovany v pokojové teploté. Pro dalsi praci

byly vyuzity hodinové extrakty za pokojové teploty, kvili planovani prace a néavaznosti

experimentd.

1 hod. extrakce 20°C
—— tyden extrakce 20°C
tyden extrakce 5°C

10 15 20 25 30 35 40
Cas (min)

Obr. 18: HPLC chromatogram tii extrakei vzorku Sipku pii
pokojové teploté a v chladu.
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3.3 Optimalizace metody saponifikace

Byly vyzkouseny rizné metody saponifikace s hydroxidy o riznych koncentracich
(KOH 5 %, KOH 10 %, KOH 40 % a NaOH 10 %) a s riznou délkou reakce (15 minut,
1 hodina a pfes noc). Vzorek Sipku obsahuje 2 karotenoidy a jeden ester karotenoidu.
Karotenoidy by mély zlstat po saponifikaci v nezménéné formé, 18,6 minuta je lykopen
a 21,8 minuta je B-karoten. V chromatogramu se spé$na saponifikace projevi zmensenim pasu
esteru rubixanthinu z 24,5 minuty a objevi se pik se stejnym spektrem s kratSim elu¢nim ¢asem.

Vysledky analyz saponifikovanych vzorkt Sipku jsou na Obr. 19, 21, 22. Na Obr. 19
muzeme vidét chromatogram, ktery ukazuje kontrolu (tmaveé zelend), saponifikaci
s hydroxidem KOH 10 % na 15 minut (svétle zelend), na 1 hodinu (svétle modra) a po dobu
12 hodin (tmavé modrd). Vzorek ponechany v KOH 10 % na 15 minut obsahuje 5 zfetelnych
pikd. Vzorek ponechany v KOH 10 % na 1 hodinu obsahuje 15 piki. Vzorek ponechany
v KOH 10 % na 12 hodin obsahuje 16 pikd.

Tabulka (Tab. VI.): Pfehled testovanych metod saponifikace

15 minut 1 hodina pres noc
KOH 5 % X
KOH 10 % X X X
KOH 40 % X X
NaOH 10 % X X

—— KOH 10% noc
* KOH 10% 1 hod
KOH 10% 15 min
—— kontrola

Obr. 19: HPLC chromatogramy ukazujici
rozdilnost u jednotlivych druhti saponifikaci za

| vyuziti KOH 10 % v rozdilnych &sech (15
min, 1 hod, pfes noc). Piku jsou normalizované
na nejvyssi pik v chromatogramu.

. L . 1 . l . 1 A I : *  Ester rubixanthinu v 24,5 minuté

5 10 15 20 25 30 35
Cas (min)

a rubixanthin v 12,3 minuté
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Spektra z chromatogramu ukazujici saponifikaci s KOH 10 % po dobu 12 hodin (tmaveé
modra na Obr. 19). Obr. 20, 21, 22 ukazuji 3 nové piky v Casech 7,4 minuty (lutein),
12,3 minuty (rubixanthin) a 13,7 minuty. Pik z 7,4 minuty a 13,7 minuty jsou nov¢ karotenoidy,
které vznikly pravdépodobné znicenim lykopenu. Pik lykopenu z 18,6 minuty se zmensil
v porovnani s 3-karotenem, ktery byl v kontrole podstatné mensi nez lykopen.

Ocekavalo se, ze 1 ester rubixanthinu dd vzniku 1 karotenoidu rubixanthinu v jiném
reten¢nim Case metody po saponifikaci. Béhem saponifikace lykopen v 18,6 minuté¢ degradoval
a objevilo se velké mnozstvi pikii v elu¢nim rozmezi od 5-15 minut se spektry posunutymi ke
krat§im vinovym délkam (proti lykopenu), coz naznacuje zkraceni systému konjugovanych

vazeb, produkty lykopenu se mohly podilet na dal§im vzniku karotenoida.

—— 7,4 min (12 hod) —— 12,3 min (12 hod)
— — Lutein standard — — Rubixanthin 1 hod

Absorbance
Absorbance

300 400 500 600 700 300 400 500 600 700

Vlnova délka (nm) Vlnova délka (nm)
Obr. 20: Spektrum luteinu z 7,4 minuty z 12 hod. Obr. 21: Spektrum rubixanthinu z 12,3 minuty

z 12 hod. extrakce Sipku ve srovnani

extrakce §ipku ve srovnani se standardem luteinu
s rubixanthinem ziskanym z 1 hod. extrakce.

ziskaného ze smetankv 1ékarské.

