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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva problematikou pfirodnich antioxidantli obsazenych
v obilovinach a zvlasté v jeCmeni (Hordeum vulgare). Pozornost se zaméfuje pfedevSim na
karotenoidy.

Teoreticka Cast shrnuje poznatky o obsahu antioxidantd v obilovinach a o jejich
zdravotnim vyznamu. Byla vypracovana také reSerSe na téma metody stanoveni
karotenoidu.

V experimentalni ¢asti byla optimalizovana metoda stanoveni f-karotenu pomoci
vysokouc&inné kapalinové chromatografie s detektorem diodového pole a s hmotnostnim
detektorem (HPLC/DAD/APCI-MS). Tato metoda byla vyuzita ke stanoveni f-karotenu
a luteinu ve vzorcich zrna jeCmene, sladu a zeleného jeCmene. Metoda zahrnuje zmydelnéni
vzorku, extrakci diethyletherem, separaci na koloné ODS Hypersil 250x4,6 mm 5u za pouziti
mobilni faze MTBE/MeOH (20:80) a spektrofotometrickou detekci pfi 450 nm. Kvantitativni
analyza byla realizovana v systému HPLC/DAD. Hmotnostni detektor byl wvyuzit pro
identifikaci analyta.

V této praci jsou uvedeny nékteré dosud nepublikované udaje o obsahu f—karotenu a
luteinu v nékolika odradach sladovnického je€mene, sladu a v zeleném jeCmeni. NejvySSi
hodnoty S—karotenu byly naméfeny ve vzorku zeleného je€mene odridy Malz, sklizeného
v 1. fazi rGstu (8,49 mg-kg' susiny). Obsah f—karotenu v zrnu jeémene je relativné nizky
(0,07-0,14 mg-kg” susiny). Ve sladu vyrobeném ztohoto jeémene je obsah p-karotenu
né&kolikrat vy$si (0,24-0,56 mg-kg™ susiny).

Diplomova prace byla realizovana ve Vyzkumném ustavu pivovarském a sladafském a. s.
v Brné.

KLICOVA SLOVA
Antioxidanty, karotenoidy, beta-karoten, lutein, HPLC, HPLC/DAD/MS, je€men, slad,
zeleny jeCmen.



ABSTRACT

This diploma thesis deals with the natural antioxidants present in cereals, especially in
barley (Hordeum vulgare). A close attention is paid to the study of carotenoids.

The theoretical part summarises the knowledge of the content of antioxidants in cereals
and the health effects of antioxidants. In addition, a research on the methods of carotenoids
determination was conducted.

In the experimental part, the method of f-carotene determination was optimized using
high-performance liquid chromatography, diode array detector and mass detector
(HPLC/DAD/APCI-MS). The method was used for the f—carotene and lutein determination in
the samples of barleycorn, malt and green barley. This method involves the sample
saponification, extraction by diethylether, followed by separation on ODS Hypersil 250x4,6
mm, 5u column, using MTBE/MeOH (20:80) as mobile phase and spectrophotometric
detection (450 nm). Quantitative analysis was implemented in the HPLC/DAD system. The
MS detector was used for identification of analytes.

A number of still unpublished data about the content of f-carotene and lutein in several
varieties of malting barley, malt and green barley are stated in this thesis. The highest
content of f—carotene was found in the green barley sample of variety Malz, harvested in first
grow phase (8,49 mgkg' of the dry matter). The content of S—carotene in barleycorn is
relatively low (0,07-0,14 mg-kg” of the dry matter). The content of f-carotene is several
times higher in the malt produced from barleycorn (0,24-0,56 mg-kg™ of the dry matter).

The diploma thesis was implemented in the Research Institute of Brewing and Malting,
Plc. in Brno.

KEY WORDS
Antioxidants, carotenoids, beta-carotene, lutein, HPLC, HPLC/DAD/MS, barley, malt,
green barley.
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1. UVOD

Cerealie maji vzhledem ke své spotifebé, snadné skladovatelnosti a finanéni nenarocnosti
vysadni postaveni mezi zemédélskymi produkty u nas i ve svété. Jsou rozhodujicimi zdroji
sacharidi (v€etné vlakniny) a rostlinnych proteind. Jejich role ve vyzivé lidstva je
nezastupitelna

V posledni dobé se ceredlie dostavaji do popredi zajmu nejen odbornikl, ale i Siroké
Siroké spektrum antioxidantll. S rozvojem poznani o mechanismu pusobeni jednotlivych
skupin latek v organismu jsou latkam s antioxidacnimi uginky pfipisovany vyznamné pozitivni
ucinky na lidské zdravi. Diky této skute€nosti se obiloviny stavaji pfedmétem vyzkumu jako
pfirodni zdroj antioxidantl. Mezi latky s antioxida¢ni aktivitou patfi také pfirodni zluté az
oranzové pigmenty - karotenoidy. | kdyz je jejich obsah v cerealiich relativné nizky, analyza
jejich kvalitativniho i kvantitativniho zastoupeni v téchto plodinach nabyva na vyznamu.

Ukazuje se, Ze je uzite€né znat obsah jednotlivych latek nejen v zrnu obilovin, ale i v
jinych &astech rostliny. Ani distribuce nutriéné a zdravotné vyznamnych latek v zrnu neni
rovnomérna. Vymletim zrna, pfipadné odstranénim kli¢kd, jich velké mnozstvi ztratime.

JeCmen ma mezi ostatnimi cerealiemi zvlastni postaveni. V minulosti byl t¢méF vSechen
vyuzit k vyrobé sladu nebo ke krmnym Gceldm. V poslednich desetiletich vSak rapidné roste i
spotieba potravinafského je€mene, ktery ma vysoky potencial k Sirokému vyuziti (napfiklad
k vyrobé téstovin, pekaiskych vyrobku, tzv. breakfast cerealii a pochutin). Z je€mene Ize také
ziskat cenné frakce vlakniny, které je mozné vyuzit k obohaceni pekarskych vyrobk.

Vyzkum antioxidantl v obilovinach neni dosud zpracovan tak detailné a komplexné, jak
by se dalo vzhledem k rostoucimu vyznamu téchto latek oCekavat. Tato prace shrnuje
dosavadni poznatky o obsahu fkarotenu a dalSich karotenoidd v je€meni. Pfinasi takeé
nékteré dosud nepublikované uUdaje o obsahu téchto latek v nékolika odradach
sladovnického je€mene, sladu a v zeleném jeCmeni.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Antioxidanty a volné radikaly

Antioxidanty jsou latky, které diky své struktufe mohou reagovat s volnymi radikaly
autooxidacniho fetézce, a tim eliminuji jejich negativni u€inky na lidsky organismus. Proto se
stavaji pfedmétem stale vétSiho zajmu nejen potravinarskych a zdravotnickych odbornikd,
ale i Siroké vefejnosti [1,2].

Volny radikél je reaktivni Castice (jakykoliv atom nebo skupina atomu), ktera obsahuje
alespon jeden neparovy elektron [3,4].

Volné radikaly mohou vznikat rdznymi zpGsoby. Jejich zdrojem muze byt vnéjsi zafeni,
v€etné ultrafialového, rentgenového a gama zarfeni. Vznik volnych radikald podporuji také
chemické otravy, koufeni, uprava potravin a nadmérny prisun kysliku pfi jeho vdechovani
v Cistém stavu. Volné radikaly se také objevuji v pribéhu nejriznéjSich onemocnéni. Na
druhou stranu je télo vyuziva pfi reakcich, které jsou nezbytnou soucasti metabolismu a také
pfi likvidaci mikroorganismu v bunikach imunitniho systému [1].

2.1.1 Klasifikace

Antioxidanty tvofi riznorodou skupinu latek a je velmi obtizné najit vhodné kritérium jejich
tridéni.

NejvyznamnéjSim délenim antioxidantl je déleni podle jejich puvodu na pfirodni a
syntetické. Mezi pfirodni antioxidanty Fadime napfiklad antioxidaéni enzymy, jako je
superoxiddismutaza, glutathionperoxidaza, katalaza; vitamin E (tokoferoly), vitamin C
(kyselina askorbova), karotenoidy, polyfenolické latky, ubichinol (koenzym Qqq), glutathion,
kyselinu moc€ovou, melatonin, selen a dalSi. Jako syntetické antioxidanty se pouzivaji
napfiklad butylhydroxytoluen, dimethylsulfoxid, estery kyseliny gallové. Ziskani jinych
vlastnosti pfirozenych antioxidantt Ize docilit jejich modifikaci. Napfiklad nahrazenim
terpenoidniho fetézce vitaminu E karboxylovou skupinou se zvySi rozpustnost ve vodé. Tato
latka se pouziva v analytické chemii pod oznacenim Trolox. Naopak zabudovanim
hydrofobniho vedlejSiho fetézce do molekuly kyseliny askorbové vznika lipofilni latka, ktera
Iépe pronika bunécénou sténou.

Podle ovlivnéni tvorby volnych radikald mazeme rozliSit antioxidanty primarni, sekundarni

vzniklé volné radikaly a terciarni opravuji €i eliminuji molekuly poskozené volnymi radikaly.

Dale muzeme antioxidanty rozdélit:

¢ podle zplsobu vstupu do organismu na endogenni a exogenni

¢ podle rozpustnosti na hydrofilni, lipofilni a amfofilni

¢ podle lokalizace v burice & mimo ni na extracelularni a intracelularni

¢ podle velikosti molekuly na nizkomolekularni a vysokomolekularni

¢ podle typu volného radikalu na ktery pUsobi

e podle mechanismu uc€inku se déli na: latky, které reaguji s volnymi radikaly; latky, které
vazi do komplex( katalyticky plsobici kovy; a latky, které eliminuji pfitomny kyslik

e podle chemické struktury [17]



2.1.2 Mechanismus uc¢inku antioxidantu

Mechanismus uc&inku antioxidantl spociva pfednostné v tom, ze poskytuji atomovy vodik
ke znesSkodnovani peroxidovych nebo jinych radikald, které vznikaji jako meziprodukty fady
oxidacnich procest. Odevzdanim vodiku se antioxidant stava sam radikalem:

R-0-0 + A—-H — R-0-0O-H + A-

Obrazek 1: Mechanismus uc¢inku antioxidantl, kde R — O — O- je peroxylovy radikal, A —
H je antioxidant, R — O — O — H peroxid a A+ radikal antioxidantu

Volny radikal antioxidantu je pomérné malo reaktivni a neni schopen vyvolat dalSi
fetézovou reakci. Misto toho se deaktivuje. Bud spojenim s dal§im radikalem (As, ROO-
nebo RO¢) nebo disproporcionaci na plvodni antioxidant.

Antioxidanty se dale mohou uplatiovat jako redoxni systémy s nizkym redoxnim
potencidlem a regenerovat (redukovat) za dané situace nejnegativnéjsi, a tedy nevratnou
hydrogenaci ohrozené, terminalni ¢lanky redoxnich fetézca.

DalSi moznosti je nepfimy ochranny ucinek inhibitorl oxidaci napf. tim, Ze vazou nebo
jinak zneSkodnuji katalyzatory oxidaci, tvofi s ochrafiovanou slozkou komplexy, které jsou
stabilné&jsi vci oxidaci, ztézuji pfistup kysliku do ohrozené potraviny nebo kyslik pfitomny v
potraviné redukuji [5].

2.1.3 Oxidacni stres

Oxidacni stres je definovan jako disbalance mezi oxidanty a antioxidanty ve prospéch
oxidantl, potencialné vedouci k poSkozeni organismu. V pribéhu oxida¢niho stresu vznika
velké mnozstvi ROS (reaktivni kyslikové slou€eniny) [13].

ROS mohou z velké &asti vznikat béhem pfirozeného bunééného aerobniho metabolismu.
Primarnimi oxidanty, které vznikaji jako vedlejSi produkty energetického metabolismu jsou
superoxidovy radikal, peroxid vodiku a hydroxylovy radikal. VSechny tyto primarni oxidacni
stresory mohou generovat sekundarni kyslikaté reaktanty, které také zpUsobuji znacné
oxidacni poskozeni bunéénych organel i enzymd. Mnoho sekundarnich radikald vznika jako
produkt peroxidace lipid a oxidace proteint [7].

Pfirozené antioxidaéni mechanismy organismu jsou za normalnich podminek schopny
negativni Uc€inky ROS eliminovat. Za podminek oxidaéniho stresu jsou vSak antioxidanty
vyCerpany a tento stav muzZe vést krozvoji degenerativnich onemocnéni, zahrnujicich
kardiovaskularni choroby, rakovinu, neurodegenerativni poruchy a procesy starnuti [13].
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2.2 Jeémen

JeCmen je pro své mnohostranné hospodarské vyuziti druhou nejrozSifenéjsi
zemédélskou plodinou u nas [57]. Je surovinou zejména pro vyrobu sladu (jemen
sladovnicky), dale ethanolu, whisky, Skrobu, farmaceutickych a kosmetickych pfipravku
(je€men prumyslovy) a krmiv (jeémen krmny). V souasnosti se nejvétsi podil produkce
jeCmene vyuziva jako krmivo. V poslednich letech ale kvili obsahu zdravotné prospésnych
latek rapidné vzrusta i spotfeba potravinarského je€mene pro pfipravu riznych druhl peciva,
téstovin, musli a pochutin.

Za oblast pivodu je povazovana oblast mezi Egyptem a iranem, odkud se jeémen rozsiil
po vSech kontinentech (s vyjimkou Antarktidy). Prvni pisemna zminka o péstovani jeCmene
v nasich zemich je z 11. stol. Zpocatku slouzil pouze na vyrobu krup a chleba, ale v 17.
stoleti nahradil sladovnickou pS$enici.

V Ceskych zemich ma sladovnictvi dobrou tradici a sladovnicky je€men se péstuje
prfedevsim na Hané a v Polabi [20,21].

2.2.1 Systematika je€mene

Je€men (rod Hordeum) patfi do fiSe rostlin (Plantae),
oddéleni semennych (Spermatophyta), pododdéleni
krytosemennych (Angiospermae), tfidy jednodéloZznych
(Monocotyledonae), Celedi lipnicovitych (Poaceae).
Podle zpusobu ristu se jeémeny déli na divoce rostouci
plané je€meny a je€meny seté (Hordeum sativum). Podle
uspofadani zrn v klasu se déli na je€meny dvoufadé a
vicefadé, podle zplsobu péstovani na jarni a zimni.
Dvoufadé jeCmeny se pak déli do tfi skupin: jeCmeny
nici, vzpfimené a pavi. Hlavni skupinu sladovnickych
jemend tvofi jeCmeny nici (Hordeum distichum, var.
nutans). Podle novéjSiho taxonomického zafazeni se pro
dvoufady nici je€men pouziva pojmenovani Hordeum
vulgare, var. nutans [22]. VétSina u nas péstovanych
odrud jarniho je€mene ma sladovnicky charakter [57].

2.2.2 Obilka jeémene Obrazek 2: Hordeum vulgare

Obilka je€mene je podlouhlého, vejCitého, na obou koncich za$pic¢atélého tvaru. Sklada
se ze tfi ¢asti: z obalovych vrstev, zarodku a endospermu.

Obalové vrstvy chrani obilku pfed vnéjSimi vlivy. Na hibetni strané obilky je to plucha, na
bfisni strané pluska, dale oplodi a osemeni. VnéjSi vrstvy jsou slozeny prevazné
z nerozpustnych polysacharidu typu celulézy s velkou mechanickou odolnosti.

Zarodek je latentni forma, ze které po hydrataci vyroste nova rostlina. Zarodek ma velky

technologicky vyznam pfi vyrobé sladu, kdy se macenim je€mene zahaji enzymatické reakce
v zarodku a dochazi ke kliCeni zrna.
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Endosperm predstavuje nejvétsi podil obilky. Obsahuje zasobni latky pro kli€ici rostlinu,
z toho asi 75 % Skrobu. Do endospermu byva zvykem zahrnovat také jeho nejsvrchnégjsi
vrstvu, tzv. aleuronovou. Tato vrstva obsahuje bilkoviny, tuk a ¢aste¢né i Skrobova zrna. PFi
dosazeni podminek pro zahajeni kliceni je aleuronova vrstva aktivovana rastovymi hormony.
Ziviny pro kligeni jsou uloZeny ve vnitfnim endospermu. Pomér obsahu $krobu k obsahu
dusikatych latek urCuje povahu endospermu, tzv. moucnatost nebo sklovitost.