—— 13,7 min (12 hod)
o
Q
g
<
=}
w
S
<
. ! . ] A 1 .
300 400 500 600 700

Vlnova délka (nm)
Obr. 22: Spektrum karotenoidu z 13,2 min z 12

hod. extrakce Sipku.

Z toho divodu bylo rozhodnuto, vyzkouSet jiné Casy saponifikace a také jiné

koncentrace hydroxidu, aby nedochazelo ke ztraté lykopenu ve vzorku.
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Obr. 23 ukazuje chromatogram s i¢inkem rtiznych hydroxida (KOH 10 %, NaOH 10 %

a KOH 40 %) v ¢ase 1 hodiny. VSechny vzorky na grafu ukazuji vznik velkého mnozstvi

ruznych rozpadovych produktd s elu¢nimi ¢asy pod 17 minut, které jsou vidét opé€t proto, ze

lykopen v 18,6 minut¢ zmizel. Doslo opét ke zkridceni jeho konjugovaného systému.

Chromatogram KOH 10 % na 1 hodinu (svétle zelena) obsahuje 19 pikl, jedna se

o nepiehledny chromatogram. Chromatogram NaOH 10 % na 1 hodinu (svétle modra) obsahuje

také 19 pikti. Chromatogram KOH 40 % na 1 hodinu (tmavé modra) obsahuje 18 piki, jedna

se o nepiehledny chromatogram, kde vétSina pikii obsahuje velmi nizké koncentrace.

Obr. 24 ukazuje chromatogramy kontroly (tmavé zelend), KOH 5 % na 15 minut (svétle

modr4), KOH 10 % na 15 minut (tmavé modra). U¢inek obou saponifikaci byl srovnatelny.

1 | 1 I " I L
5 10 15 20 25 30 35

Cas (min)

Obr. 23: HPLC chromatogram ukazujici vSechny
vyuzité hydroxidy pro saponifikaci (Oyvind et al.,
2004, Toomey et al., 2007).

KOH 10% 1 hod
NaOH 10% 1 hod
KOH 40% 1 hod
kontrola

—— KOH 10% 15 min
KOH 5% 15 min
kontrola

20
Cas (min)

30 40

Obr. 24: HPLC chromatogram ukazujici dostate¢nou

funk¢nost

saponifikace

slabsich  koncentraci

hydroxidu. Byl vyuzit 5 % KOH a 10 % KOH na

15 min.

Nakonec byl pro dal$i zpracovani jednotlivych vzorkl vyuzit 5 % KOH na 15 minut,

ktery nezptisoboval ztratu lykopenu a nedochazelo k jeho mozné izomerizaci, ale saponifikoval

ester rubixanthinu obsazeného ve vzorku.
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Absorbance na 450 nm

3.4 Analyza zastoupeni esterii v suSenych plodech

3.4.1 Sipek

Pro analyzu zastoupeni esterti byl vyuzit vzorek Sipku, ktery byl saponifikovany 5 %
KOH po dobu 15 minut. V téchto experimentech jsme také testovali vliv pfidani antioxidantu
(pyrogallol) do reakéni smési pro omezeni degradace karotenoidi (Toomey et al. 2007).
Chromatogram vSech analyzovanych vzorkl s kontrolou je v Obr. 25 A, B. Svétle zelena barva
na chromatogramu ukazuje kontrolni vzorek, tento chromatogram obsahuje 3 piky, v 18,6
minuté byl nalezen lykopen, v 21,8 minuté byl nalezen B-karoten a v 24,5 minuté byl nalezen
ester rubixanthinu. Pro rubixanthin jsme neméli standard, identifikaci jsme provedli na zaklade
praci potvrzujici jeho ptitomnost Sipku (Makino et al., 2008, Mercadante et al., 2017). Tento
tieti pik se po saponifikaci zmensSil, z toho je patrné, Ze se jedna o ester karotenoidu. Pik se
zmenSil, ale zcela nezmizel. Saponifikace neprobéhla uplné, byla vSak dostacujici k formaci
piku v krat§im elu¢nim ¢ase 12,5 minuty, jednalo se o karotenoid rubixanthin. Svétle modra
barva na chromatogramu ukazuje vzorek po saponifikaci. V pfipadé tmavé modrého
chromatogramu s obsahem pyrogallolu je viditelné, ze antioxidant ma ochranné ucinky na
karotenoidy 1 na estery, tudiz jeSté zpomalil proces saponifikace. Reten¢ni Casy s maximy

absorbance jsou v Tab. VII.

je saponifikace obsahujici 6 pikli. Tmavé modra
je saponifikace s antioxidantem obsahujici 8 pikt.