VENTRALNI A DORZALNI
STRANA SN STRANA
\ ‘-, Perikarp
i 3 (oplodi)
' 1 Testa
Zbytky nuce- ' (osemeni)
larniho pletiva | =
a aleuronove ' i Aleuronova
vrstvy v ryze : vrstva
f Endosperm
Chalaza ; Vrstva stlace-
' nych bunék
Cévni svazek ; Stitek
i Koleoptile
i Prvni listy
: Aleuronova
Misto pripojeni W7 i vrstva
k ose klasku ‘ by s At Radikula
Testa Koleorhiza

Obrazek 3: Podélny fez zralou obilkou

2.2.3 Chemické slozeni obilky

Obilka obsahuje 80 az 88 % susiny a 12 az 20 % vody. Susinu tvofi organické dusikaté a
bezdusikaté slou¢eniny a anorganickeé latky.

Nejvétsi podil organickych latek v zrnu je€mene zaujimaji polysacharidy. Vedle
polysacharidd bunééné stény (celuléza, B-glukany, lignin) je to pfedevSim zasobni
polysacharid Skrob (60-65 % hmotnosti zrna). Ve zralém zrnu je Skrob zastoupen vyluéné
v endospermu ve formé Skrobovych granuli.

ipidy jsou v zrnu z u uze z 2-3 %, fevazné v aleu veé vrstve.
Lipidy jso rnu zastoupeny pouze z 2-3 %, a to pfevazné v aleuronové vrstvé

Obsah dusikatych latek je velmi variabilni (7-18 %) vlivem vné&jSich podminek (zavislost
na odrudé, slozeni pldy, hnojeni, klimatickych podminkach). Bilkoviny jsou ulozeny
v aleuronové vrstvé jako lepkové bilkoviny a pod aleuronovou vrstvou jako bilkoviny rezervni.
Tkanové bilkoviny se nalézaji v membranach bunék endospermu.

Polyfenoly se nachazi zejména v obalovych ¢astech zrna a v aleuronové vrstvé.
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Enzymy se v jednotlivych Castech obilky je€mene vyskytuji v rizné mife. V zarodku a
Stitku jsou obsazeny vSechny z Sesti hlavnich tfid enzym( (oxidoreduktazy, transferazy,
hydrolazy, lyazy, izomerazy, ligazy), ale pfedevsim transferazy, oxidoreduktazy a hydrolazy.
Z hydrolaz zejména amylazy, peptidazy, lipazy a fosfatdzy. Aleuronova vrstva obsahuje
hydrolazy (exo- a endopeptidazy, lipazy, fytdzu a a-amylazu), transferazy (transaminazy) a
oxidoreduktazy. V subaluoronové vrstvé se nachazi predevsSim B-amylaza. V endospermu
jsou pritomny B-amylaza, endopeptidaza a malé mnozstvi fytazy [22, 23, 24].

2.2.4 Antioxidanty v zrnu jeémene

V zrnu jemene jsou obsazeny ruzné vitaminy, které se nachazi pfedevsim v zarodku a
v aleuronové vrstvé. Jejich obsah zavisi na odridé a pUdné-klimatickych podminkach.
Mnohé z nich tvofi soucast aktivnich skupin riznych enzymd, a tim plasobi na enzymatickou
aktivitu kli¢iciho zrna. Obsah vitamind komplexu B v je€meni je uveden v tabulce. 1.

Tabulka 1: Obsah vitaminu kopmplexu B v jeEmeni

vitamin obsah v mg/100 g susiny
B+ - thiamin 0,12-0,74

B, - riboflavin 0,10-0,37
kyselina nikotinova 8-15

B - pyridoxin 0,30-0,40

Neméné dulezity je vitamin E, ktery se nachazi v zarodecné &asti zrna. Je€men obsahuje
také vitamin C (kyselina L-askorbova), vitamin H (biotin), kyselinu panthotenovou,
a-aminobenzoovou, listovou a karotenoidy. PFfitomnost pfirodnich antioxidaCnich c&inidel
v je€meni a ve sladu je dllezita pro organoleptickou stabilitu piva [16].

Cerealie jsou po rostlinnych ojejich druhym nejvyznamnéjSim zdrojem vitaminu E. Vitamin
E je reprezentovan osmi pfirodnimi slou¢eninami. Jsou to a-, f— ¢—, a J—tokoferol a
a—, -, p— a o-tokotrienol. Dfive se za hlavni roli vitaminu E povazovaly pozitivni udinky na
reprodukéni soustavu ¢lovéka, v souCasnosti se klade dliraz na jeho antioxidacni aktivitu, a
povazovan a-tokoferol, a proto se obsah vitaminu E vétSinou vyjadfuje v mg ekvivalentu
a—tokoferolu (mg a-TE/kg). Primérny obsah tohoto ekvivalentu udava tabulka 2 [60].

Tabulka 2: Primérny obsah ekvivalentu a—tokoferolu v obilovinach

obilovina | mg a-TE/Kkg |
jemen 23,7
pSenice 15,6
oves 14,7
zito 17,1
tritikal 11,8

Uginnymi antioxidanty s potencialni terapeutickou hodnotou jsou také fenolické
slou€eniny, specialné flavonoidy, které snizuji riziko kardiovaskularnich chorob a rakoviny.
Jiné skupiny, jako fenolové kyseliny a vysocemolekularni taniny maji nepfijemnou chut a
negativni vlastnosti pfi vstfebavani proteint. Pro ceredlie je charakteristicky obsah derivat(
apigeninu a luteolinu. Hlavni skupiny polyfenold v je€meni ukazuje tabulka 3. Silna
antioxidacéni aktivita je€mene souvisi z obsahem tfi hlavnich fenolickych skupin (flavanold,
hydroxycinnamovych kyselin a flavon(l) [58].
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Tabulka 3: Polyfenoly v je€meni

Apigenin 7-O-rhamnoglukosid, isovitexin, vicenin-1,2, isoorientin, tricin,

Flavony 2""-Oglykosylisovitexin, lutonarin, glukotricin, tricinin

Leukoantokyanidy | Prokyanidin, prodelfinidin

Katechiny Gallokatechin, epikatechin

Kumariny Umbelliferon, eskuletin, skopoletin, herniarin

Kavova, vanilkova, m-hydroxybenzoova, p-hydroxybenzoova, syringova,
o-kumarova, p-kumarova, veratrova, ferulova, salicylova, chlorogenova,
o-hydroxycinnamova, gallova, m-galloylgallova, proptokatechuova

Fenolkarboxylové
kyseliny

Polyfenoly maji Siroké spektrum pfiznivych U€inkd na lidské zdravi, zahrnujicich ucinky
antioxidacni, antikarcerogenni, antimikrobialni, imunomodulaéni a protizanétlivé. Dale se
UCastni procesu regulace tlaku krve a hladiny glukézy v krvi. Jestlize jsou antioxidaéni
fenolické komponenty pfijimany pravidelng, snizuji trombotické jevy, a tim pfispivaji ke
zlepSeni aterosklerozy a snizeni vyskytu nemoci cévni soustavy [59].

Obsahem karotenoidl v obilovinach se zabyvali Panfili, Fratiani a Irano [65]. Identifikovali
tfi piky pfislusejici luteinu, zeaxantinu a a+f-karotenu (nepodafilo se jim rozdélit a— a
karoten). Jejich vysledky jsou uvedeny v tabulce 4. O vyznamu karotenoidl a jejich funkci
bude pojednano v kapitole 2.3.

Tabulka 4: Obsah karotenoidu ve vybranych obilovinach

o atf-karoten Lutein Zeaxantin

obilovina .. Y. .
(mg/kg susiny) (mg/kg susiny) (mg/kg susiny)

je€men 0,05+ 0,01 0,86 +0,12 0,30+ 0,15
oves 0,01 0,23 0,12
pSenice tvrda 0,14 £ 0,04 2,65+ 0,65 0,26 £ 0,04
pSenice semolina 0,1+ 0,06 2,48 £ 0,48 0,11 £ 0,02
pSenice Spalda 0,04 £ 0,01 1,46 £ 0,44 0,12 £ 0,05
pSenice dvouzrnka 0,05 + 0,02 1,78 £ 0,37 0,19 £ 0,04
pSenicné klicky 0,60 £ 0,07 2,60 £ 0,07 2,14 £ 0,01

Vyznamné antioxidaéni vlastnosti pouZitelné v prevenci rakoviny maji také kyselina listova
a inositolhexafosfat (IP-6), ktery je hlavni zasobarnou fosforu pfi kli¢eni lusténin a obili
(v€etné jeCmene). Dr, Samsuddin v roce 1995 prokazal antinadorovou aktivitu IP-6. Uvedena
latka je komeréné vyuzitelna jako jedna z forem potravinovych doplriku [62].

Jako nejzajimavéjSi enzym s antioxidaCnimi uc€inky byva oznaCovana superoxid
dismutaza (SOD). Funkce tohoto enzymu spocCiva v pfeméné superoxidovych volnych
radikald na méné reaktivni peroxid vodiku, zneSkodriovany dal$imi enzymy na vodu a kyslik.
Pfitomnost superoxidového anionového radikalu v pivu maze mit vliv na peroxidaci lipidd,
degradaci polysacharidd a inaktivaci enzymu. V zrnu je€mene a ve sladu zabrariuje SOD
Zluknuti béhem skladovani [16].
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Katalaza a peroxidaza, patfici mezi hydroperoxidazy, $tépi pro buriky Skodlivy peroxid
vodiku. Odbouravaiji stejny produkt, ale riznym mechanismem. V zrnu je€mene je katalaza
obsazena v nepatrné koncentraci, béhem kli¢eni se jeji aktivita zvysi 40 az 70krat a roste
s po¢tem dni kliceni. Hvozdénim se inhibuje. Peroxidaza je vzrnu jeCmene také
v nepatrném mnozstvi, ale béhem kliceni se jeji aktivita zvySi az 9krat. BE€hem hvozdéni
sladu se aktivita naopak sniZuje az na jednu tretinu [22].

Za zminku stoji i obsah vlakniny a minerald. Nemaiji sice antioxida¢ni ucinky, ale jsou také
ze zdravotniho hlediska velmi dulezité. Vysoky obsah téchto latek a vitaminu E preduréuje
cerealie jako surovinu k vyrobé funkénich potravin se zdravotné pozitivnimi G€inky. Obsah
vlakniny ilustruje tabulka 5.

Tabulka 5: Obsah vlakniny a minerall ve vybranych obilovinach

obilovina Viaknina (%)
je€men 14-17
bezpluchy jeCmen 13-18
pSenice 14-16
oves 10-12
bezpluchy oves 10-12
Zito 10-12
amarant 8-12

Vlaknina je lokalizovana hlavné v obalovych vrstvach, které obsahuji vice nez 38 %
vlakniny. Oproti tomu bilda mouka obsahuje pouze 3,4 % vlakniny. Produkty s maximalnim
moznym pomérem vneéjSich vrstev zrna nebo celozrnné produkty jsou k vyrobé funkcénich
potravin idealni. Mezi fyziologické funkce vlakniny patfi regulace funkce stfev, prevence
rakoviny, regulace hladiny cholesterolu, regulace hladiny cukru a tuku v krvi a redukce
krevniho tlaku [61]. Nakamura a kol. dokazali, ze pglukany, cozZ jsou rozpustné viakniny
obsazené v cerealiich a pfedevsim v jeCmeni, hraji pozitivni roli v ochrané proti Zaludeénim
viedim [63].

Mezi zdravotné pozitivni UCinky mineral(l obsazenych v obilovinach (pfedevsim Ca, Mg,
K, Zn), mGzeme zaradit pfedevSim stimulaci ristu kosti a zubu, prevenci osteoporéozy a
kardiovaskularnich onemocnéni. Pfi vstfebavani mineralnich latek muze hrat negativni roli
kyselina listova [61].
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2.2.5 Mlady (zeleny) jeémen

PFi zkoumani obsahu zdravotné vyznamnych latek v obilce a rustovych fazich jeCmene
bylo zjisténo, ze vyznamnym zdrojem zadanych pfirodnich antioxidantl je zeleny jemen.
Zeleny je€men nachazi v sou€asné dobé uplatnéni jako doplnék stravy. DalSi odstavce
stru¢né nastini obsah zdravotné vyznamnych latek v mladém je€meni.

Pfedtim nez projde obilna trava reprodukénim procesem, ktery vede ke vzniku zrna,
nachazi se ve stadiu, kdy ma podobné vilastnosti a obsah vitamind a minerall jako tmava
zelenolista zelenina. Je-li tato trava sklizena v mladém véku, svym slozenim se od svych
dospélych protéjSka vyrazné liSi. JeCmenna trava je z nutricniho hlediska povazovana ze
vSech zelenych trav za nejhodnotné&;jsi. Listy mladého je€mene jsou sklizeny, kdyZ dosahnou
vysSky 20-25 cm, kdy je obsah jejich vyznamnych sloZek nejvyssi.

V soucasnosti se mlady je€men dodava na trh ve formé prasku, ktery Ize smichat s vodou
¢i ovocnym dzusem. Existuji dva komeréné vyuzivané zpUsoby vyroby. Prvnim zplsobem je
vylisovani je€menné Stavy a vysusSeni sprejovou su$i¢kou na prasek. Tato forma obsahuje
vyrazné vysSi koncentrace nutricné a zdravotné zajimavych latek, ovéem kromé vlakniny. Té
se zbavime pfi lisovani. Druhym zplsobem je klasické vysuSeni jeémenné travy a rozemleti
na prasek.

Mlady jeCmen se vyznacuje vysokou antioxidac¢ni aktivitou. Obsahuje velké mnozstvi
karotenoidli, polyfenoll, chlorofylu, vitaminu C, E a skupiny B (B4, By, Bs, Bs, Bg), dale
obsahuji biotin, kyselinu listovou, kyselinu nikotinovou, cholin a Siroké spektrum minerald
(Na, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, P, Zn).

Obsahuje také celou fadu enzymu. Témi nejzajimavéjSimi z hlediska antioxidacnich
vlastnosti jsou superoxid dismutaza, katalaza a peroxidaza.

Nezanedbatelné je i mnozstvi vlakniny a rostlinnych bilkovin o malé molekulové hmotnosti
[66, 68, 69, 71].

Roku 1992 ohlasili Osawa a kol. [67] objev nového velice uc€inného antioxidantu
izolovaného ze zeleného je€mene. Je to isoflavonoid 2°'-O-glykosylisovitexin.
V devadesatych letech byl v USA a Japonsku tento antioxidant v popfedi zajmu o zeleny
je€men. Markham a Mitchell [70] vroce 2003 uvefejnili ¢lanek, ve kterém pisi, ze
v predchozich studiich doslo k chybné identifikaci, a 2"'-O-glykosylisovitexin (povazovany za
hlavni flavonoid v zeleném je€meni) jsou ve skuteCnosti flavon-C-glykosidy saponarin a
lutonarin.
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2.3 Karotenoidy

Karotenoidy pfedstavuji jednu z nejrozSifenéjSich a nejpocCetnéjSich tfid pfirozenych
pigmentl s vyznamnymi biologickymi GCinky a fadou pramyslovych aplikaci (odhad jejich
rodni tvorby v biosféfe &ini 102 t). Jsou to Zluté, oranzové, Servené az hnédé pigmenty, které
jsou produkovany fotosyntetizujicimi organismy pocinaje anaerobnimi fotosyntetickymi
bakteriemi, cyanobakteriemi, houbami az po rostliny, ale i nefotosyntetizujicimi bakteriemi,
kvasinkami a plisnémi. Karotenoidy jsou rozSifeny i v zZivoC€isné FiSi, jsou to ovSem
karotenoidy mikrobialniho &i rostlinného ptvodu, protoze zivoCichové je neuméji syntetizovat,
pouze je pretvafi na vlastni formy [6,7].

V8echny karotenoidy jsou lipofilni slou¢eniny. Nejsou pfili§ stabilni, pomérné snadno
dochazi k izomeraci vlivem teploty, svétla &i kyselého prostredi [9].

2.3.1 Struktura a klasifikace karotenoidu

Ze strukturniho hlediska jsou karotenoidy tetraterpeny, nenasycené alifatické a alicyklické
uhlovodiky a jejich oxidacni produkty.

Molekuly vétSiny karotenoidd jsou tvofeny 40 uhlikovymi atomy a sestavaji obecné
z nenasyceného fetézce o 22 atomech uhliku s konjugovanymi dvojnymi vazbami a
s methylovym vétvenim typickym pro isoprenoidy. Na oba konce fetézce je pfipojena
devitiClenna jednotka, ktera muze byt cyklicka (B-karoten) nebo acyklicka (lycopen). Je-li
koncova struktura cyklicka, jako u B-karotenu, je to obvykle Sesti¢lenny a- nebo S-jononovy
kruh. Polyenova struktura dava karotenoiddim jejich barevnost.

Karotenoidy rozdélujeme do dvou strukturnich skupin. Ty, které maiji €isté uhlovodikovou
strukturu, nazyvame karoteny (viz obrazek 4). Druhou skupinu tvofi oxida¢ni produkty
karotenu, které obsahuji jednu, dvé nebo vice hydroxylovych, karboxylovych, karbonylovych
nebo epoxidovych skupin. Karotenoidy, patfici do této skupiny, nazyvame xantofyly (viz
obrazek 5).

Konjugované dvojné vazby karotenoidu se obvykle vyskytuji v all-trans konformaci. Cis
izomery nékterych karotenoidd muzeme presto nalézt v rostlinnych tkanich a zejména
bunkach fas [6,9].

Vice nez 90 % rostlinnych karotenoidu je lokalizovano v bufikach listli, obvykle jako smés
20-40 % karotenu (z toho vic jak 70 % B-karotenu) a 60-80 % xantofylu. B-karoten je Casto

vvvvv
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Obrazek 4: Chemicka struktura vybranych karotent
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19



2.3.2 Funkce karotenoidu

Karotenoidy hraji vyznamnou roli ve fotosyntéze jako pomocné pigmenty absorbujici
slunecni zafeni (viz obrazek 6). Jsou pfitomny ve vSech tkanich a bunkach obsahujicich
chlorofyl. U fotosyntetizujicich organismG slouzi také jako ochrana pfed fotooxidativnim
ucinkem singletového kysliku a radikald vznikajicich za svétla v pfitomnosti endogennich
fotosenzitivnich latek. Nékteré karotenoidy pfitomné v kofenech a listech rostlin slouzi jako
prekurzory kyseliny abscisové (rlistovy hormon) [7,9].

Sunlight

Obrazek 6: Absorbce sluneéniho zafeni fotosyntetickymi barvivy

V lidské a savéi potravé maji karotenoidy fadu vyznamnych fyziologicky pozitivnich
ucinkl, zalozenych hlavné na antioxidaénim, antimutagennim a fotoprotektivnim uc&inku.
Dale ovliviuji imunitni systém, Ucastni se v procesu vidéni a v neposledni fadé pusobi jako
prekurzory vitaminu A [6,8].

20



2.3.2.1 Oxidace karotenoidu

Z duvodu vysokého poctu konjugovanych dvojnych vazeb jsou karotenoidy snadno
oxidovatelné. V pribéhu oxidace se nejprve tvofi karbonylové a epoxidové slouceniny, dalsi
oxidace ma za nasledek vznik kratSich Fetézcl mono- nebo dioxygenovanych, zahrnujicich i
slouceniny s epoxy-B-jononovym kruhem. U karotenoidl s funkci provitaminu A tim muze byt
zpUsobena ztrata jejich aktivity. Oxidaéni rozklad B-karotenu je zesilovan v pfitomnosti sulfitu
a iontd kovu. Degradaci karotenoidd nepfimo urychluje i enzym lypoxygenaza. Ten

katalyzuje oxidaci mastnych kyselin na peroxidy, které pak napadaji karotenoidy.

B-jononovy kruh

Obréazek 7: Stépeni B-karotenu.

konzervace,
tepelna extruze

Mono-epoxidy
di-epoxidy
karbonyly

alkoholv

T oxidace

All-trans B-kakaroten

cis B-kakaroteny
(hlavné 13-cis, 9-cis a 15-

Cervené jsou oznadeny mozna mista $t&peni.

Velmi vysoké
teploty

Rozkladné produkty,
tékavé latky

Obrazek 8: Degradace all-trans-B-karotenu.
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2.3.2.2 Antioxidacni vlastnosti karotenoidu

Karotenoidy maiji z dlivodu jejich snadné oxidace antioxidaéni ucinky, a to prfedevSim pfi
nizkém parcialnim tlaku kysliku. Pfi vysokém parcialnim tlaku kysliku ma 3-kakaroten
dokonce prooxidac¢ni u€inky [9]. Doplfuje tak vitamin E, ktery ma naopak nejvétsi aktivitu pfi
vyS$Sim parcialnim tlaku [10].

Pfedpoklada se, Ze antioxida¢ni uc€inky karotenoidu hraji roli v omezovani rakoviny,
Sedého zakalu, arteriosklerézy a procesu starnuti [9].

ROO*®

Obrazek 9: Vytvoreni resonanéné stabilizovaného radikalu B-karotenu.

2.3.2.3 Karotenoidy jako prekurzory vitaminu A

Vitamin A je nepostradatelny nejen pro vidéni, ale i pro rust, vyvoj kostry, normalni
reprodukéni funkce a udrzovani diferenciace v tkanich [6]

Aby karotenoid vykazoval provitaminovou aktivitu, musi byt jeho struktura srovnatelna se
strukturou vitaminu A. Musi tedy obsahovat alespon jeden S-jononovy kruh.

Tabulka 6: Priklady relativni aktivity karotenoidl vztazené na aktivitu vitaminu A (100 %)

karotenoid relativni aktivita (%)
[B-karoten 50
B-kryptoxantin 28
a-karoten 26
y-karoten 21
[ -apo-8 -krotenal 18-36
lykopen 0
zeaxantin 0
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Tabulka 7: Relativni aktivita stereoizomernich forem B-karotenu, vztazené na
all-trans-B-karoten [9].

stereoizomer relativni aktivita (%)
All-trans- B-karoten 100
9-cis-B-karoten 38
12-cis-B-karoten 53

Oxidaénim Stépenim p-karotenu mohou vzniknout 2 molekuly retinalu, ktery se pak
redukuje na retinol nebo oxiduje na kyselinu retinovou (obrazek 10). Retinol se esterifikuje
mastnou kyselinou (pfedevSim palmitovou) a vznikly ester je transportovan lymfou do jater,
kde je skladovan. V pfipadé potfeby se retinol uvolfiuje hydrolyzou a transportuje se z jater
specialni bilkovinou krevni plazmy [6,10].

CHs B-Karoten
B-KAROTEN- o
DIOXYGENASA £lusave sell
CH; CH, CH, g -
\\o H;C 4
é.\\ N
& Retinaldehyd G NN N
Ha (retinal, vitamin A.) H CH, CH, CH,
RETINALDEHYD- Ni\E{E’H (NADH) A Retinaldehyd
REDUKTASA FAD
NADP* (NAD*)
CH, CHs CH,
NN XN
CH,
CHy Retinol (vitamin A) CH, Kyselina retinova (all - trans)

Obrazek 10: B-karoten a jeho Stépeni na retinal (vitamin A4)

Yeum a kol. vroce 2000 potvrdil, Ze retinal je jedinym produktem Stépeni S-karotenu
v pfipadé pfitomnosti a-tokoferolu, a Ze vznik apo-karotenoidi nastava pouze v pfipadé
absence antioxidantu jako je a-tokoferol.

Ve stejném roce Barua a Olson zjistili, Zze kliCovym enzymem, ktery $tépi fkaroten na dvé

molekuly retinalu je enzym B,B-karoten-15,15"-dioxygenaza, lokalizovan ve dvanactniku a v
jatrech. [11]
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Retinal je soucasti zrakového pigmentu rhodopsinu. Rhodopsin se vyskytuje
v receptorovych burikach, které jsou zodpovédné za vidéni ve slabém svétle. Jestlize je
rhodopsin vystaven svétlu, Stépi se a vznika opsin a all-trans-retinal. Reakce je spojena
s konformacnimi zménami ve sténé téchto bunek, které oteviou kanaly pro vapenaté ionty.
Rychly prunik vapenatych iontd dovnitf spusti nervové impulzy umozriujici vnimani svétla
mozkem (obr. 9) [6,10].

—_—
RETINAL-
CH, all-trans-Retinal ISOMERASA
11-cis-Retinal HC\\
Opsin (0]

hy/ Rhodopsin
(svetelny foton)

Obrazek 11: Mechanismus vizualniho podnétu

Nedostatek vitaminu A je celosvétovym zdravotnim problémem. Castym pfiznakem
nedostatku vitaminu A u lidi je Seroslepost, zpusobena nedostate¢nou regeneraci retinalu.
Staly nedostatek vede k porucham ocniho a kozZniho epitelu a vystelky dychaciho a
zazivaciho traktu [6].

Nadmérny pfijem vitaminu A se projevuje hypervitaminézou (bolesti hlavy, prGjem, unava,
sucha pokozka, vypadavani vlasu, nechutenstvi). U téhotnych Zen muze zpUsobit poSkozeni
plodu. Pfedavkovani B-karotenem se naproti tomu neprojevuje hypervitaminozou, ale zlutym
zabarvenim moci a pokozky.

Doporucena denni davka retinolu se vyjadfuje bud v mezinarodnich jednotkach (IU-
International Units) nebo v ekvivalentech hmotnosti retinolu v mg. Mezinarodni jednotka 1U
predstavuje 0,3 g retinolu [12].

Tabulka 8: Doporucena denni davka vitaminu A

Déti do 1 roku 0,45 mg
Déti 1-6 rokU 0,40 mg
Déti do 7-18 roku 0,75 mg
Dospéli 0,8-1,0 mg
Téhotné Zeny 1,0-1,2 mg
Kojici zeny 1,2-2,0 mg

Vitamin A byl dfive izolovan z rybich olejl, od roku 1950 je vSak prakticky veskery
komer&ni vitamin A ziskavan syntézou, vychazejici z monoterpenu citralu [6].
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2.3.3 Preventivni vyznam karotenoidt ve vyzivé

2.3.3.1 Prevence rakoviny

Rada epidemiologickych studii op&tovné potvrdila, Ze bohaty pfisun karotenoidd potravou
a jejich vysoka koncentrace v krevnim séru nepfimo koreluji s celkovou umrtnosti a
vyskytem nadorovych onemocnéni. To plati zejména pro rakovinu plic a zaludku, ale i pro
rakovinu tlustého stfeva, moCového méchyfe, hrtanu, jicnu, délozniho hrdla a jiné. Pfi
podrobnéjdi analyze se vS8ak mnohé studie ukazuji jako pfinejmenSim problematické a
jednotlivé poznatky si ¢asto odporuji. Vysledky ovliviiuji rizné koncentrace rlznych
karotenoidll a také dalSi antioxidaéni a antikancerogenni latky pfitomné ve sledovanych
potravinach. Existuje tedy korelace mezi pfijmem potravin bohatych na karotenoidy, ale jesté
nebyly objasnény mechanismy kancerogennich ucinkl karotenoidd. Dukazy pro
antikancerogenni ucinek B-karotenu také chybi. Jako zvlasté problematicka se ukazala i
otazka spravného davkovani a suplementace.

2.3.3.2 Kardiovaskularni choroby

Z vysledkl epidemiologickych studii vyplyva nepfima korelace mezi pfisunem karotenoidu
z potravy a kardiovaskularnimi chorobami, a to i v kombinaci s pfisunem vitaminu E a C. Dvé
studie (evropska EURAMIC a americka LCR-CPPT) doSly ke stejnému zavéru, Zze konzum
stravy bohaté na karotenoidy sniZuje riziko srdecniho infarktu a koronarni choroby srdecni.
Vysoka hladina B-karotenu a s tim spojené snizeni morbidity vSak uz nemohlo byt naslednou
suplementaci dale pozitivné ovlivhéno.

Mechanismus preventivniho ucinku spociva v zabranovani oxidace LDL (low density
lipoprotein) cholesterolu, ktery hraje v patogenezi arteriosklerézy dulezitou roli. Tento ucinek
byl potvrzen u vitaminu E, u B-karotenu vSak jednoznacné potvrzen nebyl.

2.3.3.3 Karotenoidy a imunitni systém

Vysledky farmakologickych studii ukazaly jasny pozitivni vliv karotenoidd na imunitni
systém. Vysledky epidemiologickych studii jsou v8ak nejednotné a neuspokojivé. Napfiklad
studia suplementace f-karotenem vedly jak k pozitivnim tak k negativhim zavérim na
imunologické parametry. Naproti tomu pozitivnich vysledkt se suplementaci §-karotenem a
lykopenem bylo dosazeno v doprovodné lécbé AIDS. Pozitivni vliv karotenoidl na imunitni
systém byl potvrzen i u starych lidi, kufakl a osob vystavenych UV-zareni.

2.3.3.4 Degenerativni oéni zmény

Degenerace Zlutého téliska oéni sitnice je jednou z nejCastéjSich pficin oslepnuti ve stafi.
Zluté télisko obsahuje vysoké koncentrace luteinu a zeaxantinu, které zpGsobuiji
charakteristické zbarveni téliska. U osob ¢asto konzumujicich tmavozelenou listovou
zeleninu, jez obsahuje vyznamny podil pravé téchto karotenoidud, se sniZilo riziko stafecké
degenerace Zlutého téliska.

Riziko Sedého zakalu také snizuje vyziva bohata na antioxidanty véetné karoternoidu a na
stopové prvky. Zda se byt jednoznacné, Ze karotenoidy jsou schopny ochrafiovat proteazy
v o¢ni €oc€ce, které jsou zodpovédné za eliminaci poSkozenych bilkovin ¢ocky, a tim za jeji
optimalni funkci.
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2.3.3.5 Ochrana klze

Intenzivni sluneéni zareni mulze vést k poSkozeni klUze rGzného stupné, které pfi
opakované expozici zpUsobuje prfedCasné starnuti kize, ztratu elasticity, ¢asto i rakovinu
kGze. Pokusy za kontrolovanych podminek ukazaly, Ze suplementace [-karotenem
ochranuje kizi pfed UV-zafenim. Zarudnuti kiize bylo po expozici méné vyrazné a rovnéz
koncentrace B-karotenu v kizi byla vysSi nez u kontrolni skupiny [14].

2.3.3.6 Potreba antioxidanti pri koureni a nadmérném pozZivani alkoholu

Kufactvi a nadmérné uzivani alkoholu predstavuji mnohostranné ohrozeni zdravi
v dusledku oxidativniho stresu. Ten je zplsoben pfitomnosti reaktivnich oxidant
v cigaretovém koufi a endogenni tvorbou reaktivnich forem kysliku a dusiku odvozenych od
metabolickych drah etanolu. Proto je Zadouci pfiméfené doplfiovani stravy zejména
vitaminem C, E, A, folacinem, karotenoidy, fenolickymi latkami aj. | kdyz pivo a vino maze
plsobit jako dodate¢ny zdroj antioxidanti, nem(ze v dostate¢né mife zastoupit jiné zdroje
antioxidant(i [15] .
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2.4 Metody stanoveni karotenoid

2.4.1 Zachazeni se vzorky

Charakteristicka struktura karotenoidll se systémem konjugovanych dvojnych vazeb
souvisi s problémy, které se objevuji pfi praci a manipulaci se vzorky. Nejvétsim problémem
je citlivost karotenoid na svétlo, teplotu a pfitomnost kysliku. Také kyselé nebo zasadité
prostfedi mlze byt pfi¢inou jejich nestability. Tyto faktory mohou vést k degradaci nebo
transformaci karotenoidd, a tim ke zménam jejich zastoupeni ve vzorcich. Z tohoto diivodu je
nezbytné Fidit se opatfenimi, které témto nezadoucim zmé&nam zabrani. Mezi takova opatfeni
popsana vV literatufe patfi napfiklad pfidavek antioxidantl, vyuziti rotacni vakuové odparky
nebo odpafovani pod proudem dusiku, skladovani v temnu, pod dusikem ¢&i argonem, pfi
teploté okolo -20 °C. Pouziti antioxidantl je jednou z nejCastéjSich strategii prevence
oxidace v priibéhu extrakce, zvlasté pokud jsou vzorky saponifikovany za ucelem ziskani
volnych karotenoidl [25]. Obvykle se pouziva butylhydroxytoluen (BHT), kyselina askorbova
nebo pyrogallol [37]

2.4.2 Extrakéni metody

Pro stanoveni karotenoid(i se nepouziva jedina standardni metota extrakce, protoze
spektrum karotenoid( a vzorkl obsahujicich karotenoidy je velice Siroké [25].