—— Sipek saponifikace antioxidant 1. Sipek saponifikace antioxidant
Sipek saponifikace Sipek saponifikace
Sipek kontrola Sipek kontrola
=)
=)
o
v
<+
<
=)
Q
Q
£
5
=
2 *
< 3.
b L
S .'V”V\M o iAad N
A 1 L 1 . 1 . 1 A 1 L I L 1 L I
0 10 20 30 40 10 20 30 40
Cas (min) Cas (min)
Obr. 25 A: HPLC chromatogram Sipku. Svétle Obr. 25 B: HPLC chromatogram $ipku. Srovnavajici
zelena je kontrola obsahujici 3 piky. Svétle modra kontrolni vzorek (svétle zelena), vzorek po

saponifikaci (svétle modra) a vzorek po saponifikaci
s antioxidantem (tmavé modra).

1.

2.
3.
*

Lykopen
B-karoten

Ester rubixanthinu

Rubixanthin
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Tabulka (Tab. VIIL.): Referen¢ni karotenoidy ze vzorku Sipku s retencnimi casy
a maximy absorbance.

Potravina  Referencni karotenoidy Retencni cas Maxima absorbance
Sipek Lykopen 18,6 min 445.8,472.4,502.8
[-karoten 21,8 min 451.8,478.5
Ester rubixanthin 24,5 min 461.5,491.9

Spektra karotenoidti (lykopen a B-karoten) a esterti karotenoidii (ester rubixanthinu)

obsazena v kontrolnim vzorku Sipku jsou na Obr. 26, 27.

—— 18,6 min —— 24,5 min
—— 21,8 min
Beta-karoten
Lykopen
8 8
=
2 2
< <
n 1 L 1 n 1 n L Il L 1 n 1 L
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700

Vinova délka (nm) Vlnova délka (nm)

Obr. 26: Spektrum lykopenu z 18,6 minuty Obr. 27: Spektrum esteru rubixanthinu z 24,5

a spektrum -karotenu z21,8 minuty minuty.
se standardy ze smetanky I€katské a rajcete.

Spektra piki vzniklych po saponifikaci ze vzorku Sipku. Jedna se o lutein v 7,2 minuté

a rubixanthin v 12,5 minuté, tato spektra jsou obsazena na Obr. 28, 29.

—— 72min —— 12,5min

— — 24,5min

Absorbance
Absorbance

" I n 1 n 1 L L 1 L I " I
300 400 500 600 700 300 400 500 600

Vlnova délka (nm) Vinova délka (nm)

Obr. 29: Spektrum rubixanthinu z 12,5 min se
srovndnim se spektrem esteru rubixanthinu

z 24,5 min.

700

Obr. 28: Spektrum luteinu z 7,2 minuty.

Spektra karotenoidt lykopenu a B-karotenu ziistala v nezménéné forme. Spektrum

vzniklého karotenoidu rubixanthinu z 12,5 minuty je totozné s jeho esterifikovanou formou.
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3.4.2 Mandarinka

Pro analyzu zastoupeni esterti byl vyuzit vzorek mandarinky, ktery byl saponifikovany
5 % KOH po dobu 15 minut s antioxidantem i bez antioxidantu. Chromatogram vsech
analyzovanych vzorki s kontrolou je v Obr. 30 A, B. Kontrolni vzorek (svétle zelena) obsahuje
6 piki, ve 14,2 minuté byl nalezen B-kryptoxanthin, ve 21,8 minuté byl nalezen -karoten
s neznamou kontaminaci s absorpci v UV, ve 24,2 minut¢ byl nalezen B-karoten, ve
26,2 minuté, 28,7 minuté a 31,8 minuté byly nalezeny estery luteinu. Pro -kryptoxanthin jsme
nem¢li standard, identifikaci jsme provedli na zdklad€ praci potvrzujici jeho piitomnost
v mandarince (Makino et al., 2008, Giuffrida et al., 2019, Mercadante et al., 2017). Piky
v eluénim Case po 25 minuté se po saponifikaci zmensSily, ¢i zmizely. Je jasné, Ze se jednd
o estery karotenoidd. Estery se transformovaly do prvniho piku B-kryptoxanthinu do
14,2 minut. Retenéni ¢asy s maximy absorbance jsou v Tab. VIII. Saponifikovany vzorek 5 %
KOH (svétle modrd) ukazuje zmenseni pikli po 24,2 minuté. Saponifikovany vzorek 5 % KOH
s antioxidantem (tmav¢é modrd) ukazuje stejné jako svétle modry chromatogram zmenseni pik,
v tomto ptipadé antioxidant fungoval 1épe a doslo k lepsimu vysledku saponifikace, estery
karotenoidi skoro zmizely a transformovaly se do piku v 14,2 minuté B-kryptoxanthinu.