Extrakéni metody pouzitelné pro rostlinné vzorky jsou vétSinou zaloZzeny na extrakci
methanolem [32] nebo smési methanolu s jinymi rozpoustédly. PouZivaji se napfiklad smési
methanol (MeOH) a tetrahydrofuran (THF) (1:1, v/v) [28,29], MeOH a chloroform [30], MeOH
a hexan [31], MeOH, aceton, ethanol (50:25:25, v/v/v) [32], MeOH, ethylacetat, benzin [34].
DalSi moznosti je extrakce smési hexan:aceton (1:1, v/v) [33], hexan:aceton:ethanol
(50:25:25, viviv) [35] nebo hexan:ethanol (1:1, v/v) [36].

Ceska technicka norma uvadi jako vhodna rozpoustédla diethylether (prosty peroxidd), di-
isopropylether, petrolether (bod varu 40°C - 60°C), n-hexan, dichlormethan,
tetrahydrofuran, toluen nebo jejich vhodnou smés [19].

Extrakéni postupy zivocisnych vzorkd, séra a plazmy jsou vice jednotné. Prvnim krokem
je obvykle srazeni proteint ethanolem a druhym krokem extrakce hexanem nebo smési
butanol:ethylacetat (1:1, v/v).

V literatufe je popsana také metoda superkritické fluidni extrakce (SFE), ktera je rychla,
selektivni a s moznosti snadné automatizace.

Karotenoidy jsou ve vzorcich obsazené pfevazné ve formé esterd mastnych kyselin,
a proto byva dalSim krokem saponifikace methanolickym, ethanolickym nebo vodnym
roztokem hydroxidu draselného (10-60 % wi/v). Podminky, za kterych saponifikace probiha,
jsou voleny s ohledem na nizkou stabilitu karotenoidud [25].
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2.4.3 Separacni metody

Prvni techniky separace karotenoidl z rostlinnych materiald v 60. letech 20. stoleti
vyuzivaly chromatografii na tenké vrstvé (TLC). V 70. a 80. letech byla Casto vyuzivana
kolonova chromatografie (open-column chromatography) a v nékolika studiich byla pouZita i
plynova chromatografie (GC) a gelova permeacni chromatografie (GPC). TLC a kolonova
chromatografie se dnes pouzivaji k precistovani a koncentrovani extrakti. Od konce 70. let
se nejpouzivanéjSi metodou separace karotenoidl z riznych materialt stava vysoce ucinna
kapalinova chromatografie (HPLC), ktera je nejpouzivanéjSi dodnes [26,27].

Daldi v souCasnosti pouzivané techniky jsou protiproudna (counter-current)
chromatografie [33], supercriticka fluidni chromatografie [31,38] a kapilarni elektroforéza [18].

2.4.4 Detekce

V literatufe se mlzeme setkat srdznymi metodami detekce karotenoidd. Mezi
nejpouzivanéjsi metody patfi UV-VIS spektroskopie, vétSinou s detektorem diodového pole
(DAD), a hmotnostni spektrometrie (MS). Pro zjiStovani struktury karotenoidi je vhodna
nuklearni magneticka rezonance (NMR), pfipadné IR spektroskopie [27]. Byla popsana i
aplikace termooptické spektrometrie (TLS) [39] a coulometricka elektrochemicka detekce
[40].

2.4.5 Vysoce uéinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Kapalinova chromatografie se vyuziva pfedevSim k separaci smési latek, které jsou
netékavé nebo Spatné tékavé a termicky labilni.

Metoda kapalinové chromatografie je znama uz od pocatku 20. stoleti. K prudkému
rozvoji vysoceucinné kapalinové chromatografie dochazi teprve od konce 60. let. Rozvoj
umoznily, vedle technického pokroku, také poznatky z plynové chromatografie, které
objasnily podstatu pochodl v koloné a jejich souvislost s u€innosti chromatografického
procesu. Vysokeé ucinnosti a rychlosti analyzy se dosahuje pouZitim kolon plnénych naplnémi
s Casticemi o celikosti 3-10 um a relativné velikym prutokem mobilni faze. To vyzaduje
pouziti vysokotlakych &erpadel a konstrukce celého systému tak, aby odolal tlakim do
30-60 MPa. K automatizaci analyzy pfispély pritokové detektory umoziuji citlivou
kontinualni detekci, automatické davkovace a pocitatové systémy.

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina. Na rozdil od plynové chromatografie
rozhoduji o separaci sloZzek vzorku nejen jejich interakce se stacionarni fazi, ale také pouzita
mobilni faze. B&hem separace se analyt rozd&luje mezi stacionarni a mobilni fazi. Cas, ktery
stravi v jedné nebo druhé fazi, zavisi na afinité analytu ke kazdé z nich. Jsou vyuzitelné
vSechny mozné mechanismy separace. Adsorpce, rozdélovani, iontova vyména, molekulové
sitovy efekt nebo specifické interakce v afinitni chromatografii.
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2.4.5.1 Charakteristické veliciny chromatografického systému

Distribuéni konstanta

Bé&hem separace se v koloné neustale vytvafi a porusuje fazova rovnovaha mezi mobilni
a stacionarni fazi. Slozka ma pfi ustaveni rovnovahy ve stacionarni fazi koncentraci cs a
v mobilni fazi cy. Pomér mezi témito koncentracemi je v idealnim pfipadé konstantni a
nazyva se distribu¢ni konstanta Kp.

(o)
K, =-5%
CM

Cim je hodnota KD vys$3i, tim je slozka vice vazana stacionarni fazi a déle zdrzovana
v koloné.

Retenc¢ni €as

Zadrzovani rozpusténé latky stacionarni fazi zplsobuje, Ze kolonou migruje mensi
rychlosti nez je primérna rychlost mobilni faze. Cas, ktery molekula slozky stravi v kolong,
se nazyva retenc¢ni Cas tz. Tato doba se déli na Cas, po ktery molekula setrvava v mobilni
fazi (mrtvy retencni €as f)) a Cas straveny ve stacionarni fazi (redukovany retencni ¢as t'r).

tr =t, +t'5

Retenéni objem
Retenéni objem Vk je objem mobilni faze potfebny k eluci sloZky:

V., =t -Fy,,
kde Fy je objemovy pratok mobilni faze.

Uginnost kolony

Uginnosti kolony charakterizujeme jeji schopnost separovat slozky smési. Roste s po&tem
teoretickych pater n. Teoretické patro je pomysina ¢ast kolony, ve které dochazi k ustaveni
rovnhovahy mezi mobilni a stacionarni fazi. PocCet teoretickych pater n lze urcit

z chromatogramu, z Sitfky piku Y.
2
t
n= 16(ij
Y
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2.4.5.2 Instrumentace

HPLC systémy obsahuji zasobniky mobilni faze, Cerpadlo mobilni faze, zafizeni pro
odplynéni mobilni faze (degazér), davkovaci zafizeni, kolonu se stacionarni fazi, termostat
kolony, detektor s pritocnou celou a vyhodnocovaci zafizeni. Zakladni uspofadani HPLC
systému ilustruje obrazek 12.

Cerpadlo davkovaci

zarizeni
fizeni sloZeni
mobilni faze
: vzorek
!
l---© &
/r ¥
s
]
smé&&ovaci -{ kolona
zafizeni :
zasobniky § vyhodnocovaci
mobilni faze zatizeni
detektor

| I TN

Obrazek 12: Zakladni uspofadani HPLC systému

Naroky na ¢éerpadlo mobilni faze jsou pfedevsim: konstantnost toku, moznost regulace
pritoku v dostateéné velkém rozsahu (0,1-10 ml/min), pracovni tlak minimalné 10 MPa.
Podle technického feSeni se rozliSuji tfi skupiny Cerpadel: pneumatické, bezpulsni (tzv.
linearni davkovace) a pulsni neboli recipro¢ni Cerpadla (membranova nebo pistova). Pulsni
tok reciproénich Cerpadel je mozné vyrovnat pouzitim dvou nebo vice Cerpacich jednotek
s fazové posunutou funkci, kombinaci hydraulického odporu a kapacity nebo elektrickou
regulaci rychlosti pohybu pistu podle zmény tlaku v chromatografickém systému. V sou€asné
dobé se témér vyhradné pouzivaji pistova €erpadla s malym objemem pistni komory. Jsou
vétSinou vybaveny 2-3 komorami, které pracuji se vzajemnym fazovym posunem. Hlavni
vyhoda téchto Cerpadel spociva v tom, Ze relativné maly vnitfni objem &erpadla umozriuje
shadnou a rychlou vyménu mobilni faze a gradientovou eluci.

Gradientova eluce se pouZziva k déleni smési, jejichz slozky se znacné lisi retencnimi
Casy pfi isokratické eluci (s konstantnim slozenim mobilni faze).

U Cerpadel s malymi vnitinimi objemy je velmi dilezité odplynéni mobilni faze pred
vstupem do Cerpadla, aby nedochazelo k uvolfiovani bublinek rozpusténych plyna v koloné
nebo v detektoru. To by mélo za nasledek snizeni a kolisani pratoku mobilni faze a narusilo
by separa¢ni proces. Rozpusténé plyny lze z mobilni faze odstranit napfiklad pfedem
v ultrazvukové lazni nebo probublavanim vysoce Ccistym héliem. Dokonalejsi je ale
kontinualni odplynéni v prato¢nych odplyfiovacich (membranové filtry).
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Davkovaci zafizeni pouzivajici techniky nastfiku injekéni stfikackou byla uz prakticky
opusténa a pouzivaji se bud manualni smyckové davkovace na principu pfepinacich ventild
nebo automatické davkovace.

Kolony pro vétSinu rutinnich analyz jsou zhotoveny z nerezové oceli. Kolony pro
analytické vyuziti jsou dlouhé zpravidla 5-30 cm, s vnitinim prdmérem 3-5 mm. BézZny pratok
eluentu je 1-2 ml za minutu. Naplfiovy material ma prdmér 3-10 um. V moderni HPLC
prevazuje aplikace v systémech s obracenymi fazemi, zvlasté na oktadecylsilikagelu (C18) a
oktylsillikagelu (C8). Pouzivaji se viak i jiné nepolarni chemicky vazané faze s alkyly o jinych
délkach (C2-C40). Nevyhodou téchto fazi je omezeny rozsah pH (jen do pH 8,5).
V systémech s normalni fazi je nejCastéji pouzivanym polarnim sorbentem silikagel, méné
Casto i oxid hlinity.

2.4.5.3 Detektory pouzivané v HPLC

Pozadovanymi vlastnostmi detektorl pro kapalinovou chromatografii jsou okamzita a
linearni koncentraéni odezva, vysoka citlivost, nizky Sum, minimalni vliv zmény teploty, tlaku,
pritoku mobilni faze a moznost pouziti gradientové eluce. SoucCasné systémy pro
kapalinovou chromatografii jsou vétSinou vybaveny optickymi nebo elektrochemickymi
detektory s prato¢nou celou.

Fotometrické a spektrofotometrické detektory jsou nejpouzivanéjsi detektory
v kapalinové chromatografii. Pracuji v ultrafialové a viditelné oblasti spektra. Mérnou
veliCinou je absorbance, jejiz zavislost na koncentraci analytu je v oblasti nizkych
koncentraci linearni. Popisuje ji Bouguer-Lambert-Beertv zakon:

A=g -l

kde A je absorbance, ¢, je molarni absorpéni koeficient [I - mol™ - cm™], I je délka absorbujici
vrstvy [cm] a ¢ koncentrace analytu [mol - I'']. Jednoduché detektory pracuiji s jednou vinovou
délkou nebo Ize volit vinové délky pomoci vyménitelnych interferencnich filtrd. Detektory,
umoznujici volit libovolnou vinovou délku, jsou vybaveny polychromatickym zdrojem zareni,
nejCastéji deuteriovou vybojkou, a monochromatorem. Moderni spektrofotometrické
detektory (DAD, resp. PDA) jsou zalozeny na sou¢asném mérfeni signalu velkého poctu
miniaturnich plosnych fotodiod. Timto typem detektoru se budu podrobnéji zabyvat v dalSi
kapitole.

Fluorimetrické a fosforimetrické detektory jsou vysoce selektivni a citlivé. Princip
detekce je zalozen na tom, Ze latky obsahujici ve své struktufe urcité funkéni skupiny
absorbuji budici ultrafialové zareni, které se z€asti vyzaii ve formé& luminiscencniho
(fluorescenéniho nebo fosforescenéniho) zareni o nizSi energii (vétsi vinové délce).

Elektrochemické detektory slouzi k detekci latek schopnych elektrochemické reakce.
Amperometrické (polarografické) detektory méfi proud vyvolany priichodem redukovatelné ¢i
oxidovatelné latky pratokovou celou, v niz jsou umistény elektrody s vlozenym pracovnim
napétim nezbytnym k uskuteCnéni elektrochemické reakce. Coulometrické detektory méri
naboj potiebny k oxidaci &i redukci celkového mnozstvi latky pfi jejim pritoku celou, coz
umoznuje dosahnout vyssi citlivosti nez u amperometrické detekce.
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Refraktometrické detektory jsou nespecifické. Poskytuji odezvu imérnou rozdilu indexu
lomu mobilni faze a eluentem vychazejicim z kolony. Hlavnim poZadavkem na pFesnou
detekci je zajisténi konstantni teploty.

Vodivostni detektory méfi elektrickou vodivost eluatu v pritokové cele mezi dvéma
elektrodami, na néz je vlozeno stfidavé napéti, aby se zabranilo jejich polarizaci.

Hmotnostni detektor ma v kapalinové chromatografii specifické postaveni jako detektor
umoziujici nejen detekci separovanych latek s vysokou citlivosti, ale pFfedevsSim jako
dominantni zplsob identifikace jednotlivych slozek.

Z dalSich méné casto pouzivanych detektorl Ize uvést detektory typu spray impact,
plamenové ionizacni detektory, detektor pracujici na principu tepelné ¢ocky, detektory
elektronového zachytu, permitivitni detektor. Komeréné dostupné jsou i detektory
schopné méfit v jedné pratokové cele nékolik veli¢in sou¢asné.

Kapalinovou chromatografii I1ze také pfimo kombinovat s jinymi technikami. Napfiklad
s MS, NMR, IC a UV-VIS spektroskopii, s jinymi chromatografickymi technikami (GC) nebo
s chemickymi reakcemi (pfedkolonova derivatizace, reakéni detektory).

[41, 42, 45, 64]

2.4.5.4 Photodiode array detector (PDA)

Detektory diodového pole monitoruji vSechny vinové délky spektra souc¢asné. Samotnym
detektorem je zde série linearné uspofadanych kifemikovych fotodiod, které méfi absorbanci
v celém vinovém rozsahu pfistroje. Vyhodou tohoto usporadani spektrofotometrického
detektoru je pfedevsim rychlost a jednoduchost analyzy a objem ziskanych dat. Standardni
PDA detektory pracuiji v ultrafialové a viditelné oblasti spektra.