Saponifikace neprobéhla uplné€, nedoslo k iplnému zmizeni pikt esterti xantofylu.

—— Mandarinka saponifikace antioxidant - Mandar!nka saponiﬁkace antioxidant
. . Mandarinka saponifikace
Mandarinka saponifikace Mandarinka kontrol
Mandarinka kontrola andaninia kontroia 4
: £ 5.
(=3
2 <
8 g
o
g g
< <
e <
=)
< < 2.5 6
e N e AN PVANSASVAZ ACS/WSh A SV I\ N
1 1 L 1 L 1 L 1 L 1 1 | 1 | L |
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Cas (min) Cas (min)
Obr. 30 A: HPLC chromatogram vzorku Obr. 30 B: HPLC chromatogram vzorku
mandarinky. Svétle zelend je kontrola, ktera mandarinky srovnavajici kontrolni vzorek
obsahuje 6 pikl.. Svétle modra je saponifikace, (svétle zelena), vzorek po saponifikaci
ktera obsahuje 5 pikd. Tmavé modra je (svétle modrd) a vzorek po saponifikaci
saponifikace s antioxidantem, ktera obsahuje také s antioxidantem (tmavé modra).
5 pikd. 1. B-kryptoxanthin
2. P-karoten s nezndmou kontaminaci
3. P-karoten

4.-6. Estery B-kryptoxanthinu

29



Tabulka (Tab. VIIL.): Referen¢ni karotenoidy ze vzorku mandarinky s retenénimi ¢asy

a maximy absorbance.

Potravina  Referencni karotenoidy Retencni cas Maxima absorbance

Mandarinka B-kryptoxanthin 14,2 min 451.8, 478.5
B-karoten s neznaimou 21,8 min 347.2,363.7,451.8,

kontaminaci 478.4

B-karoten 24,2 min 450.6, 478.5

Ester B-kryptoxanthinu 26,2 min 450.6,477.3

Ester B-kryptoxanthinu 28,7 min 451.8,477.3

Ester B-kryptoxanthinu 31,8 min 451.8,478.5

Spektra karotenoid (B-karoten a B-kryptoxanthin) a estertt karotenoidu (ester -

kryptoxanthinu) obsazena v kontrolnim vzorku mandarinky jsou na Obr. 31, 32, 33.

Absorbance

1

—— 14,2 min

1 n 1

300 400

500 600 700

Absorbance

/

/

M\

—— 21,8 min
24,2 min

1 I 1

300 400

500 600

700

Vlnova délka (nm)

Obr. 31: Spektrum B-kryptoxanthinu v 14,2 min.

—— 26,2 min
28,7 min
N 31,8 min

Absorbance

1 n 1 I 1
400 500 600

Vlnova délka (nm)

300 700

Obr. 33: Spektrum esterd B-kryptoxanthinu v 26,2

min, 28,7 min a 31,8 min.

Vlnov4 délka (nm)
Obr. 32: Spektrum p-karotenu a neznama
kontaminace sabsorpci v UV v21,8 min
a B-karotenu v 24,2 min

Pik B-kryptoxanthinu se po saponifikaci zvétsil, spektra -karotenu a B-kryptoxanthinu

zustala v nezménéné forme. Estery B-kryptoxanthinu se transformovaly do piku v 14,2 minuté

B-kryptoxanthinu.
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3.4.3 DalSi vyuzité potraviny

Byly analyzovany dal§i potraviny (Obr. 34): Zluty meloun, mango a mochyn¢
perudnskd (physalis), které dle literatury obsahuji estery karotenoidli (Mercadante et al.,
2017). V bézné dostupnych potravinach, které¢ byly v této praci analyzovany se estery
vyskytuji pouze ve velmi malych procentudlnich zastoupenich. Tyto tfi potraviny poji Zluta

barva duziny a také stejné zastoupeni karotenoidid, ve vzorcich se vyskytoval B-karoten

a cis B-karoten (Obr. 35).

—— Zluty meloun — 21,09 min
Mango 22,35 min
Physalis
[}
Q
=1
<
2
(=}
172}
=]
<
A 1 ) 1 L ] . 1 L X | X | X 1 A
10 15 20 B 30 35 300 400 500 600 700
Cas (min) Vlnova délka (nm)

Obr. 34: HPLC chromatogram ze zluté¢ho melounu Obr. 35: Spektrum B-karotenu v 21,09 min. a cis

(svétle zeleny), manga (svétle modry) a physalis B-karotenu 22,35 min z manga.

(tmaveé modry).
3.4.4 Procentuilni zastoupeni esterii karotenoidu
V jednotlivych vzorcich bylo zastoupeno mnozstvi karotenoidu a estert karotenoidu,
jejich plochy a procentualni zastoupeni se pied a po saponifikaci zménily. Informace
o karotenoidech ve zkratkdch a informace o mnozstvi pted saponifikaci jsou ukazany

v Tab. IX.

Tabulka (Tab. IX.): Obsahuje mnozstvi karotenoidti a estert karotenoidii v potravinach.

Potraviny Pocet Pocet % Hlavni karotenoidy Saponifikovane
karotenoidii esteri esteril slozky
Lyk, B-kar,
. 3 1 14,7 % Ester rubixanthinu
Sipek cis B-kar
2 4 80,26 % B-krypt Ester B-kryptoxanthinu
Mandarinka

Procentualni data zastoupeni esteri ve vzorcich byla vypocitdna v zévislosti na
plochach ostatnich pikli obsazenych v HPLC chromatogramu. Nejcastéji se ve vzorcich
vyskytovaly estery rubixanthinu a B-kryptoxanthinu. Probé&hla tspésna ¢i skoro uspé$na

saponifikace, kde doslo ke zmenseni pasu esterti xantofylu.

31



3.5 Potravinové doplnky s obsahem karotenoidii

Potravinové dopliky pouzité pro analyzu na HPLC byly vybirany na zdkladé obsahu
a popisu vyrobce. Byli vybrani tfi zastupci ztady bézné dostupnych doplikl stravy
na maloobchodnim trhu ¢i na webovych strankach. Chromatogramy extraktii jsou na Obr. 36.
Analyzy Ocuteinu a Grepofitu ukazuji jasné zietelny pik v rozmezi 6,7 — 7,6 minuty. Jedna se
o slozeny pik ze dvou karotenoidd, a to luteinu na Obr. 37, 38 v elu¢nim Case 6,7 — 7,4 minuty

a zeaxanthinu na Obr. 40, 41 v elu¢nim case 7,4 — 7,6 minuty.

—— Grepofit
Ocutein
Herbaimuno

. 1 ) 1 . ] . 1
0 10 20 30 40

Cas (min)
Obr. 36: HPLC chromatogram vsech potravinovych
doplnkti vyuzitych pro analyzu. Svétle zelena je
Herbaimuno. Svétle modra je Ocutein. Tmaveé modra
je Grepofit.

Spektra piki ve vzorku Grepofitu a Ocuteinu jsou zobrazeny v Obr. 36,37. Spektra

odpovidaji luteinu, pfi srovnani se standardem z 7,2 minuty luteinu ze smetanky Iékatské.

Ocutein 7,1 min
Ocutein 7,4 min
—---- Smetanka 7,2 min

Grepofit 6,7 min
Grepofit 7,2 min
—---- Smetanka 7,2 min

Absorbance
Absorbance

300 400 500 600 700 300 400 500 600 700

Vlnova délka (nm) Vlnova délka (nm)
Obr. 37: Spektrum luteinu z 7,1 min, 7,4 Obr. 38: Spektrum luteinu z 6,7 min, 7,2 min
min ze vzorku Ocuteinu ve srovnani se ze vzorku Grepofit ve srovnani se standardem
standardem luteinem ziskanym ze smetanky ziskanym ze smetanky lékaiské z 7,2 min.