Finnigan Surveyor PDA plus detektor pracuje v oblasti od 190 nm do 800 nm. Detektor se
sklada ze dvou svételnych zdroju, optickych zafizeni, fotodiodového pole a nékolika desek
s ploSnymi spoji (PCB). Na obrazku 13 je znazornén opticky systém tohoto detektoru. Jako
zdroj zafeni zde slouzi deuteriova lampa (deuterium lamp) pro detekci v UV oblasti (190-360
nm) a wolfram-halogenova lampa (tungsten-halogen lamp) pro viditelnou oblast spektra
(360-800 nm). V oblasti 300-500 nm se tyto dvé lampy prekryvaji. Tlumice (attenuators)
slouzi kregulaci intenzity zafeni. SméSova¢ paprsku (beam combiner) odrazi zareni
pfichazejici z wolfram-halogenové lampy tak, aby bylo soubé&zné a fazové shodné se
zarenim z deuteriové lampy. Kombinované zafeni je pak pomoci €ocky (focusing lens)
zaostfeno pres filtr (filter wheel) na vstupni otvor do pratocné kyvety (flow cell). Filtr ma dvé
pracovni pozice. Prvni (oteviena) pozice slouzi k normalnimu meéfeni, na druhé pozici je
zatavena kiemenna kyveta naplnéna roztokem oxidu holmia v kyseliné chloristé, ktera slouzi
pouze pfi kalibraci a ovéfeni pfesnosti pfistroje. Zafeni, které bylo zaostfené na vstupni otvor
pritocné kyvety prochazi kyvetou a je ¢aste¢né absorbovano vzorkem protékajicim kyvetou.
Zareni, které nebylo absorbovano, pokraduje do tvarovace paprski (beam shaper). Toto
zarizeni je vlastné svazek optickych vlaken. Je konstruovan tak, Ze jeho kruhovy vstupni
otvor sbira vSechno zareni proslé kyvetou. Na druhém konci je svazek uspofadan linearné,
takZze produkuje uUzky svazek zarfeni. Timto technickym feSenim se dosahuje vysSi
propustnosti zafeni nez u mechanickych &térbin, které se pouZivaji v konvenénich PDA
detektorech. Sklopné zrcadlo (folding mirror) slouzi pouze k redukci délky optickych zafizeni
a tedy k redukci velikosti celého detektoru. Zafeni dopadaijici na fixni mfizku (fixed grating) je
dispergovano a namifeno na fotodiodové pole o rozmérech 1 krat 512 fotodiod. Kazdé
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vinové délce odpovida jiny uhel difrakce. Kazda fotodioda funguje jako kondenzator.
Dopadem zafeni se fotodioda vybiji. Stupen vybiti fotodiody je Umérny mnozstvi zafeni, které
na ni dopadne. Principem detekce je tedy méfeni proudu potiebného ke znovunabiti
fotodiody. Protoze spektrum vinovych délek dopadaijici na fotodiodové pole je Siroké 611 nm
(od 190 do 800 vcetné) a dvé diody nejsou vyuzity, rozliSeni vinové délky je 611/510 = 1,2
nm. Diodové pole je snimano s frekvenci az 20 Hz. Tim, Ze je snimano soucCasné celé
spektrum, je umoznéno zobrazeni 3D chromatogramu (zavislost absorbance na ¢ase a na
vinové délce) [72,73].

Focusing Lens
Folding

Beam Combiner _ - Filter Wheel _Mirror

=\l

Deuterium Lamp | /1 ] — =
'y — I
/ r o Nl
Attenuatdrs -
T‘ ] 1x512
L Fixed Photo Diode Array
Tungsten-halogen Lamp Grating

Obrazek 13: Schema Finnigan Surveyor PDA plus detektoru
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2.4.6 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je vSestranna, rychla a citliva analyticka separacni metoda,
ktera pfevadi vzorek na ionizovanou plynnou fazi a vzniklé ionty separuje podle hodnoty
podilu jejich hmotnosti a naboje m/z [41].

Zakladnimi soucastmi hmotnostniho spektrometru jsou iontovy zdroj, hmotnostni
analyzator (separator), detektor, vakuovy systém a vyhodnocovaci zafizeni.

Do iontového zdroje se vzorek pfivadi bud v plynném stavu, nebo se vypafuje az
v iontovém zdroji. To plati pfedevSim pro malo tékavé latky. V iontovém zdroji vznikaji
z molekul vzorku ionty nevratnym odStépenim valenénich elektronu. Pfed vstupem do
analyzatorové sekce jsou ionty pomoci iontové optiky, tj. systémem elektrod nebo jinym
zpusobem, urychleny a iontovy svazek je fokusovan s co nejmensi divergenci. Po priletu
separatorem jsou ionty detekovany a pomoci pocitate zaznamenany. V oblasti od
analyzatoru po detektor je nutné udrzovat tlak na nizkych hodnotach, aby analyzované ionty
nemeénily svou energii zejména nechténymi srazkami. K tomu slouzi turbomolekularni nebo
difuzni pumpa [42,43].

2.4.6.1 lonizace

lonizaéni techniky se déli na tzv. tvrdé a mékké. NejbéznéjSim zplsobem tvrdé ionizace
je ionizace narazem elektronu (El). Interakci proudu elektrond s cilenou molekulou dochazi
k vyrazeni elektronu (pfipadné vice elektronl) z této molekuly. Vznikaji tak jednou nebo
vicenasobné nabité molekulové ionty. Pfi interakci vSak dochazi k pfenosu vétsi energie nez
je energie ionisacni, coz zpusobuje fragmentaci molekulového iontu. Vzhledem k tomu, Ze
nékteré typy analyti nejde timto zplsobem ionizovat, byly vyvinuty techniky ionizace
elektrickym polem, jiskrou, vybojem, v plazmé nebo laserem. V pfipadé malo stabilnich
analytd, kdy by pfi tvrdé ionizaci vznikaly vyhradné fragmentované ionty, a neméli bychom
tedy k dispozici udaj o skute¢né velikosti, se pouzivaji tzv. mékké ionizacni techniky.

Priklady mékkych ioniza€nich technik:

Chemicka ionizace - podstatou je pfenos energie srazkami analytu s jinymi nabitymi
¢asticemi, produkovanymi z reakéniho plynu proudem elektronl (Cl), ze slozek mobilni faze
chromatografickych nebo elektromigracnich technik za atmosferického tlaku koronovym
vybojem (APCI) nebo z vhodné termicky snadno ionizované latky (TS).

Elektrosprejova ionizace (ESI) - podstatou této metody je fakt, Zze po prichodu roztoku
silné polarizovanou kapilarou dochazi ke vzniku mikrokapi¢ek, nesoucich na svém povrchu
naboj. Pfi postupném zmenSovani kapi¢ek v disledku odpafovani rozpoustédel dojde ke
zvySeni povrchové hustoty naboje nad kritickou mez. Vtomto okamziku zpUsobi
elektrostatické odpuzovani dezintegraci kapky na mnoZstvi mensich a tento proces se
opakuje az do vzniku samotnych iontd analytu.

lonizace laserem (LDI, MALDI) - zdrojem ioniza¢ni energie je laser pracujici
v infraCervené nebo viditelné oblasti spektra a nachazi uplatnéni v analyze biopolymer.

lonizace elektrickym polem (Fl) - kionizaci dochazi plsobenim nehomogenniho
elektrického pole vytvofeného mezi hrotem pracovni elektrody a vystupni Stérbinou
iontového zdroje. Pokud je analyzovana latka nanesena pfimo na pracovni elektrodu, jedna
se 0 metodu desorpce polem (FD), kterou Ize vyuZit pfi ionizaci netékavych latek.
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lonizace rychlymi atomy (FAB) - v této metodé se k ionizaci vyuzivaji urychlené atomy
vzacnych plynu.

lonizace rychlymi ionty (SIMS) - technika obdobna jako FAB, nej¢astéji pracuje s Cs”
ionty. FAB i SIMS maji v sou€asnosti vysadni postaveni pfi analyze teplotné nestalych
netékavych latek.

VétSina ionizaénich technik produkuje pfedevSim nebo vyhradné ionty nabité kladné.
Vyznamnou vyjimku tvofi elektrosprejova ionizace a chemicka ionizace. ProtoZe dostatec¢né
stabilni zaporné nabité ionty tvofi jen omezeny okruh analytll, Ize toho snadno vyuzit pro
identifikaci latek pfi nizSich detekcnich limitech v disledku vysoké selektivity.

2.4.6.2 Hmotnostni analyzatory (separatory)

Slouzi k disperzi nebo filtraci iontd produkovanych v iontovém zdroji podle poméru
hmotnosti a naboje, popfipadé podle kinetické energie.

Obecné mohou pracovat ve dvojim modu. Prvni méd, tzv. full scan, snima hmotnostni
spektrum a je pouzivan predevSim kidentifikaci analytd. Druhy mod selektivné sleduje
intenzitu jednoho (SIM) nebo nékolika (MID) vhodné zvolenych iontovych druhd. Vyuziva se
tedy pfi sledovani zmén relativniho zastoupeni sloZek s niz§imi mezemi detekce a
stanovitelnosti v disledku vyssi selektivity.

Magneticky analyzator (B) pracuje na principu zakfiveni drahy nabité Ccastice
v magnetickém poli. Polomér zakfiveni vysledné drahy je pfimo imérny hmotnosti Castice a
jeji rychlosti a nepfimoumérny intenzité magnetického pole. Magneticky analyzator tedy
zaostfuje podle poméru hybnosti Castice k jejimu naboji. Pozadované zaostfeni podle m/z Ize
dosahnout pouze za prfedpokladu stejné kinetické energie analyzovaného svazku iontd..

Elektricky analyzator (E) umoznuje energeticky sjednotit proud iontd nezavisle na jejich
hodnotach m/z. lonty vystupuijici z iontového zdroje nemaiji stejnou kinetickou energii. Draha
iontu v homogennim magnetickém poli je zakfivovana a polomér drahy iontu je funkci jeho
kinetické energie a intenzity pole. Timto zafizenim tedy projdou pouze ionty o urcité kinetické
energii.

Kvadrupoélovy analyzator (Q) byva soucasti hmotnostnich spektrometrli vhodnych pro
’ spojeni s plynovou nebo kapalinovou
chromatografii. Je schopen délit ionty podle m/z
bez ohledu na jejich pocatecni energii.
Konstrukéné se jedna o Ctyfi tyCové elektrody
kruhového nebo hyperbolického prufezu
uspofadané v podélné ose do C&tverce. Vzdy na
dvé protilehlé dhlopficné tyCe je vkladan stejny
potencial, slozeny  ze stejnosmérné a
vysokofrekvenéni  stfidavé slozky. lonty pfi
prlichodu timto polem vykonavaiji slozité kmity. PFi
vhodné zvolené hodnoté napéti a poméru
stejposméré a  stfidavé slozky  projdou
Obrazek 13: Schema kvadrupdlu  kvadrupdlem pouze ionty o uréité hodnoté m/z.
Nevyhodou kvadrupodlu je jeho mala propustnost a

tzv. hmotnostni diskriminace se zvysujici se hmotnosti iont.
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lontova past (QIT) uzavira ionty v ohrani¢eném prostoru pomoci elektrického pole. Jedna
Vstupni kruhové elektroda se vilastné o kvadrupdl, ktery je tvofen
= hyperboloidnim prstencem misto jedné dvojice
ty¢i a dvéma hyperboidnimi ,vicky“ misto
dvojice druhé. lonty ve vnitfnim prostoru
iontové pasti jsou nuceny se pohybovat po
uzavienych kruhovych drahach. ZvySovanim
vysokofrekvenéniho napéti se jednotlivé
iontové druhy podle m/z dostavaji na nestabilni
trajektorie a opusti iontovou past smérem do
detektoru.

{ Prstencova elektroda

- stupni kruhova elektroda
Obrazek 13: Schema iontové pasti

Priletovy analyzator (TOF) je nejjednodussim analyzatorem. lonty s odliSnym m/z maji
pfi stejné kinetické energii rozdilnou rychlost. K ¢asovému rozdéleni iontd podle m/z dochazi
na zaklade jejich odliSné doby letu z iontového zdroje do detektoru.

lontova cyklotronova rezonance (ICR) pracuje s vysokym rozliSenim, ale kvuli své
naroc¢nosti na prostor a finance je jeho pouziti omezeno pouze na Spickova pracovisté.
V homogennim magnetickém poli se iont pohybuje po Sroubovici, jejimz pramétem do roviny
kolmé na smér pole je kruznice o ur€itém poloméru. Plsobi-li kolmo na smér magnetické
indukce jesté vysokofrekvencni pole, pak pfi ur€ité frekvenci, ktera se oznacuje jako
cyklotronova rezonanéni frekvence, nastane rezonance. lonty jsou timto rezonanénim polem
urychlovany a nabyvaji rostouci energie. Vysokofrekvenéni oscilator je konstruovan tak, Ze
absorpce energie a zména impedance se projevi vyraznou zménou vysokofrekvenéniho
signalu. Spojitou zménou magnetického pole pfi konstantni frekvenci Ize zaznamenavat
pritomnost jednotlivych iontd. lontovy zdroj je v tomto pfipadé upraven tak, Ze na vznikajici
ionty plsobi navzajem kolmé magnetické a elektrické pole, takze ionty jsou ze zdroje
vytlacovany po cykloidalnich drahach.

Sektorové analyzatory s dvojtou fokusaci (HRMS) jsou do série zapojené magnetické
a elektrické analyzatory v geometrii E-B nebo B-E. E zaostfi ionty podle jejich kinetické
energie a B podle poméru hmotnosti a naboje (viz vyse). Pfi pouziti HRMS v SIM mddu Ize
dosahovat nékolikanasobného sniZzeni mezi detekce souCasné s mimofadné vysokou
selektivitou.

2.4.6.3 Detektory

Detektory prevadi proud dopadajicich iontd na proud elektrond. Typy pouzivanych
detektorl souvisi s celkovou konstrukci zafizeni.

Faradayova cela (Faraday cup) je nejCastéji pouzivany detektor. Je tvofen konverzni
elektrodou (dynodou) miskovitého tvaru, jejiz povrch je pokryt BeO nebo GaP. Dopad iontu
zpusobi vyrazeni elektronu z povrchu. Elektron dopada na anodu a vznikly elektricky proud
je zesilen zesilovaéem. Sum zesilovae omezuije citlivost detektoru.

Elektronové nasobiée zesiluji elektronovy proud 10* - 10® krat. Vétsina elektronovych
nasobicl se konstruuje jako zuzujici se trubice, do jejiz SirSi ¢asti dopadaiji ionty. Potencial
tohoto konce je negativni (-3kV) a postupné klesa k nule smérem k tzkému konci, ktery je
uzemnén. lon vyrazi elektron, ktery dopada na misto s méné negativnim potencialem a
vyrazi dalsi elektrony. DalSimi narazy elektronl se signal zvétSuje a je veden do zesilovace.
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Detektor z konverzni dynodou a fotonasobiéem méni v konverzni elektrodé naraz
iontu na vyrazeny elektron. Ten dopada na fosforescencni stinitko a vyrazi foton, ktery je
zachycen fotonasobic¢em.

U TOF jsou vyuzivany magnetické nasobice, u ICR je pfitomnost iontld detekovana
zmeénou elektrickych vlastnosti systému v rezonanci [41,42,44].

2.4.6.4 Hmotnostni spektrometr finnigan LCQ Advantage MAX

lontovy zdroj lon Max APl umoziiuje vyménu sondy (Probe), a mlize tak pracovat v
modu APCI nebo ESI. Mlze generovat kladné nebo zaporné ionty.

ESI je tzv. mékka ionizacni technika a je velice uziteCna pfi analyze polarnich molekul
s molekulovou hmotnosti vétSi nez 100 000. Pouziva se pfevazné na analyzu biologickych
polymert (napf. proteiny, peptidy, nukleotidy, glykoproteiny), IéCiv a jejich metaboliti a
pramyslovych polymer(. (Proces elektrosprayové ionizace byl popsan v kapitole 2.4.6.1).

APCI je také mékka ionizacni technika i kdyz ne tak mékka jako ESI. Je pouzitelna
k analyze méné polarnich latek s molekulovou hmotnosti do 1 500. Mechanismus tohoto
zpUsobu ionizace ilustruje obrazek 16. PFi prichodu tryskou (APCI Nozzle) se roztok vzorku
za pomoci proudu dusiku rozprasuje do vaporizéru, kde se odpafuje rozpoustédlo. Na jehlu
(Corona discharge needle) je vlozen vysoky potencial. Vytvafi se koronovy vyboj, ktery
prostfednictvim série chemickych reakci s rozpoustédlem a dusikem formuje ionty analytu.
Typickeé pfiklady reakci v pozitivnim modu jsou:

Tvorba primarnich iontd: € + Ny — Ny's + 2 ¢

Tvorba sekundarni iontd: N,™ + H,O — N, + H,O"
H20+' + Hzo — H30+ HO-

Pfenos protonu: HsO" M — (M+H)" + H,0

lonty jsou nasavany do vyhtivané kapilary (lon transfer capillary), ktera je transportuje do
iontové optiky.
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Obrazek 16: Mechanismus chemické ionizace za atmosferického tlaku (APCI)
v pozitivnim mddu [46]

lontova optika se sklada ze dvou oktapdll, které usmériuji a zaostfuji tok iontl
prichazejicich z iontového zdroje. PlUsobi také jako pfechod z oblasti s atmosferickym tlakem
do oblasti vysokého vakua.

Hmotnostnim analyzatorem je zde iontova past a detektorem Faradayova cela.

Takovéto usporadani umozriuje dva mody méreni:
MS scan zahrnuje méfeni pouze tzv. rodiovskych iontl, tedy bez pouziti fragmentace.
Zahrnuje tyto typy snimani: single-stage full scan a selected ion monitoring a zoom scan.

MS" scan probiha ve dvou nebo vice fazich, pfi kterych jsou rodi¢ovské ionty
fragmentovany.

Typy snimani:
Full scan zahrnuje dvé rizné techniky: Single-stage full scan a Two-Stage full scan.
Single-stage full scan ma jen jednu fazi hmotnostni analyzy. lonty produkuvané iontovym
zdrojem jsou analyzovany a poskytuji plné hmotnostni spektrum. Tohoto typu se vyuziva
predevsim k identifikaci neznamych slou€enin nebo k identifikaci znamé slou€eniny ve smési
neznamych.
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Two-Stage full scan pracuje v MS? médu, ma tedy dvé faze analyzy. V prvni fazi jsou
v analyzatoru zadrzeny jen vybrané ionty. Tyto ionty jsou excitovany kolizi s plynem, coz
zpusobi fragmentaci iont(. V druhé fazi se analyzuje plné spektrum produktll fragmentace.
Tato technika je vhodna pro zjiSténi specifickych produktt fragmentace analytu pfed
pouzitim SRM (viz nize).

Selected ion monitoring umoznuje vybrat pouze jednu nebo nékolik m/z. Pouziva se pfi
méfeni znamého analytu a mize poskytovat nizZsi detekéni limity nez Full scan.

Selected reaction monitoring (SRM) je velice podobna technika jako Two stage full
scan stim rozdilem, Zze ve druhé fazi jsou analyzovany pouze vybrané produkty
fragmentace. SRM je vhodna pro rutinni rychlou analyzu stopového mnozstvi analytl ve
smeésich.

Data-dependent neutral loss MS" dovoluje vybér a fragmentaci jen téch iontl, které
projevily nami specifikovanou ztratu hmotnosti. Tento experiment mize byt napfiklad vyuzit
ke zjiStovani, které aminokyseliny v polypeptidu byly fosforylovany. V prvni fazi je
vyselektovan iont polypeptidu. Ve druhé fazi dochazi k fragmentaci peptidovych iont
vedouci k odstépeni fosfatovych skupin. Detektor identifikuje ionty produktd, které
predstavuji ubytek hmotnosti o jeden nebo vice fosfatovych skupin a vyselektuje je. V treti
fazi jsou tyto ionty fragmentovany a poskytnou zbytky aminokyselin. Ty jsou analyzovany
pomoci full scan. To umozni identifikaci defosforilovanych aminokyselin.

Zoom scan umozfiuje snimani s vysokym rozliSenim, které dovoluje urcit naboj a

hmotnost iontu. Da se vyuzit v pfipadé, kdy uréeni hmotnosti z hodnoty m/z je obtizné,
protoze naboj muze byt neznamy [47].
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2.5 Stanoveni karotenoidu v rostlinnych materialech metodou HPLC

V dalSich odstavcich je uveden souhrn publikovanych udaja, tykajicich se stanoveni
karotenoid(l v rostlinnych materialech metodami HPLC/UV-VIS a HPLC/MS se zaméfenim
na p-karoten a lutein.

Autofi Panfili, Fratiani a Irano [65] stanovovali obsah karotenoidl v riznych obilovinach
vcetné jeCmene. Vzorky byly zmydelnény za pouZiti hydroxidu draselného, s pfidavkem
pyrogallolu jako antioxidantu. Autofi zkoumali rizné zplUsoby extrakce. Pouzivali smési
n-hexan/ethylacetat (9:1), n—butylalkohol, petroleum ether a methanol/chloroform (1:1). Poté
odpafili rozpoudtédlo =z organické faze a vysuSeny vzorek rozpustili ve smési
isopropylalkohol/n-hexan (10:90). Pro stanoveni HPLC byla jako mobilni faze pouzita smés
isopropylalkohol/n-hexan (5:95), kolona Kromasil Phenomenex, s naplni silikagel, 5um.
Nejvétsi podil karotenoidu tvofil lutein a zeaxantin. Tyto dva majoritni karotenoidy
nasledovala smés a+f karotenu. ProtoZze autofi k separaci pouzili normalni fazi, aa
p-Karoten se jim nepodafilo rozdélit.

Obsahem antioxidantl a antioxidacni aktivitou jeémenného a sladového extraktu se
zabyvali Goupy a kol. [50]. Stanovovali prfedevSim obsah fenolickych latek, ale také
tokoferoltl a karotenoidl. Pro extrakci karotenoidl pouzili petrolether. Separaci karotenoidu
provedli na dvou sériové zapojenych kolonach Alltima 5u (C18) s mobilni fazi
methanol/acetonitril/dichlomethan a s gradientovou eluci, detekci detektorem diodového pole
pfi 450 nm. Autofi v extraktu identifikovali lutein a zeaxantin, pfi¢emz lutein byl dominantni
sloZzkou a predstavoval okolo 90% celkovych karotenoid(.

Juhler a Cox [56] optimalizovali metodu separace luteinu a zeaxantinu z listd Spenatu a
je€mene. K separaci autofi vyuzili kolonu C18, gradientovou eluci a mobilni fazi THF/voda.
Autofi zvolili spektrofotometrickou detekci pfi 450 nm.

Olives a kol. [35] optimalizovali HPLC metodu na stanoveni lykopenu a f-karotenu ve
vybranych vzorcich zeleniny. Extrakci provedli smési hexan/aceton/ethanol (50:25:25) a po
odpafeni rozpoustédla vzorek prevedli do smési THF/acetonitril/methanol (15:30:55).
KHPLC analyze pouzili kolonu C18 a, mobilni fazi methanol/acetonitrii (90:10) a
spektrofotometricky detektor s vinovou délkou detekce 475 nm.

Craft, Wise a Soares [55] optimalizovali metodu stanoveni karotenoidl na koloné C18
s mobilni fazi methanol/THF (95:5) a s detekéni vinovou délkou 445 nm.

Optimalizaci metody HPLC/MS/MS pro stanoveni fkarotenu, fkryptoxantinu, luteinu a
zeaxantinu v rostlinnych materialech se zabyvali Hao a kol. [32]. K extrakci pouZili podle typu
rostlinného vzorku hexan nebo smés methanolu a THF (1:1). VyuZili gradientové eluce s
mobilni fazi hexanu a 1 % isopropanolu v ethylacetatu.

Higeaki Takagi [48] se zabyval stanovenim karotenoidl v zelenych listech 14 riznych

rostlin. Zjistil, Ze nejvétsi podil karotenoidt ve vSech zkoumanych rostlinach zaujima lutein a
Skaroten. Takagi pouZzil metodu HPLC-UV/VIS.

40



Karotenoidy v listové zeleniné zkoumali také Lakshminarayana a kol. [54]. Metodou
HPLC/DAD s pouzitim kolony C18 a smési acetonitril/methanol dichlormethan (60:20:20)
stanovili mnozstvi luteinu, f-karotenu, violaxantinu, neoxantinu a zeaxantinu. NejvySsi podil
karotenoidil v této zelening zaujimal lutein (7,7-9,2 mg kg' susiny) a pkaroten
(3,6-4,4 mg kg™ susiny).

Zastoupenim karotenoidu v listech kopfivy dvoudomé v riznych rdstovych fazich se
zabyvali Guerrero, Fuentes a Isasa [49]. Pouzili saponifikaci hydroxidem sodnym a extrakci
smési acetonu, dietheru a vody. Jako mobilni fazi pouzili MTBE/methanol (50:50) a kolonu
C30, ktera umoznila rozlisit i izomery jednotlivych karotenoidd. Analyzu provedli metodou
HPLC-MS. Zjistili, Ze dominantni zastoupeni ve vSech rustovych fazich maji izomery luteinu
a fkarotenu.

Karotenoidy v listech husenicku rolniho metodou HPLC/MS stanovoval Taylor a kol. [51].
K extrakci autofi pouzili chloroform, k separaci karotenoidl autofi vyuzili kolonu C30 a
gradientovy program mobilni faze MTBE/methanol a k detekci hmotnostni detektor
s chemickou ionizaci za atmosferického tlaku (APCI) v negativnim modu.

Liu a kol. [562] stanovili karotenoidy v listech tabaku za pomoci extrakce acetonem a
gradientové eluce methanol/isopropylalkohol (1:1) na koloné C18. Identifikovali lutein,
Skaroten, neoxantin a violaxantin.

Frenich a kol. [53] pouzili ke stanoveni karotenoidl v ovoci a zeleniné metodu
HPLC/APCI/MS. Extrakce byla provedena smési methanol/THF (1:1), separace s pouzitim
systému dvou kolon C18 s mobilni fazi methanol/THF/acetonitril (60:30:10).

Metodu HPLC/APCI/MS pouzili také Lacker, Strohschein a Albert ke stanoveni

astaxantinu, canthaxantinu, zeaxantinu, echinenonu a p-karotenu. Separaci provedli na
koloné C30 s mobilni fazi methanol/MTBE.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristrojové vybaveni a chemikalie

3.1.1 Kapalinovy chromatograf s detektorem diodového pole a hmotnostnim
spektrometrem

gradientova pistova pumpa s degazérem Finnigan Surveyor LC Pump Plus, Thermo
electron corporation (San Jose, USA)

autosampler s kolonovou skfini a termostatem Finnigan Surveyor Autosampler Plus,
Thermo electron corporation (San Jose, USA)

detektor diodového pole Finnigan Surveyor PDA Plus Detector, Thermo electron
corporation (San Jose, USA)

zasobni lahve 1 |

hmotnostni spektrometr Finnigan LCQ Advantage MAX s turbomolekularni pumpou,
Thermo electron corporation (San Jose, USA)

sbérnice dat AT-FS705L, Allied Telesyn®

pocita€ DELL

software Xcalibur 1.3

Obrazek 17: Fotografie chromatografického systému

A - gradientova pumpa s degazérem, B - autosampler s kolonovou skfini, C - detektor
diodového pole, D - zasobni lahve, E - hmotnostni spektrometr
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3.1.2 Ostatni vybaveni

Analytické vahy PG503-S DeltaRange®, Mettler Toledo
Susarna VENTICELL, Brnénska medicinska technika a.s.
Vakuova odparka BUCHI Rotavapor R-114

Mlynek Moulinex

Mikropipety FINNPIPETTE®, Thermo electron corporation
Lednice s mrazakem

Ultrazvuk, Tesla

Bézné laboratorni sklo

3.1.3 Pouzité chemikalie

methanol, for HPLC, chromapur GG, Chromservis s.r.o. , Praha
tert.-Buthyl methyl ether CHROMASOLV®, for HPLC, Némecko
acetonitriil CHROMASOLV®, for HPLC, gradient grade, USA
tetrahydrofuran for HPLC, chromapur G, Chromservis s.r.o. , Praha
diethylether &isty, nestabilizovany, Chromservis s.r.0. , Praha
ethanol

hydroxid draselny

bezvody siran sodny, J.T. BAKER, Holandsko

kyselina askorbova, vitar s.r.o. Zlin

destilovana voda, VUPS

dusik

3.1.4 Standardy

Pkaroten, Sigma-Aldrich

smés a-karotenu a S-karotenu, Sigma-Aldrich
Lutein, Sigma-Aldrich

Lycopen, Sigma-Aldrich

Astaxantin, Sigma-Aldrich
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3.2 Optimalizace chromatografické metody

Jednim z UkolU praktické casti této prace bylo ovéfeni literarnich udaju o podminkach
metody HPLC a stanoveni optimalniho postupu méfeni obsahu p-karotenu v zrnu je€mene.

Pro déleni smési latek byla zvolena kolona ODS Hypersil 250x4,6 mm (C18) 5p.
Z literatury pak byly vybrany vhodné roztoky, slouzici jako mobilni faze. Ug&innost déleni
smési karotenoidll byla vyzkouSena za ruznych podminek méfeni. Jako mobilni faze byly
pouzity smési acetonitril/methanol, THF/methanol, MTBE/methanol, acetonitril/THF/methanol
a acetonitril/MTBE/methanol. Podminky mérfeni, kdy byl ménén pomér slozek ve fazi, pratok
a teplota kolony, shrnuje tabulka 9.

Tabulka 9: Prehled provadénych zkouSek mobilnich fazi

Mobilni faze Pomér slozek | Pratok (ml-m™) Teplota (°C)
CH5CN/MeOH 85:15 1 15| 2 |25[30|35]/40]45]|50]60
5:95 1 [15] 2 | 25 | 30 | 35 | 45
10:90 1 2 25 35
THF/MeOH 585 5 35
20:80 1 | 2 25 35
10:90 1 [15] 2 25 35
MTBE/MeOH 20:80 1 [15] 2 25 35
30:70 2 35
CH3CN/MeOH/THF 80:10:10 1,5 25
CH3CN/MeOH/THF 80:10:10 1,5 25

3.3 Validace metody

Byla provedena validace metody vrozsahu stanoveni validacnich parametrd
opakovatelnost, rozSifena nejistota méfeni, mez detekce a mez stanovitelnosti. K vypoctu
valida¢nich parametrd byl pouzit program Effivalidation.
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3.4 Stanoveni f-karotenu v zrnu jeémene a ve sladu

3.4.1 Kalibrace
Kalibrace byla provedena metodou vnéjsiho standardu.

Smés standardnich roztoku p-karotenu a luteinu byla pfipravena rozpusténim jednotlivych
standardl v mobilni fazi (za pomoci ultrazvuku) a nafedénim na zvolené koncentrace.
Koncentrace byly voleny s ohledem na obsah stanovovanych latek ve vzorcich.

Pro Bkaroten byly zvoleny koncentrace 0,08 mg:™", 0,16 mg-", 0,4 mg", 0,8 mg”,
1,6 mg1”", 4 mg-I", 8 mg-I"a 16 mg-I".

Pro lutein to byly koncentrace 0,01 mg:"", 0,02 mg:I", 0,05 mgI", 0,1 mg", 0,2 mg-I",
0,5mg-", 1 mgl", 2 mg"a 5 mg-™.

Kalibraéni kfivka byla sestrojena jako zavislost plochy pfisluSnych pikd na koncentraci
jednotlivych standardu.

3.4.2 Priprava vzorku.

Vzorky byly zmraZzeny tekutym dusikem a rozemlety v mlynku. Zmrazenim ziskaly
kfehkost a také bylo zabranéno prehrati vzorku pfi mleti, coz by mohlo zplsobit oxidaci
karotenoidu.

U vSech vzorkll byla stanovena také suSina gravimetrickou metodou. Su$eni vzorkul
probihalo pfi teploté 105 °C.

3.4.3 Metoda extrakce

Bylo testovano nékolik zplsobl extrakce tetrahydrofuranem a diethyletherem. Jako
nejlépe vyhovuijici se projevila extrakce diethyletherem s pfedchazejicim zmydelnénim podle
metody, vyvinuté na pracovisti VUPS.

3.4.3.1 Metoda zmydelnéni a extrakce podle VUPS

Ke 2 g vzorku a cca 1 mg kyseliny askorbové bylo pfidano 50 ml ethanolu a 10 ml
50% KOH. Smés byla ponechana v temnu a v dusikové atmosfére cca 15 hodin.

Poté byl zmydelnény vzorek kvantitativné pfelit do délici nalevky a bylo pfidano cca
100 ml destilované vody. Extrakce byla provadéna 3krat 50 ml diethyletheru. Spojené
etherové faze byly promyty vodou az do neutralni reakce. Promyta etherova faze byla
vysuSena bezvodym siranem sodnym a rozpous$tédlo odpafeno na vakuové odparce pfi
teploté 45 °C. Suchy vzorek byl rozpustén v definovaném mnozstvi mobilni faze.

Poté byly vzorky nastfiknuty do chromatografického systému nebo umistény do mraziciho
boxu a v nejbliZz§i mozné dobé stanoveny.