1ékatské z 7,2 min.
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Potravinové doplitky mély piky v rozmezi ¢asu 7,4 — 7,6 minuty, hodnoty spektra
odpovidaji B-karotenu, tvar piki také, ale -karoten se bézné objevuje ve 21,8 minuté. Podle
Casu se jedna o karotenoid obsazeny hned za luteinem, kterému by odpovidal zeaxanthin.
Kdyz byla porovndna nase absorpéni maxima s literaturou, jedna se opravdu o zeaxanthin
(Havaux & Kloppstech, 2001). Zeaxathin se povedlo najit ve vzorku jiného potravinového
dopliiku, a to Spiruliny na Obr. 39., kterd je vyrabéna ze sinic. Spektrum zeaxanthinu bylo
srovnano s [-karotenem (svétle modra a tmavé modra) na Obr. 40. Na Obr. 41 je ukdzano
spektrum z Grepofitu (¢erveng) a Ocuteinu (oranzove) ve srovnani se zeaxanthinem ze vzorku

Spiruliny (modrd), tato spektra se shoduji, proto vime, Ze se jedna o zeaxanthin.

300
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Obr. 39.: HPLC chromatogram vzorku spiruliny.
1. Zeaxanthin
2. Chlorofyl a
3. B-karoten
7,4 min ——— 7,4 min Spirulina
,’/\ 21,7 min ,/ \\ —— 7,6 min Ocutein
/A / a 7,5 min Grepofit
| \ 'BEAVAY
/ \ / \
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Vlnova délka (nm) Vlnova délka (nm)
Obr. 40.: Spektrum Zeaxanthinu z 7,4 minuty a Obr. 41.: Spektrum Zeaxanthinu z 7,4 minuty,
B-karotenu z 21,8 minuty. Spektra jsou stejna, 7,6 minuty z Ocuteinu a 7,5 minuty
ale kazdy z karotenoidii se ukazuje na HPLC z Grepofitu. Spektra z Ocuteinu a Grepofitu
metodg v jiny Cas. odpovidaji spektru zeaxanthinu ze Spiruliny.
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4. Diskuse

Saponifikace je béznd procedura pouzivand pii analyzach slozeni karotenoidd
v pfirodnich vzorcich. Podle dostupné literatury se k saponifikaci vyuzivaji dva odlisné
hydroxidy KOH a NaOH v rtiznych koncentracich a po rizné¢ dlouhou dobu. Dle Oyvind et
al., (2004) dobte funguji KOH 10 % a NaOH 10 %, které mohou byt vyuzity na saponifikaci
dlouhou az 6 hodin. Toomey et al., (2007) porovnal 3 rozdilné metody saponifikace. Prvni
metoda je zalozena na vyuziti 0,1 % KOH (0,02 M) nebo NaOH, inkubace po dobu 6ti hodin
ve tmé pii pokojové teploté (~ 22 °C). Druhd metoda popisuje saponifikaci s KOH 0,3 %
(0,06 M) v methanolu po dobu 1 hodiny za pokojové teploty. Tteti metoda popisuje ucinky
antioxidantu (pyrogallolu 0,07 M), ktery byl v jejich pokusech vyuzit pfi saponifikacich
s 6,6 % KOH (1,32 M) po dobu 15ti minut.

Z diivodu neexistence ustdlené standardni metody v literatuie a neuspéchu naSich
pilotnich experimentli jsme nejprve vyzkouseli Sir§i spektrum koncentraci hydroxidu.
U vyssich koncentraci hydroxidd jsme pozorovali vyznamny narast poctu pika karotenoidii
v saponifikovanych vzorcich (Obr.19, 23, 24). Pravdépodobné v naSich podminkach
dochazelo k izomeraci a mozna i nezddoucim chemickym zméndm karotenoidi ve smésich.
Jako nejvhodnéjsi se nakonec ukdzala metoda saponifikace s 5 % KOH po dobu 15 minut.
Metoda je téméf stejnd jako ta pouzitd v praci (Granado et al., 2001). V jejich praci popisuji
metodu s vyuzitim 5 % KOH po dobu 30 minut. Z nasich vysledki (napf. mandarinka,
Obr. 30 A, B) je zjevné, ze v nekterych ptipadech pti pouziti téchto postupti nedoslo k Gplné
hydrolyze pozorovanych esterti karotenoidii a do budoucna bude nutné metodu optimalizovat
pro kazdy konkrétni vzorek. To je pravdépodobné i diivod, pro€ se v literatute vyskytuji rizné
metody saponifikace.

Pro zvySeni stability karotenoidli v podminkach saponifikace jsme otestovali vliv
pfitomnosti antioxidantu (Toomey et al., 2007). Saponifikace s vyuZzitim antioxidantu byly
méné ucinné nez bez néj (napt. Sipek, Obr. 25 A, B), nicméné v pritomnosti antioxidantu
nedochazi k tak vyrazné nespecifické degradaci karotenoidd, coz se projevuje mnozstvim piki
v oblasti reten¢nich ¢asti do 20 min.