3.4.4 Vybér vzorku jeémene a sladu

Obsah karotenoidl byl stanovovan v nékolika odridoveé &istych vzorcich jarniho jeémene
ze sklizné 2006 (viz tabulka 10). Vzorky byly ziskany ze ¢tyf lokalit. Navic kazda z odrad byla
vypéstovana dvéma rlznymi zplsoby. Na &ast vzorkl byly béhem vegetace aplikovany
pesticidy a mineralni hnojiva (50 kg/ha N, 55 kg/ha P,Os a 55 kg/ha K,0) — v kapitole 4.4
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jsou tyto vzorky oznaleny jako oSetfené. Vzorky oznaCené jako neoSetfené byly
vypéstovany bez pouziti pesticidi a mineralnich hnojiv. Vzorky sladu byly pfipraveny
sladovanim odpovidajicich vzorkd jeCmene.

Tabulka 10: Pfehled odrud a lokalit pouzitych vzorkd je€mene a sladu

lokalita odruda lokalita odruda
Bojos Bojos
Jersey Jersey
Hrubdice Malz Lednice Malz
Prestige Prestige
Sebastian Sebastian
Tolar Tolar
Bojos Bojos
Jersey Jersey
Brani$ovice Malz Krasné Udoli Malz
radegast radegast
Sebastian Sebastian
Tolar Tolar

3.5 Stanoveni p-karotenu v zeleném jeémeni

Priprava vzork(, metoda extrakce i kalibrace byly provedeny stejné jako u vzork( zrna
je€mene a sladu.

3.5.1 Vybér vzorku zeleného jeémene

Pro stanoveni obsahu karotenoidd v zeleném jeCmeni byly pouzity vzorky zeleného
je€mene ze sklizné 2006, které byly skladovany v zmrazeném stavu pfi teploté —18 °C.
Vzorky pochazely ze Skolni farmy Mendelovy zemé&délské a lesnické univerzity v Zabgicich.
K dispozici byly odridové Cisté vzorky Malz, Sebastian a zkuSebni odrida KM 1910.
VSechny vzorky byly odebirany ve dvou fazich ristu, oznaéené jako 1. odbér a 2. odbér.
1. odbér byl proveden v ristové fazi DC 29 (konec odnozovani), 2. odbér v rlistové fazi
DC 31 (prvni kolénko na hlavnim stéble je hmatatelné).

Dale byl stanoven obsah karotenoidl ve vzorcich zeleného jeémene ze sklizné 2007,
pochéazejici ze Skolni farmy Mendelovy zemé&dé&lské a lesnické univerzity v Zabgicich a ze
Zemeédélského vyskumného Ustavu Kroméfiz. Byly to odradoveé Cisté vzorky Malz, Sebastian
a zkusebni odrida KM 1910, vzdy 1. a 2. odbér. Odebirani vzorkd probéhlo ve stejnych

fazich ristu jako u zeleného jeEmene ze sklizné 2006.

Pro srovnani byl obsah karotenoid(i stanoven také ve vzorcich zeleného je€mene, ktery
byl ziskan z modelového pokusu na VUPS. Nakligeny jeémen byl rovhomé&rné rozprostien na
cca 5 cm silnou vrstvu zeminy pro pokojové rostliny, prekryt dalsi vrstvou zeminy (cca 1 cm)
a jemné zdusan. Timto zplsobem zasety je€men byl umistén na svétlé misto. Rust probihal
pfi pokojové teploté a s pravidelnou zalivkou. Sklizeri probéhla ve fazi rastu DC 31 (prvni
kolénko na hlavnim stéble je hmatatelné). Pro tento pokus byly pouzity odriidy Bojos, Jersey,
Sebastian a Tolar.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Pro stanoveni p-karotenu v je€meni byla pouzita metoda HPLC/DAD/MS. Kvantitativni
stanoveni p—karotenu bylo provedeno v systému HPLC/DAD. Hmotnostni detektor byl vyuzit
pro identifikaci analyta.

Rizeni analyz a vyhodnoceni dat bylo provedeno pomoci programu Xcalibur 1.3.

4.1 Optimalizace chromatografické metody

Jako ucinna kolona ke stanoveni f~karotenu byla zvolena kolona ODS Hypersil s velikosti
¢astic 5um. Stacionarni fazi je v tomto pfipadé oktadecylsilikagel (C18). To znamena, Ze
separace probihala na reverzni fazi (stacionarni faze je nepolarni, mobilni faze polarni).
Nepolarni latky (jako jsou pkaroten, a-karoten, lykopen) v koloné setrvavaji delSi dobu a
dochazi k jejich lepSimu rozdéleni. Naopak polarni xantofyly maji kratSi retencni asy.

Vliv mobilni faze na retencni €as f-karotenu pfi stejném pratoku a teploté kolony ukazuje
tabulka 11.

Tabulka 11: Vliv vybranych mobilnich fazi na retencni ¢as f-karotenu

mobilni faze retenéni éas f-karotenu
CH;CN/MeOH 85:15 25,4
THF/MeOH 5:95 12,9
MTBE/MeOH 20:80 10,2
CH;CN/MeOH/THF 80:10:10 15,7
CH3;CN/MeOH/THF 80:10:10 16,0

Jako nejvice vyhovujici mobilni faze z hlediska U¢innosti separace i doby analyzy se jevila
smés MTBE a methanolu, a proto se dalSi zkousky tykaly pouze této mobilni faze.

DalSim zkoumanym parametrem byl pomér slozek mobilni faze. Tabulka 12 ukazuje, ze
nejvétsi odezvu méla mobilni faze o slozeni MTBE/MeOH 20:80.

Tabulka 12: Zavislost velikosti plochy piku na slozeni mobilni faze MTBE/MeOH

slozeni mobilni faze relativni plocha piku
(MTBE/MeOH)
10:90 90,1 %
20:80 100 %
30:70 94,5 %

Pritok mobilni faze 1ml-min” byl zvolen z diivodu nejvy$si odezvy (viz tabulka 13) a
zaroveri pfijatelné doby analyzy. Nastaveni pratoku 1ml-min™" bylo také vhodné pro sou¢asné
pouziti obou detektoru.

Tabulka 13: Zavislost velikosti plochy piku na pritoku mobilni faze MTBE/MeOH 20:80

pratok mobilni faze relativni plocha piku
1 ml'min” 100 %
1,5 ml-min™ 69,6 %
2 ml-min” 55,5 %
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Teplota kolony 25 °C byla zvolena s ohledem na nizkou tepelnou stabilitu karotenoida.

Podle spektralniho profilu standardu f-karotenu byly optimalizovany také podminky
méfeni DAD detektoru. Kvantifikace namérenych dat probihala pfi vinové délce 450 nm, coz
je absorb&ni maximum S-karotenu. Byla také provedena kalibrace MS detektoru a ladéni na
p—karoten s APCI sondou iontového zdroje.

Tato jednoducha metoda umoznila dostateéné rozlieni jednotlivych sloZzek smési v Case
15 minut.

V néasledujicich tabulkach (tabulky 14 a 15) jsou shrnuty optimalni podminky
chromatografické analyzy, které byly zvoleny na zakladé provedenych zkousSek.

Tabulka 14: Chromatograficka metoda

kolona ODS Hypersil 250x4,6 mm 5u
mobilni faze MTBE:methanol, 20:80
priitok mobilni faze 1ml-min’’

nastfik vzorku 20 pl

spektrofotometricka detekce 450 nm

teplota 25°C

doba analyzy 15 min

Tabulka 15: Nastaveni hmotnostniho detektoru

iontovy zdroj APCI

maod iontu pozitivni

typ skenovani single-stage full scan
doba analyzy 15 min

V pokusnych vzorcich bylo identifikovano kromé& p-karotenu také vyznamné mnozstvi
dalSich karotenoidd. Vzhledem k omezenému mnozstvi dostupnych standardd neni jejich
identifikace zcela jednoznacna. Pfesto je jejich stanoveni do prace zahrnuto, nebot
poskytuje UplIné&jsi obraz o celkovém obsahu karotenoidu v je€meni a muze byt zakladem pro
dalSi obdobné vyzkumy.

Karotenoid s nejvy$8im obsahem v je€meni byl identifikovan jako lutein. Identifikace je
zalozena na retenénim Case a spektralni charakteristice standardu luteinu. Vzhledem ke
stejné molekulové hmotnosti a podobnému UV-VIS spekiru dalSiho karotenoidu zeaxantinu,
jehoz standard nebyl k dispozici, nelze identifikaci povazovat za jednoznacnou a neni
prokazano, ze pfislusny pik vyjadfuje koncentraci luteinu bez dalSich pfimési. Protoze tato
prace byla zaméfena na stanoveni p-karotenu, nebyl kladen diraz na detailni separace
dalSich karotenoidu a pfislusny pik je dale oznaCovan jako lutein. Ve vzorcich bylo také
pfitomno vyznamné mnozstvi dalSiho karotenoidu, ktery je dale oznaCovan jako neznamy
karotenoid.
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Rozdilné retencni Casy umoznily rozliSit a-karoten a lykopen, jejichz molekulova hmotnost
je stejna jako molekulova hmotnost f-karotenu a nemohly tak byt rozliSeny hmotnostnim
detektorem. Dale byl zjistén retenéni ¢as asthaxantinu, jehoz standard byl také k dispozici.
Pfehled reten¢nich ¢asl a hodnot m/z vybranych karotenoidl je uveden v tabulce 16.

Tabulka 16: Reten¢ni ¢asy a m/z vybranych karotenoidu

karotenoid retencni ¢as m/z
Skaroten 10,2 537
a-karoten 9,7 537

lykopen 8,4 537

lutein 3,2 568
asthaxantin 3,5 596
neznamy karotenoid 3,0 583

UV-VIS spektra a hmotnostni spektra vybranych karotenoid(l jsou uvedeny v kapitole 9.

4.2 Validace metody

V ramci validace metody byly ovéfeny nasledujici validaéni parametry - opakovatelnost,
rozSifena nejistota méfeni, mez detekce a mez stanovitelnosti. Vysledky byly ziskany z 15
nezavislych méfeni identického vzorku a k vypoctu validaénich parametrt byl pouzit program
Effivalidation. Ciselné vyjadieni validaénich parametrti je uvedeno v tabulce 17.

Opakovatelnost analytické metody je definovana jako tésnost shody mezi navzajem
nezavislymy vysledky zkousek. Tyto vysledky byly ziskany opakovanym méfenim
identického materialu, pouzitim téze zkuSebni metody, tychz pfistroju a zafizeni, v téze
laboratofi, tymz pracovnikem, béhem tfimésic¢niho ¢asového intervalu.

Nejistota vysledku méfeni pfedstavuje interval, ve kterém se nachazi s deklarovanou
mirou pravdé&podobnosti skutedny vysledek méfeni. Ciselna hodnota standardni nejistoty je
vyjadifena jako smérodatna odchylka. RozSifena standardni nejistota méfeni je soucin
standardni nejistoty a faktoru rozsifeni (k). Obvykle se pouziva hodnota k=2, coz odpovida
pfiblizné 95 % intervalu spolehlivosti pro normalni rozdéleni.

Mez detekce se obvykle definuje jako koncentrace latky, jejiz odezva je trojnasobna
k velikosti Sumu. Je to tedy koncentrace, kterou detektor prokazatelné zaznamena.

Mez stanovitelnosti se definuje jako koncentrace latky, jejiz odezva je desetinasobna
k velikosti Sumu.

Tabulka 17: Validaéni parametry

validaéni parametr jednotka [F-karoten lutein
pocet méfeni 15 15
primérna hodnota mg-l” 0,133 2,666
opakovatelnost mg-I” 0,010 0,099
relativni opakovatelnost % 7,83 3,73
roz8ifena standardni nejistota mg-I'1 0,021 0,199
relativni rozSifena nejistota % 15,66 7,47
mez detekce mg-I” 0,016 0,009
mez stanovitelnosti mg-I” 0,053 0,030
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4.3 Kalibracni krivka

Koncentrace jednotivych standardu pkarotenu a luteinu byly voleny tak, aby nedochazelo
k vyraznym rozdilim v odezvé na DAD detektoru pfi dané vinové délce (450 nm) a

s ohledem na obsah stanovovanych latek ve vzorcich.

Standardni roztoky byly vzhledem k nestabilité karotenoid(l pfipravovany vzdy Cerstvé pro
kazdou sérii méfeni.
VSechny pouZité kalibracni kfivky vykazovaly v daném rozmezi koncentraci linearni

zavislost plochy piku na koncentraci. Obrazky 18 a 19 ukazuji pfiklad kalibraéni kfivky pro
p—karoten a pro lutein.
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Obrazek 18: Kalibracni kfivka fkarotenu

Rovnice regrese: y = 186 222 x - 5716,3
Hodnota spolehlivosti R: R? = 0,9998
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Obrazek 19: Kalibradéni kfivka luteinu

Rovnice regrese: y = 106 169 x +233,6
Hodnota spolehlivosti R: R? = 0,9997
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4.4 Stanoveni f-karotenu v zrnu jeémene a ve sladu

Do kvantitativniho stanoveni fkarotenu bylo zahrnuto sedm odrud ze ¢tyf riznych lokalit
(viz kapitola 3.4.4.). V je€meni byl identifikovan p-karoten a lutein. Jak je jiz uvedeno
v kapitole 4.1, lutein mUze obsahovat také pfimés jinych, za podminek analyzy tézko
oddélitelnych karotenoid(.

Obsah pkarotenu a luteinu z jednotlivych lokalit uvadi tabulky 18 az 21. Pro vétsi
prehlednost jsou usporadany do grafii (obrazky 20 az 28). Vysledky jsou uvedeny v mg-kg™
suSiny. Obsah vody ve vzorcich je€mene se pohyboval v rozmezi 12 az 16 % a ve vzorcich
sladu v rozmezi 4 az 6 %.

Tabulka 18: obsah fkarotenu a luteinu v je€meni a sladu z lokality HrubSice

Hrubgice S-karoten (mg-kg™' sus.) lutein (mg-kg™ sus.)
odruda jeCmen Slad jeCmen slad
Bojos 0,09 0,42 4,75 8,09
Jersey e 0,13 0,44 e 5,92 8,90
Malz % 0,12 0,38 % 4,73 6,58
Prestige it 0,07 0,30 8 4,50 6,95
Sebastian | € 0,11 0,41 2 5,57 7,54
Tolar 0,08 0,33 5,64 7,50
Bojos 0,13 0,46 5,84 8,46
Jersey o 0,14 0,49 o 6,05 9,26
Malz 3 0,12 0,38 3 5,04 6,72
Prestige | .9 0,08 0,32 2 4,37 7,20
Sebastian | ° 0,13 0,38 © 5,16 7,49
Tolar 0,11 0,29 3,68 7,01

Tabulka 19: obsah f-karotenu a luteinu v jeCmeni a sladu z lokality Lednice

Lednice S-karoten (mg-kg™' sus.) lutein (mg-kg™ sus.)
odrlda je€men Slad je€men slad
Bojos 0,12 0,34 4,84 6,42
Jersey o 0,12 0,44 o 5,71 8,34
Malz % 0,12 0,30 % 4,66 7,07
Prestige 8 0,07 0,43 t 4,83 6,99
Sebastian | £ 0,09 0,31 2 4,64 7,61
Tolar 0,12 0,35 4,89 7,73
Bojos 0,10 0,24 4,42 6,62
Jersey o 0,12 0,35 o 5,29 7,51
Malz o 0,11 0,33 k3 4,89 7,75
Prestige | .9 0,07 0,35 @ 4,71 6,92
Sebastian | ° 0,13 0,24 © 5,38 6,88
Tolar 0,09 0,25 4,73 6,58
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Tabulka 20: obsah f-karotenu a luteinu v jeCmeni a sladu z lokality BraniSovice

BraniSovice S-karoten (mg-kg™”' sus.) lutein (mg-kg™ sus.)
odrlda je€men Slad je€men slad
Bojos 0,11 0,40 4,04 6,81
Jersey o 0,12 0,53 e 4,42 8,12
Malz % 0,11 0,41 % 3,85 6,18
radegast 8 0,10 0,34 S 3,73 5,95
Sebastian | £ 0,10 0,39 2 4,67 6,80
Tolar 0,11 0,38 5,74 7,75
Bojos 0,12 0,43 3,86 7,23
Jersey o 0,12 0,56 o 4,34 7,73
Malz o 0,13 0,40 k3 4,27 6,16
radegast | .9 0,08 0,33 @ 3,76 5,94
Sebastian | ° 0,12 0,40 © 4,91 6,79
Tolar 0,09 0,36 5,55 7,41

Tabulka 21: obsah f-karotenu a luteinu v jeémeni a sladu z lokality Krasné Udoli

Krasné Udoli PBkaroten (mg-kg™” sus.) lutein (mg-kg™ sus.)
odruda jeCmen Slad jeCmen slad
Bojos 0,11 0,44 2,92 5,43
Jersey o 0,12 0,48 o 4,32 6,99
Malz % 0,11 0,49 % 3,22 5,49
radegast '8 0,08 0,37 '8 2,96 5,31
Sebastian | © 0,09 0,37 2 3,79 6,30
Tolar 0,07 0,31 4,23 6,36
Bojos 0,07 0,38 2,40 5,69
Jersey o 0,08 0,41 o 3,48 5,81
Malz k3 0,11 0,38 o 3,66 6,22
radegast | .8 0,08 0,31 2 2,92 4,75
Sebastian | ° 0,08 0,37 ° 3,29 6,08
Tolar 0,08 0,30 5,26 6,96
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S -karoten Hrubgice

Bojos Jersey Malz Prestige  Sebastian Tolar

OjeCmen neosetfeno Mjecmen oSetfeno Oslad neoSetfeno M slad oSetieno

Obrazek 20: Obsah f-karotenu ve vybranych odridach je€mene z lokality Hrubgice
a v odpovidajicich vzorcich sladu

lutein Hrubdice
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Obrazek 21: Obsah luteinu ve vybranych odridach je€mene z lokality Hrubcice
a v odpovidajicich vzorcich sladu
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p-karoten Lednice

Bojos Jersey Malz Prestige  Sebastian Tolar

Ojecmen neosSetfeno Mjecmen oSetfeno Oslad neoSetfeno Eslad oSetfeno

Obrazek 22: Obsah f-karotenu ve vybranych odridach je€mene z lokality Lednice
a v odpovidajicich vzorcich sladu

lutein Lednice
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mg/kg sus.