Vzorek Sipku analyzovany v této praci obsahoval 2 karotenoidy lykopen a -karoten
a 1 ester rubixanthinu. Literatura udava pro Sipek 28-54 % esteri (Mercadante et al., 2017,
Zhong et al., 2016) a karotenoidové slozeni lykopen, B-karoten a ester rubixanthinu (Mariutti
et al., 2018). V naSem piipad¢ jsme nedetekovali ester luteinu, jak je popséno v praci (Zhong

et al., 2016), ktery udava bohaté zastoupeni karotenoida v Sipku. Popsané rozdily zavisi na
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analyzovanych druzich a kultivarech, obsah karotenoidi na zidkladé jejich vysledkd byl:
21 karotenoidi, z toho 11 xantofyli, 10 karotenil, které detekovali v saponifikovaném vzorku
a 23 esterdl xantofylu ve vzorku, ktery nebyl saponifikovan (Mercadante et al., 2017).

Vzorek mandarinky v na$i praci obsahoval 2 karotenoidy, a to B-kryptoxanthin
a B-karoten a 3 hlavni estery B-kryptoxanthinu. Literatura udava pro mandarinku az 93 %
estertl B-kryptoxanthinu (Peréz-Gaélvez et al., 2005). Podle literatury (Mercadante et al., 2017,
Mariutti et al., 2018) obsahuji §t'ava i plody mandarinky ester -kryptoxanthinu v all-trans
izomerizaci a karotenoidové slozeni je B-kryptoxanthin a [-karoten. V nasem vzorku jsme
pozorovali neznamy karotenoid s absorpci v UV s retencnim ¢asem shodnym ve 21,8 minuté
shodnym s (-karotenem, jednd se pravdépodobné o phytofluen (Gupta et al., 2015), ktery je
charakteristicky svym elu¢nim ¢asem blizkym B-karotenu.

Podle (Mercadante et al., 2017) mango obsahuje estery karotenoidli na rozdil od
zlutého melounu (Mariutti et al., 2018). V nasem ptipad¢ jsme detekovali piky v casech
delsich nez B-karoten, tedy v oblasti esterii karotenoidti, nicméné se ndm jiz nepodafilo jejich
pfitomnost potvrdit saponifikaci. V pfipadé manga jsme zadné estery karotenoidl
nedetekovali. To miize byt zptisobeno odlisnou odridou manga vyuzitou pro analyzu nebo
podminkami péstovani ¢i stafim plodi, protoze obsah esterti v plodech se pii zrani méni
(Mercadante et al., 2017). Nase vysledky ukazuji, Ze hlavnim karotenoidem zlutych plodu je
B-karoten.

Potravinové dopliikky zkoumané v této praci estery karotenoidii neobsahovaly. Hlavni
karotenoidy obsazené v potravinovych dopliicich byly lutein a zeaxanthin. Spektra luteinu
byla srovnana se standardem smetanky lékaiské a spektra zeaxanthinu byla srovnana
s literaturou (Havaux & Kloppstech, 2001) a se spektrem ze Spiruliny, kterd obsahuje jako
hlavni xantofyl zeaxantin (Yu et al., 2012).
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5. Zavér

V prvni fazi prace byla extrahovana smés karotenoidii z riznych vzorkt plodi, listd
a potravinovych doplnku. Jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo byl zvolen dichlormethan (DCM).
Slozeni karotenoidl v extraktech bylo analyzovéno s pomoci HPLC, ptivodni metoda byla
z diivodu ptitomnosti silné nepolarnich esterii karotenoidi modifikovana a doba analyzy
prodlouzena az na 40 minut.

Bylo otestovano nékolik metod saponifikace extraktti karotenoidi. Z pouzitych
riznych koncentraci hydroxidu draselného a sodného se jako nejvhodnéjsi saponifikacni
¢inidlo jevi 5 % KOH v methanolu. Optimalni doba saponifikace byla stanovena na 15 minut.
Saponifikace nijak nezménila slozeni a strukturu jednotlivych karotenoidi. Produkty
esterifikace maji identickd absorpéni spektra jako volné karotenoidy.

Byl analyzovan obsah esterti karotenoidd v dostupnych vzorcich. Nejvyssi obsah
estertl byl detekovan v Sipku, ktery obsahuje zejména estery rubixanthinu. Znacné mnozstvi
esterifikovanych karotenoidd se vyskytuje také v mandarince, kterd obsahuje zejména estery
B-kryptoxanthinu.

V praci je diskutovan vyznam esterifikace karotenoidii na jejich vstfebavani do
lidského organismu a na jejich funkci v organismu. Stejné¢ tak biologickd dostupnost

jednotlivych karotenoidl v lidském téle.
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7. Seznam symbolu a zkratek

HPLC
DCM
PTFE
Lyk
B-kar

cis B-kar

B-krypt

vysokoucinnd kapalinova chromatografie
dichlormethan

polytetrafluoroethylen (povrchova tiprava, teflonovani)
Lykopen

-karoten

cis B-karoten

B-kryptoxanthin
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8. Prilohy

8.1 Priloha A

Saponifikace vzorki s obsahem karotenoidi a esterii karotenoidli (Upraveno
podle knihy Plant Pigments and their Manipulation (Oyvind et al., 2004).)

1.

Bylo odvazeno 0,2g homogenizované¢ho vzorku, ktery byl 1 hodinu extrahovan
v 0,5 ml DCM ve tmé.
Vzorek pted filtraci byl centrifugovan pii 14100xg na 2 minuty.

. Byla provedena filtrace za pomoci filtru o porozité 0,2 pum, 4 mm & (Syringe Filters,

OlimPeak, Teknokroma).

Tento filtrat mél vyrazné zlutou ¢i oranzovou barvu a byl nasledné vysusen dusikem.
Do tohoto vzorku bylo ptidano 0,5 ml etheru a 0,5 ml 5 % KOH v methanol. Pokud
probihala saponifikace za vyuziti antioxidantu, bylo do €istého etheru pfidano jeste
0,0126 g pyrogallolu, ktery byl do vzorku pfiddn prvni. Vzorek s etherem
a pyrogallolem byl nékolikrat protiepan a nasledné byl pfidan roztok hydroxidu.
Vzorek s roztokem hydroxidu byl ponechan 15 minut ve tm¢.

Po uplynuti ¢asu inkubace se ke vzorku piidalo 4-5 ml 10 % NaCl, smés byla
protiepana v delici nalevece. Spodni frakce se vypustila a znovu se ptidala zpét do délici
nalevky a protfepala. Toto se opakovalo 3x, nasledné se spodni faze vypustila a do
délici nalevky se ptidal ¢isty 10 % NaCl. Smés se protfepala, spodni frakce byla
odstranéna a etherova frakce v délici ndlevce se jesté jednou promyla 10 % NaCl.
Vzorek byl nasledné v délici nalevce jesté 3x omyt redestilovanou vodou.

Vzorek zhorni etherové faze byl z délici nalevky pieveden do mikrozkumavky
a znovu vysusen dusikem.

Po vysuSeni do vzorku bylo pfidano 0,3 ml methanolu a ethylacetatu, které byly

namichdny ve stejném poméru jako mobilni fdze C pro HPLC.

10. Tento vzorek byl ndsledné analyzovan na HPLC.
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8.2 PrilohaB

Chromatograficka analyza HPLC metodou upravenou podle (Jeffrey et al.,

2005) s prodlouZenou dobou eluce

Obr. 42, 43 obsahuji data potravin a potravinovych doplitka vyuzitych v této bakalarské

praci, popisujici nejcastéji zastoupené karotenoidy.

1. 2. ﬂ3. — Sipek
M-A%_J L Mango
Physalis
——— Mandarinka
Meloun
Smetéanka lékafska
—— Rajce

k._/k\&_/\m“__,_~
1 I N | i 1 1 1 i 1 1
5 10 15 20 25 30 35
Cas (min)

Obr. 42: Obsahuje HPLC chromatogramy vSech zpracovanych potravin (ovoce a zeleniny).

Svislé ¢ary ocislované 1.-3. popisuji nejcastéji pritomné karotenoidy.

1. Lutein v 7,2 minuté
2. Lykopen v 18,6 minuté
3. P-karoten v 21,8 minuté

1. 2. —— Grepofit
Ocutein
Herbaimuno

——— Chlorella

J/\N/L\M Spirulina
waj NN

!

f 1 . 1 . 1 ) 1 ) 1 ) 1 )
0 5 10 15 20 25 30 35
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Obr. 43: Obsahuje HPLC chromatogramy vSech zpracovanych potravinovych doplikda.
Svislé ¢ary 1.-2. oznacuji nejcasteji pritomné karotenoidy.

1. Lutein/Zeaxanthin v 7,2-7,4 minuté

2. B-karoten v 21,8 minuté
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