Bojos Jersey Malz Prestige  Sebastian Tolar

OjeCmen neosetfeno Mjecmen oSetfeno Oslad neoSetfeno M slad osetieno

Obrazek 23: Obsah luteinu ve vybranych odridach je€mene z lokality Lednice
a v odpovidajicich vzorcich sladu
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Obrazek 24: Obsah f-karotenu ve vybranych odriidach jeCmene z lokality BraniSovice
a v odpovidajicich vzorcich sladu
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Obrazek 25: Obsah luteinu ve vybranych odridach je€mene z lokality BraniSovice
a v odpovidajicich vzorcich sladu
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S -karoten Krasné Udoli

Tolar

Bojos Jersey Malz Radegast Sebastian

OjeCmen neosetfeno Mjecmen oSetfeno Oslad neoSetfeno M slad osetfeno

Obréazek 26: Obsah f-karotenu ve vybranych odridach jeémene z lokality Krasné Udoli
a v odpovidajicich vzorcich sladu

lutein Krasné Udoli
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Obrézek 27: Obsah luteinu ve vybranych odridach jeémene z lokality Krasné Udoli
a v odpovidajicich vzorcich sladu
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Obrazek 28: Zavislost obsahu p-karotenu a luteinu v je€meni na lokalité
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Bylo prokazano, ze v zrnu jeCmene je f-karoten obsazen. Jeho obsah je vSak relativné
nizky, pohybuje se tésné nad mezi stanovitelnosti. Obsah luteinu je fadové vyssi. Vliivem
sladovani se obsah f-karotenu zvysi az Skrat a obsah luteinu se zvySi az dvojnasobné.

Z vysledku jsou také patrné odridové zavislosti. Ve vétsiné pfipadu byl obsah f-karotenu
nejvysSi u odrudy Jersey (v jeCmeni i ve sladu). NizSi hodnoty naopak vykazovaly odrudy
Prestige a Radegast. Obsah luteinu vykazuje podobné zavislosti na odriidé jako obsah
P—karotenu.

Rozdily v obsahu karotenoidl v je€meni z rGznych lokalit nejsou pfilis vysoké. Presto se
Krasné Udoli. Naopak nejvy$si obsah téchto latek je ve vétsiné pfipadi u odrid jeémene
pochazejiciho z lokality Hrubdice. Souvislost mezi obsahem p-karotenu v oSetfenych a
neo8etfenych vzorcich zrna jeémene a z ného vyrobeného sladu nebyla prokazana.

V odborné literatufe nejsou podrobné informace o obsahu f-karotenu a luteinu v je€meni
témeér uvadény (s vyjimkou prace autorl Panfiliho, Fratianiho a Irana [65]). Naméfené
vysledky jsou vzhledem k riznym péstebnim podminkam a odliSnosti vzork( srovnatelné
s vysledky téchto autora.

K podrobngjsim zavérim by bylo mozno dospét vyhodnocenim vétSiho mnozstvi

analytickych dat a zejména opakovanim rozbort v rozmezi nékolika let. To vSak prevysuje
rozsah této diplomove prace.
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4.5 Stanoveni f-karotenu v zeleném jeémeni

Ke stanoveni fkarotenu resp. luteinu ve vzorcich zeleného jeémene byla pouzita stejna
metoda jako pro stanoveni téchto karotenoidd ve vzorcich zrna je€mene a sladu. Na
chromatogramu zeleného jeCmene Ize také identifikovat stejné piky jako na chromatogramu
zrna jeCmene nebo sladu (viz obrazky 43 az 45 v kapitole 9).

Obsah pkarotenu i luteinu v zeleném je€meni je nékolikanasobné vy8Si nez v zrnu
je€mene. Relativné velké rozdily v obsahu analytd mezi jednotlivymi odradoveé Cistymi vzorky
zeleného jeEmene vyplyvaji z rozdilnych pldnich a klimatickych podminek jednotlivych
péstebnich lokalit a ro¢niku sklizné. Obsah karotenoidl v zeleném jeCmeni také vyznamné
ovliviiuje rustova faze, pfi které se zeleny je€men sklizi.

4.5.1 Zeleny jeémen ze sklizné 2006

Obsah fkarotenu a luteinu ve tfech odridové Cistych vzorcich zeleného jeEmene,
pochazejicich z lokality Zabgice, uvadi tabulka 22 a obrazky 29 a 30. Z vysledk( je patrny
velky rozdil mezi obsahem fkarotenu (i luteinu) z 1. a z 2. odbéru. AZ na jednu vyjimku
(obsah luteinu u zkuSebni odridy KM 1910) je obsah méfenych karotenoidd vySSi
v 1. odbéru. Vzorky zeleného je€mene obsahovaly 86-88 % vody.

Tabulka 22: stanovené mnozstvi f-karotenu a luteinu ve vzorcich zeleného jeCmene
(sklizer 2006)

odruda odbér F karot%r.i Iuteinv.

(mg/kg susiny) (mg/kg susiny)

Malz 1. 8,49 23,98

2. 3,70 18,99

zkuSebni odrida 1. 7,10 21,93

KM 1910 2. 4,30 23,12

. 1. 7,15 28,32

Sebastian 2. 1,47 10,81
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Obréazek 29: Obsah f-karotenu ve vzorcich zeleného jeémene z lokality Zabgice
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Obrézek 30: Obsah luteinu ve vzorcich zeleného jeémene z lokality Zabgice
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4.5.2 Zeleny jeémen ze sklizné 2007

Na rozdil od vzorku ze sklizné 2006 je rozdil v obsahu karotenoidd mezi 1. a 2. odbérem
méné patrny. Zatimco ve vzorcich z lokality Zabgice je ve vét$ing pripadd vétsi obsah
naopak (viz tabulka 23 a obrazky 34 a 35). Obsah fkarotenu z 1. odbéru je v porovnani se
vzorky 1. odbéru odpovidajicich odridd ze sklizné 2006 nékolikanasobné nizsi. Vzorky
zeleného jeCmene ze sklizné 2007 obsahovaly 83-85% vlhkosti.

Tabulka 23: stanovené mnozstvi fkarotenu a luteinu ve vzorcich zeleného jeEmene
(sklizeri 2007)

fF-karoten lutein
odruda odbér (mg/kg susiny) (mg/kg susiny)
Zabéice KroméFiz Zabéice KroméFiz
1. 3,21 1,57 21,62 17,05
Malz

2. 2,62 1,76 19,20 19,67

zkuSebni odrida 1. 2,99 1,97 21,55 17,74
KM 1910 2. 2,28 2,49 21,69 19,06
Sebastian 1. 2,44 1,67 24,40 19,46

2. 2,62 2,47 20,17 21,41
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Obrézek 31: Obsah f-karotenu ve vzorcich zeleného jeémene z lokality Zabgice a
Kroméfiz
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Obréazek 32: Obsah luteinu ve vzorcich zeleného jeémene z lokality Zabgice a KroméFiz

63



4.5.3 Zeleny jeémen z modelového pokusu na VUPS

Ctyfi odradové gisté vzorky zeleného jeSmene, které byly ziskany z modelového pokusu
na pracovisti VUPS, odpovidaly riistovou fazi vzorkim z 2. odbéru. Vykazovaly nejnizsi
hodnoty obsahu pkarotenu a luteinu ze vSech sledovanych vzorkl zeleného je€mene.
Vysvétlenim by mohlo byt vypéstovani tohoto jeémene na pladé pro pokojové rostliny a také
fakt, ze tento pokus byl proveden v zimnim obdobi, &ili pfi nestandardnich svételnych
podminkach. DalSimi fatory, které mohly ovlivnit obsah analytl v listech je€mene bylo
péstovani pfi pokojové teploté a s pravidelnou zalivkou. V disledku téchto faktort byl
urychlen rust je€mene. Vzorky obsahovaly 93-94 % vody.

Tabulka 24: stanovené mnozstvi f-karotenu a luteinu ve vzorcich zeleného jeCmene
vypéstovaného na pracovisti VUPS (2007)

odriida f-karoten lutein
(mg/kg susiny) (mg/kg susiny)
Bojos 0,82 3,17
Jersey 1,44 4,46
Sebastian 1,19 3,94
Tolar 0,83 2,68
5 _
4 N
g 3
g O beta-karoten
3, M lutein
E 2|
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0
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Obrazek 33: Obsah f-karotenu a luteinu ve vzorcich zeleného je€mene z modelového
pokusu na VUPS
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5. ZAVER
Tato diplomova prace se vénovala pfirodnim antioxidantim, které jsou obsazeny

v je€meni. Nejvetsi pozornost se zaméfila na karotenoidy, z nichz nékteré jsou ucinnymi
antioxidanty a provitaminy A.

Byla zpracovana literarni reSerZze, shrnujici poznatky o antioxidantech obsazenych
v obilovinach a o jejich zdravotnim vyznamu. Tato Cast diplomové prace se zaméfila na
karotenoidy a zvlasté na jeden z nejvice znamych karotenoidi - karoten. Dale byly
shromazdény informace o metodach stanoveni karotenoidd v rostlinnych materialech.
Stru¢né byla popsana také metoda HPLC/DAD a MS.

Prakticka ¢ast diplomové prace se zabyvala stanovenim fkarotenu v nékolika odradach
je€mene, z ného vyrobeného sladu a v zeleném jeémeni metodou vysoceucinné kapalinové
chromatografie s photo diode array detektorem a s hmotnostnim detektorem (APCI-MS). Ke
kvantifikaci byla pouzita data z DAD (PDA) detektoru. Kromé& pkarotenu byl v uvedenych
vzorcich stanoven i obsah luteinu.

Ke stanoveni f-karotenu byla pouzita metoda zalozena na alkalickém zmydelnéni
pomletého vzorku je€mene, extrakci diethyletherem a chromatografické analyze s pouzitim
sestavy HPLC/DAD/MS. Separace probéhla na koloné ODS Hypersil 250x4,6 mm (C18) 5u
avprubéhu prace byly pro stanoveni pkarotenu optimalizovany nasledujici
chromatografické podminky: mobilni faze: MTBE/MeOH, 20:80; pratok: 1 ml-min™; teplota:
25 °C; objem nastfiku: 20 pl; vinova délka: 450 nm. Tato jednoducha metoda umoznila
provedeni jedné analyzy v pribéhu 15 minut. Navrzené optimalni podminky je mozno
modifikovat vzhledem k pozadavkim na selektivitu a na Casové moznosti analyzy.

Naméfené hodnoty fkarotenu v zrnu je€mene a ve sladu se pohybovaly v rozmezi
0,07-0,14 mg/kg susiny pro zrno je€mene a 0,24-0,56 mg/kg susiny pro slad. Hodnoty luteinu
se pohybovaly v rozmezi 2,92-6,05 mg/kg suSiny pro zrno je€mene, 4,75-9,26 mg/kg susiny
pro slad. Vysledky vykazovaly odridovou zavislost. Odriida s nejvy$Sim obsahem analyt(
byla ve vétSiné pfipadd odrida Jersey. Obsah pkarotenu byl ve vSech vzorcich vysSi
ve sladu nez v zrnu je€mene.

Vysledky ziskané z analyzy zeleného je€mene se pohybuji ve vétSim rozmezi. Ve
vzorcich ze sklizné 2006 se obsah f-karotenu pohybuje v rozmezi 1,47-8,49 mg-kg™” susiny
a obsah Iluteinu je 10,80-28,32 mg-kg™” susiny. Ve vzorcich ze sklizné 2007 bylo nalezeno
1,57-3,21 mg-kg™ susiny p—karotenu a 17,05-24,40 mg-kg” susiny luteinu. Zeleny jeémen
ziskany z modelového pokusu na pracovisti VUPS vykazoval tyto hodnoty obsahu analyt:
0,82-1,44 mg-kg™" susiny pro f-karoten a 2,68-4,48 mg-kg™' susiny pro lutein. Tyto relativné
veliké rozdily v obsahu karotenoidd ve vzorcich pochazejicich z rdznych zdroju jsou
zpusobeny odliSnymi padné-klimatickymi podminkami, odbérem vzorkl v rGznych fazich
rustu a roénikem sklizné.

Pomoci programu Effivalidation byly vyhodnoceny vybrané validaéni parametry
chromatografické analyzy.

Pro dalSi praci je mozné se zaméfit na separaci a identifikaci dalSich karotenoidd

obsazenych v jeCmeni, jejichz vyzkum nebyl souc€asti této diplomové prace a nebyla jim
proto vénovana dostateéna pozornost.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AIDS — acquired immune deficiency syndrome

APCI — atmospheric pressure chemical ionization

B — magneticky analyzator

B-E — magneticky-elektricky

BeO - oxid berylnaty

BHT — butylhydroxytoluen

Cl — chemical ionization

DAD - diodearray detector

E — elektricky analyzator

E-B — elektricky-magneticky

El — electron impact nebo elektron ionization

ESI — electrospray ionization

EURAMIC — European community multicentre study on antioxidants, myocardial infarction,
and cancer of the breast.

FAB — Fast atom bombardment

FD — field desorption

FI — field ionization

GaP - fosfid galia

GC — gas chromatography

GPC — gel permeation chromatography

HPLC — high performance liquid chromatography

HRMS - high resolution mass spectrometry

CH3CN — acetonitril

ICR —ion cyclotron resonance

LDI — laser desorption ionization

LDL — low density lipoprotein

LRC-CPPT - lipid research clinics coronary primary prevention trial

MALDI — matrix-assisted laser desorption ionization

MeOH — methanol

MID — multiple ion detection

MS — mass spectrometry

PCB - printed circuit board

PD — plasma desorption

PDA — photodiode array

Q — quadrupole

QIT — quadrupole ion trap

ROS - reaktivni kyslikové slouc¢eniny

SFE — supercritical fluid extraction

SIM - single ion monitoring

SIMS - secondary ion mass spektrometry

SOD - superoxiddismutaza

SRM - selected reaction monitoring

THF — tetrahydrofuran

TLC — thin layer chrotography

TLS — thermal lens spectrometry

TOF — time of flight

TS — thermospray

UV — ultraviolet

UV-VIS — ultraviolet-visible

VUPS — Vyzkumny Ustav pivovarsky a sladafsky, a. s.
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Obrazek 35: UV-VIS spektrum luteinu
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Obrazek 40: Hmotnostni spektrum luteinu
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Obréazek 43: Pfiklad chromatogramu zeleného jeCmene
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Obrazek 44: P¥iklad chromatogramu sladu
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